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1. UvVOD

Hidra je vodeni beskraljeznjak iz skupine Zarnjaka. Obitava na dnu voda tekucica i
stajac¢ica. Sjedilacki je organizam te zivi pri¢vrSéena za suho lis¢e, kamenje i submerznu
vegetaciju. U Hrvatskoj se ucestalo javljaju dvije vrste hidri: zelena (Hydra viridissima Pallas,
1766) i smeda hidra (Hydra oligactis Pallas, 1766). Zelena hidra zivi u endosimbiozi s
jednostani¢nom zelenom algom (rod Chlorella). Smeda hidra samostalni je organizam koji ne

7ivi u simbiotskom odnosu.

Na simbiotskom sustavu hidra — alga mogu se pratiti razli¢ite promjene na
organizmima te usporedivati ucinak toksikanata na vijabilnost organizama (Kalafati¢ i sur.
2001). Hidra je pogodan organizam u ekotoksikoloskim i evolucijskim istrazivanjima zbog
svoje jednostavne grade, pa se kao eksperimentalna Zivotinja proucava ve¢ vise od 250 godina

te je koristan objekt istraZivanja za utvrdivanje letalne i subletalne doze toksikanata (Beach i
Pascoe 1998).

Mikroalge su primarni producenti u vodenim ekosustavima. One su pogodan test
organizam za ekotoksikoloSka istrazivanja zbog svoje male veliine, velike brzine rasta i
lakog odrzavanja u kulturi. Budu¢i da su zelene alge osnova mnogih prehrambenih lanaca,

nuzno je poznavanje ucinka toksikanta na alge i ostale komponente prehrambenog lanca.

Endosimbioza je oblik simbioze u kojoj najmanje dva razli¢ita genoma razli¢itog evolucijskog

postanka postoje unutar iste citoplazme (Ebringer i Krajcovi¢ 1994).

1.1. Zelena i smeda hidra — morfoloska grada

Hidra ima cilindrican oblik tijela (polip) na ¢ijem se vr$nom dijelu nalazi 5 — 7
zrakasto rasporedenih lovki. Ima radijalnu simetriju te se na njenom tijelu mogu uoéiti tri
regije: gastralni dio s pupnom regijom, stopalo s bazalnom plo¢om i vr$ni dio hipostom s
lovkama (Slika 1). Na vrhu usnog polja (hipostoma) se nalaze usta koja vode u
gastrovaskularnu Supljinu u kojoj se odvija probava. Stopalo hidri sluzi za pricvrs¢ivanje tijela
za podlogu uz pomo¢ ljepljive sluzi koju izluCuju Zzljezdane stanice bazalne ploce. U
gastralnom dijelu razvijaju se pupovi, $to predstavlja nespolni oblik razmnoZzavanja hidri. Pup

nastaje evaginacijom tjelesne stjenke mati¢ne jedinke te nakon Sto se razviju lovke, pup se



odvaja i zapocinje samostalni zivot. Do pupanja moze do¢i i uslijed djelovanja vanjskih
¢imbenika, kemijskih spojeva ili stresa. U hidri je prisutan i spolni nac¢in razmnozavanja
prilikom ¢ega na polipu u gastralnoj regiji nastaju jednostavne, privremene epidermalne
gonade koje stvaraju gamete. U gonadama se diferenciraju spermiji i jajasca. Li¢inka koja se
razvije iz oplodenih jajasca nekoliko sati slobodno pliva te se u konacnici prihvati za podlogu
i razvije u polip. Formiranje gonada stimuliraju ¢imbenici iz okolisa poput temperature, pH,
koncentracije O, CO; i gladovanje (Burnett 1973). Zelena hidra je hermafrodit, dok je smeda
hidra odvojena spola (Karntarnut i Pascoe 2002).

Iako su hidre sesilni organizmi, mogu se pokretati pomocu lovki 1 stopala na cetiri
nacina: koraCanjem, prebacivanjem tijela, puzanjem ili plutanjem. Pomoc¢u mjehuri¢a plina
kojeg izlucuje bazalna ploca, hidra se moze dizati na povrSinu vode i lebdjeti, odnosno
migrirati tako da je bazalna ploca okrenuta prema povrSini. Na svaki podrazaj, poput
svjetlosti, promjene temperature, pH ili nekog mehani¢kog podrazaja, hidre reagiraju
kontrakcijom tijela ili relaksacijom.

Hidre se hrane li¢inkama raci¢a vrste Artemia salina ili malim ra¢i¢ima (Daphnia
pulex). Uz pomo¢ lovki hvataju plijen koji ustima dospijeva u gastrovaskularnu Supljinu. U
hvatanju plijena hidrama pomazu zarnice koje se nalaze u epidermi. Probava je
ekstracelularna i intracelularna. Produkti metabolizma odbacuju se iz organizma procesom

difuzije u okolis, a i disanje se odvija difuzijom preko stjenke tijela.

Hidre imaju mrezasti Ziv€ani sustav prilikom ¢ega su ziv€ane stanice difuzno
rasporedene s vanjske i unutarnje strane mezogleje, pa hidra na mehanicki podrazaj reagira

reakcijom cijelog tijela.



HIPOSTOM §
LOVKAMA
GASTRALNA
i ENDODERM R—
EKTODERM
PUP
STOPALO [

Slika 1. Shematski prikaz morfoloske grade hidre (preuzeto s
http://slideplayer.com/slide/4887108/)

1.2. Zelena i smeda hidra — citoloSko — histoloska grada

Tijelo hidre je sastavljeno od vanjskog jednostani¢nog sloja, srednjeg nestani¢nog
sloja mezogleje te unutarnjeg jednostani¢nog sloja gastroderma (Slika 2). Unutar tijela hidre
nalazi se gastrodermalna Supljina. Ektoderm je graden od mioepitelnih, intersticijskih,
zivéanih stanica, knidoblasta 1 knida. Iz intersticijskih stanica mogu se diferencirati
knidoblasti, Zlijezdane, spolne i zivéane stanice (Burnett 1973). Mioepitelne stanice

ektoderma stvaraju mukozni omotac koji titi tijelo hidre od mehanickih ostecenja.

Mezogleja je sredisnji sloj tijela hidre koji se sastoji od zelatinozne tvari. Gradena je
od vlakana, granula i staniénih uklopina. Mezogleja je sloj bogat ugljikohidratima i
aminokiselinama. Sloj zasluzan za transport nutrijenata i migraciju stanica tijekom

regeneracije (Znidari¢ 1970).


http://slideplayer.com/slide/4887108/

Gastroderm oblaze gastrovaskularnu Supljinu te ga ¢ine i mioepitelne stanice. Te
stanice mogu sadrZavati i jednostani¢ne alge roda Chlorella koje su prisutne u zelene hidre. U
gastrodermu se nalaze takoder i miSi¢na vlakna koja su smjeStena okomito na glavnu os
polipa i tvore prstenasti miSi¢ni sloj koji omoguéuje Sirenje i suzavanje samog tijela jedinke,
tj. kontrakciju i relaksaciju. Takoder ovdje se nalaze i zimogene stanice koje sudjeluju u rastu
I regenereaciji i imaju sposobnost dediferencijacije i transformacije u gastrodermalne | —
stanice koje sudjeluju u obnavljanju ostecenih dijelova tijela (Lui i Znidari¢ 1973, Znidari¢
1971).

gastrodermalna W
mioepitelna stanica “ %
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Slika 2. Prikaz citolosko — histoloske grade hidre (preuzeto
shttp://www.cssforum.com.pk/css-optional-subjects/group-v/zooloqy/14536-notes-zoology-
3.html)

1.3. Alge roda Chlorella

Alge su jednostanicni, viSestani¢ni ili zadruzni fotoautotrofni eukariotski organizmi.
Uz pomo¢ procesa fotosinteze proizvode polovinu atmosferskog kisika na Zemlji, a time i

ugljikohidrate koji su potrebni drugim organizmima za normalan rast i razvoj. Jednostani¢ne


http://www.cssforum.com.pk/css-optional-subjects/group-v/zoology/14536-notes-zoology-3.html
http://www.cssforum.com.pk/css-optional-subjects/group-v/zoology/14536-notes-zoology-3.html

alge roda Chlorella dolaze pojedina¢no kao samostalni organizmi na povrSini vlaznih
objekata ili u vlaznom okruzenju. Endosimbiotske alge pronalazimo u drugim protoktistima i
beskraljeznjacima (Douglas i Smith 1984) i to u gastrodermalnim mioepitelnim stanicama
zelene hidre poredane jedna do druge u ,.stupi¢e” blizu mezogleje (Pool i Muscatine 1980,
Holstein i Emschermann 1995). Poredane su u nizovima jedna do druge te se u jednoj stanici
hidre nalazi oko 10 algi. Takve endosimbiotske alge nazivaju se zooklorele i zelena hidra jest
jedini primjer hidre kao njihovog domacina. Neke izolirane endosimbiotske vrste algi kao npr.
Desmodesmus subspicatus pojavljuju se u obliku cenobija. Cenobiji su kolonije
jednostani¢nih organizama koje moze okruzivati zajednicka membrana ili se drze zajedno
pomocu sluzi koju otpusta pojedini ¢lan kolonije. Takoder ova vrsta algi gradi karakteristicne
tetrade po 4 stanice kao oblik kolonije (Liirling 2003). Pojam zooklorela prvi je upotrijebio
Brandt (1882) upravo kao naziv endosimbiotskih zelenih algi iz zelenih hidri. Nekoliko
godina kasnije taj termin koristi Beijernick (1890) kao sinonim za rod Chlorella te ih je
opisao kao ,,zelene lopte. Danas pojam zooklorela podrazumijeva sve zelene alge koje su u
endosimbiotskom odnosu sa slatkovodnim beskraljeznjacima. Alge roda Chlorella osim u
endosimbiotskom odnosu s protoktistima 1 beskraljeznjacima, pojavljuju se 1 kao
slobodnozivuéi organizmi (Douglas 1994). Alge koje Zive u simbiozi razlikuju se od onih
koje Zive slobodno po koli¢ini tvari (npr. ugljikohidrata) koje otpustaju u okolni medij (Rahat
1991).

Alge roda Chlorella okruglog su ili elipsoidnog oblika, veli¢ine do Sum. Pigmenti koji
kod njih prevladavaju su klorofil a i klorofil b, karotenoidi a — i B — i ksantofil lutein. Jezgra
im je smjeStena uz jedan jednostavan veliki vrcasti kloroplast obavijen s dvije membrane
(Krajcovi¢ 2001). Kloroplast sadrzi mnogo tilakoida, koji tvore gusta grana te &vrstu
celuloznu stani¢nu stjenku koja §titi jezgru od nepovoljnih uvjeta. Kloroplasti su bogati
pirenoidima koji su srediSta stvaranja Skroba u stanici. Alge se razmnozavaju nespolno
diobom na viSe stanica kceri ili stvaranjem 2 — 16 nepokretnih autospora unutar vegetativne

stanice koje se oslobadaju pucanjem stani¢ne stjenke.

1.4. Simbioza hidre i alge

Simbioza predstavlja odnos dvaju organizma koja pripadaju razli¢itom rodu pod
uvjetom da je jedan organizam eukariot (Margulis i Sagan 2002). U slu¢aju endosimbioze

jedan organizam Zivi unutar stanica drugog. Cesto se simbioza opisuje kao mutualizam; odnos
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pri kojem oba organizma imaju korist te se tako stvara nova ekoloska nisa (Douglas 1994).

U ovoj simbiozi alga koristi produkte metabolizma hidre, a hidra koristi Kisik koji se
oslobada procesom fotosinteze koja se odvija u algi. Takoder postoje vrste hidra koje ne
uspostavljaju simbiotski odnos s algama i nazivaju se aposimbiotskim hidrama. Takav primjer

je smeda hidra.

Kad jednom alga kolonizira hidru, uspostavlja se endosimbiotski odnos, a ukoliko
dvije vrste algi pokusaju istovremeno kolonizirati hidru, endosimbiotski odnos se uspostavlja
samo s jednom vrstom. Simbiotski odnosi imaju veliko znaCenje za evoluciju, jer se na taj
na¢in moZe ukazati na bioloske prednosti te se tumaciti doprinos bioloskoj raznolikosti

(Kovacevic i sur. 2009a).

1.5. Chlorella test

Alge i to posebice mikroalge zauzimaju vrlo vazno mjesto kao primarni producenti u
vodenim ekosustavima 1 osnova su mnogih prehrambenih lanaca. Zbog toga je vaZno
poznavati ucinke razliitih toksikanata na alge i ostale komponente prehrambenog lanca
(Anton i sur. 1993, Fairchild i sur. 1998). Zbog lakog odrzavanja kulture, male veli¢ine i
visoke stope reprodukcije, alge su prikladni test — organizmi (Horvati¢ i sur. 2000). Chlorella
test toksi¢nosti omogucéuje lako utvrdivanje subletalnih i letalnih ucéinaka primijenjenih
toksikanata. Nacin izvedbe Chlorella testa jest da se umjesto dH,O u stock otopinu stavlja
ckvivalentna koli¢ina zeljenog toksikanta (Kovacevi¢ i sur. 2008). Toksikolozi, naravno
raspolazu znanjem o normalnim fizioloSkim procesima u organizmu i znaju kako toksi¢ni
proces zapocinje 1 koje su posljedice njegovog ucinka pa se kao pokazatelj toksicnog ucinka u
biotestu sve manje koriste smrt ili oboljenje Zivotinje, a sve CeSCe rane promjene na

biokemijskoj razini (Goldberg i Fraizer 1989).

Cilj Chlorella testa je otkriti djeluje li primijenjeni toksikant na organizam te ako

djeluje u kojoj mjeri 1 na koji nacin.

1.6. Naringenin

Flavonoidi su biljni pigmenti koji daju specifi¢cnu boju mnogim biljkama. Osnovnu

kemijsku gradu Cine tri aromatska prstena s hidroksilnim skupinama (— OH). To su prirodni
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spojevi koji se nalazi u razli¢itom vocu i povréu, Zitaricama, cvijeéu, ¢aju i vinu. Flavonoidi
imaju razlicita djelovanja, kao §to su antibakterijsko, antigljivi¢no i antivirusno djelovanje, te
je njihova primjena bila poznata jo$ prije nego su se poceli izolirati iz hrane (De Groot i
Rauen 1998).

Naringenin (5,7 — dihydroxy — 2 — (4 — hydroxyphenyl) chroman — 4 — one) je flavonon s
bioaktivnim djelovanjem, djeluje antioksidativno, imunomodulatorno 1 protuupalno.
Naringenin se sastoji od dva benzenska prstena povezana preko pirinskog prstena, te se na R1
mjestu nalazi hidroksilna skupina (— OH ) (Slika 3). Poznat je kao citrusni flavonon. Najvece
koncentracije su pronadene u naran¢inom soku (Tomas — Barberan i Clifford 2000). Niske
koncentracije naringenina su pronadene u rajéici, te proizvodima rajéice (Krause i Galensa
1992). Istrazivano je njihovo antikancerogeno djelovanje, te je utvrdeno njihovo
antioksidacijsko djelovanje. Dokazano je da naringenin pri 1mM koncentraciji potice rast
simbiotske bakterije R. leguminosarum i to na nacin da je bakterija u mogucnosti koristiti sluz
domacina za svoj rast kao 1 glukozu (Knee 1 sur. 2000). Takoder, istrazivanja su pokazala da
flavonon naringenin dobiven prirodnim putem iz biljki mahunarki izaziva stvaranje kvrzica

rizobiuma kod simbiotskog domacina (Hartwig 1991).

OH

HO 0

OH 0O

Slika 3. Strukturna formula naringenina (preuzeto s http://www.mdpi.com/1422-
0067/15/8/13624/htm)

1.7. Prakti¢an rad u Skoli

Vrlo je vazno da ucenici koncepte iz predmeta prirodoslovnog podrucja usvajaju kroz

izvornu stvarnost i uz pomo¢ prakticnog rada jer to omogucava njihovo lakse i brze usvajanje
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(Hofstein i Mamlok — Naaman 2007). Takoder, kako bi u¢enici mogli lakse iznositi vlastite
zakljucke i postali kriti¢ni prema onome $to uce, vrlo je vazno da nastava prirodnih znanosti
bude koncipirana na aktivhom ucéenju te na promatranju prirodne stvarnosti jer na taj nacin
ucenici mogu povezati ono $to promatraju sa stvarnim zivotom. Neke od dokazano uspjesnih
metoda aktivnog ucenja, koje razvijaju kriticko misljenje, komunikaciju, Zelju za spoznajom i
ucenjem i postivanje svijeta koji ih okruzuje, jesu razne aktivnosti ucenika s ciljem rjesavanja
problemskih zadataka kroz rad u parovima, grupama i timski rad te nastava koja ukljucuje
izravno proucavanje izvorne stvarnosti, osmisljeni u¢enicki znanstveni projekti, nastavnikom
navodena istrazivanja i dr. (De Zan 2005). Unatoc¢ oc¢itim prednostima aktivnih metoda ucenja
istrazivanjapokazuju da nastavnici preferiraju frontalni na¢in rada zbog toga §to im za aktivne
metode rada nedostaje vremena, a frontalnim radom lakSe drZe u€enike pod kontrolom. Osim
toga, veéina nastavnika voli predavati, $to nije ¢udno, S obzirom na zanimanje koje su
odabrali (Meyer 2002). Takoder nastavnici koji su navikli na nafin poucavanja u
tradicionalnoj $koli tesko ¢e napraviti iskorak prema novim i zahtjevnijim metodama rada bez

pomo¢i i voditelja (Bognar 2011).

Buduc¢i da je gradivo iz predmeta prirodoslovnog podrucja opsirno, neke pokuse nije
moguce izvoditi u sklopu redovne nastave. Zato neke Skole nude izvannastavne aktivnosti
kojima privlace one ucenike koji pokazuju interes za prirodne znanosti. Istrazivanja su
pokazala da ucenici koji sudjeluju u izvannastavnim aktivnostima postizu bolje rezultate na
ispitima te lakse razvijaju socijalne vjestine i ostvaruju kvalitetniju komunikaciju (Diplomski
rad, Terezija Mati¢, 2014).

Zelena hidra mozZe biti vrlo korisna nastavnicima jer predstavlja odlican primjer
simbiotskog odnosa, a zbog dostupnosti predstavlja organizam pozeljan za prakti¢ni rad u
Skoli. Osim toga, na sustavu alga — hidra mogu se usvojiti razli¢iti koncepti, pa predstavlja

vrijednu osnovu za mnoge nastavne jedinice.

1.7.1. Opremljenost §kola

Ovisno o opremljenosti Skole nastavnik moze koristiti razli¢ite metode, od metode
demonstracije pa do metode praktiénog rada, odnosno kompleksnog istrazivanja u
izvannastavnim aktivnostima. Buduci da je rad u laboratoriju za nastavu predmeta iz podrucja

prirodnih znanosti izuzetno vazan, vazna je i opremljenost skole koja bi trebala



pruzitiosnovne uvijete za takav rad. Bitno je da skole posjeduju mikroskop, sitni pribor i
stakleno posude kako bi izvodenje ovakvog i/ili sli¢nog pokusa bilo moguée. Dostupni podaci
pokazuju da gotovo sve skole u Splitsko — dalmatinskoj Zzupaniji posjeduju barem jedan
mikroskop (Diplomski rad, Antonio Vidovi¢, 2015). Osim neophodnog materijala i pribora,
nastavnici moraju imati na raspolaganju vrijeme i prostor.



2. CILJISTRAZIVANJA

Pratit ¢e se djelovanje toksikanta naringenina na zelenu i smedu hidru te dvije vrste
endosimbiotskih algi i to vrste Mychonastes homosphaera (Skuja) Kalina i Puncochatrova i
Desmodesmus subspicatus (Chodat) Hegewald i Schmidt i jednu slobodnozivucu vrstu i to
Chlorella vulgaris Beij. s ekotoksikoloskog i evolucijskog stajalista. Utvrdit ¢e se koji od
navedenih organizama, simbiotski ili oni izvan simbioze, ima vec¢u sposobnost prezivljavanja
nepovoljnih uvjeta okolisa. Prisutnost endosimbionata u zelenoj hidri utje¢e na njezin
odgovor na negativne ucinke iz neposrednog okolisa (Karntanut i Pascoe 2002). Dosada$nja
istrazivanja su pokazala da simbiotska hidra bolje prezivljava u€inke iz mikro — okoliSa od

ostalih vrsta hidri.

Budu¢i da istrazivanja pokazuju da nastavnici uvidaju prednosti aktivnih metoda
ucenja, ali ih slabo koriste, zbog nedostatka vremena ili tendencije da poucavaju onako kako
su poucavani te da bi uz pomo¢ 1 voditelja ¢eS¢e izvodili prakti¢nu 1/ili istrazivacku nastavu
(Bognar 2011), cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi i imaju li nastavnici u Skolama u kojima
rade uvjete za izvodenje provedenog ili slicnog pokusa, a to su prvenstveno raspolozivost

pribora i opreme, prostor te vrijeme za njegovo koristenje.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Pokusni organizmi

U istrazivanju su koriStene jedinke zelenih Hydra viridissima Pallas, 1766 i smedih
hidri Hydra oigactis Pallas, 1766 koje su prikupljene na terenu u Maksimiru i Botani¢kom
vrtu PMF-a te tri vrste algi: endosimbiotska Mychonastes homosphaera (Skuja) Kalina i
Puncocharova i Desmodesmus subspicatus (Chodat) Hegewald i Schmidt te slobodnozivuca
srodna vrsta Chlorella vulgaris Beij.

3.1.1. Kulture smedih i zelenih hidri

Jedinke smedih i zelenih hidra odrzavane su u akvarijskoj vodi, pri sobnoj temperaturi
od 21,5° C. Jedinke su bile hranjene dva puta tjedno li¢inkama rac¢i¢a Artemia salina. Nakon
hranjenja hidre su bile prebacene u ¢istu akvarijsku vodu. Za pokus je uzeto 40 hidri koje su

bile podijeljene u ¢etiri grupe po 10 hidri. Hidre su bile u podjednakom razvojnom stadiju.

Prva skupina hidri od 10 jedinki je iz posuda za uzgoj hidri u kulturama prebacena u
posudicu za kontrolu. Druga grupa hidri od 10 jedinki je preba¢ena u posudicu u kojoj je
pripremljena koncentracija od 0,2 gL * naringenina, tre¢a grupa od 10 jedinki je prebadena u
posudicu u kojoj je pripremljena koncentracija od 0,25 gL naringenina i &etvrta grupa od 10
jedinki je prebagena u posudicu u kojoj je pripremljena koncentracija od 0,3 gL ™" naringenina.
Tijekom 14 dana, koliko je trajao eksperiment, hidre nisu bile hranjene. Sve Cetiri posude s

hidrama su bile drZane na danjem svjetlu, ali ne na direktnoj Suncevoj svjetlosti.

Kako bi se priredile spomenute koncentracije, praskasti flavonoid naringenin je otapan
u 150 mL aerirane vode, te je u svaku staklenu posudu (visina: 3,9 cm, promjer: 6,9 cm,
volumen: 60 ml) oznacene koncentracije dodano 50 mL pripremljenog toksikanta.
Koncentracije za potrebe pokusa bile su 0,2 gL, 025 gL 0,3 gL Otopine su
pripremljene na sljede¢i na¢in: vodena otopina naringenina koncentracije 0,2 gL dobivena je
otapanjem 0,030 g naringenina u 150 mL destilirane vode, vodena otopina naringenina
koncentracije 0,25 gL dobivena je otapanjem 0,0375 g naringenina u 150 mL destilirane
vode, a vodena otopina naringenina koncentracije 0,3 gL' dobivena je otapanjem 0,045 g

nraingenina u 150 mL destilirane vode.
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Na isti nacin je pripremljen pokus u duplikatu.

Pracen je ucCinak naringenina na smrtnost, morfoloske te citolosko — histoloske
promjene u gradi i to pomocu sljedecih parametra: podrazljivost, brojnost i izgled lovki, oblik
tijela, pupanje, ostecenost stani¢nih slojeva ektoderma i gastroderma te nestani¢nog sloja
mezogleje i migracija jedinki. Morfoloske i lokomotorne promjene su pra¢ene makroskopski i

pomocu lupe svaka 24 sata tijekom tri dana.

Za citolosko — histoloska promatranja hidre iz svih skupina su fiksirane u Bouinovom
fiksativu nakon 72 sata tretmana. Fiksirani materijal je ispiran 70 % - tnim alkoholom tijekom
24 sata te u serijama dehidriran u 80 % - tnom, 96 % - tnom i 100 % - tnom alkoholu. Nakon
toga fiksirani materijal je uklopljen u paraplast u plasticne ladice. Paraplastni blokovi su
rezani mikrotomom. Rezovi su bili debljine 7 um. Nakon toga su rezovi deparafinirani te
bojeni hemalaun — eozinom. Preparati su zatim uklopljeni u Canada — balzam te su ostavljeni

na susenju 14 dana kako bi se mogli koristiti za promatranje svjetlosnim mikroskopom.

3.1.2. Kulture algi u uvjetima in vitro i Chlorella test

Endosimbiotske alge su izolirane iz zelene hidre i kultivirane na kosom hranjivom
agaru u laboratoriju. To su vrste Mychonastes homosphaera (Skuja) Kalina i Pun¢ocharova (u
daljnjem tekstu oznacena s CZ 112) i Desmodesmus subspicatus (Chodat) Hegewald i
Schmidt (u daljnjem tekstu ozna¢ena s CZ 155). Pokus je takoder izvoden na slobodnozivuéoj

vrsti Cholorella vulgaris Beij. (u daljnjem tekstu oznac¢ena s CV 117).

Sastav hranjive podloge bio je: 18 g agara, 0,9 g KNO3; 9 mL MgSO,4x 7 H,0, 9 mL
K;HPO, i 0,9 mL FeCl;, 100 mL dH,0. Zelene alge su rasle u epruvetama duzine 16 cm,
promjera 15 mm, u klima — komori u sterilnim uvjetima na 24 °C pri konstanthom
osvjetljenju intenziteta 80 pmol/m? s (fluorescentne lampe Osram L36W/20, Cool/White/2850
Im Osram, Berlin, Njemacka). Svaka je epruveta sadrzavala 5 mL agara, nagiba 15°.
Uzgajane alge su nakon 14 dana nacjepljivane platinastom uSicom u sterilnim uvjetima u
laminaru. Sadrzaj algi iz svake kontrolne epruvete je nacijepljen na 6 nove kontrolne epruvete
s kontrolnim kosim agarom. Alge su nacjepljivane cik —cak tehnikom ukupne duzine razmaza
od 10 cm. Epruvete su zatvarane sterilnim metalnim Cepovima (Slika 3). Na taj nacin

odrzavanja kulture algi dobivena je konstantna koli¢ina klonskih kultura pogodnih za
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izvodenje pokusa i u buduénosti. Ovako definirani uvjeti odrzavanje kulture preduvjet su za

ekotoksikolosku metodu Chlorella test te su njen sastavni dio.

Izvodio se test toksi¢nosti flavonoida naringenina na tri vrste fotoautotrofnih algi i to u
tri razli¢ite koncentracije; 0,2 gL, 0,25 gL, 0,3 gL te kontrolnu skupinu. Pokus je trajao
21 dan, te se radio u duplikatu. Alge su se promatrale treci, Sesti i deseti dan nakon
postavljanja pokusa. Za svaku koncentraciju i kontrolu je koriSteno po 6 epruveta (Slika 4).
Treci dan nakon postavljanja pokusa po dvije epruvete svake koncentracije i kontrole su uzete
za mikroskopiranje, a preostale epruvete su ostavljene za makroskopska opazanja tijekom

nastavka pokusa.

Sastav hranjive podloge bio je: 2 g agara, 100 mg KNO3, 1 mL MgSO4x 7 H20, 1 mL
K,HPO, i 0,1 mL FeCls, 100 mL naringenina (0,2 gL, 0,25 gL, 0,3 gL™"). Dodavanje
ekvivalentne koli¢ine toksikanta, u ovom sluaju naringenina u agarsku podlogu umjesto
dH,0, osnova je Chlorella testa pomocu kojeg je moguée pracenje morfoloskih promjena.
Ve¢ kroz tjedan dana moze se makroskopski uociti u¢inak ispitivanog toksikanta. Chlorella
testom moze se ve¢ i makroskopski pratiti postoji li rast (indiciran zelenom bojom kultura),
dali je inhibiran (promjena ili smanjen intenzitet zelene boje) ili ga nema (inhibicija rasta ili
izbljedivanje kultura) (Kovacevi¢ i sur. 2008). Mectoda se moze kombinirati i bila je
kombinirana s mikroskopskim metodama kako bi se mogle pratiti detaljnije promjene nastale

kao rezultat pojedinog toksikanta.
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Slika 4. Prikaz Chlorella testa.

Slika 5. Prikaz Chlorella testa kontrolnih skupina. S lijeva na desno: Mychonastes
homosphaera (CZ 112), Desmodesmus subspicatus (CZ 155), Cholorella vulgaris(CZ 117).
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3.2.  Prikupljanje podataka za opremljenost Skola

Kako bi se ustanovilo odgovara li opremljenost $kola potrebama izvodenja ovakvog
eksperimenta koristena je metoda anonimnog anketiranja. Anonimno anketiranje je izvrSeno
na uzorku od 100 nastavnika osnovnih i srednjih $kola. Od toga je 65 % nastavnika osnovnih,
a 35 % nastavnika srednjih Skola. Uzorak ispitanika je obuhvaéao nastavnike veéine zZupanija
Hrvatske.

Anketa je sastavljena tako da se ispita nudi li odredena skola izvannastavne aktivnosti; imaju
li nastavnici vrijeme, prostor i pribor neophodan za izvedbu priloZzenog eksperimenta.
Ispitanici su na pitanja odgovarali odabirom odgovora da ili ne te zaokruzivanjem ponudene

opreme za laboratorijski rad koju imaju na raspolaganju.

Nastavnicima je ponudeno rjeSavanje anketa ruc¢no 1 dostavljanje na portu
Prirodoslovno - matematickog fakulteta u za to prilozenu kutiju, ili preko on-line obrasca

sastavljenog uz pomo¢ servisa QuestionPro. Svi ispitanici su odabrali on — line obrazac.

Dobiveni podaci su statisticki obradeni u programu Microsoft Office Excel 2013 iz

kojeg su izvedeni prilozeni rezultati.
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4. REZULTATI

4.1. Morfoloska analiza

4.1.1. Hydra viridissima

4.1.1.1. Morfoloske promjene u vrste Hydra viridissima — kontrolni uzorak

Prvi dan nakon postavljanja pokusa sve su hidre dobro reagirale na mehanic¢ki podrazaj
iglicom. Tijelo svih hidri je bilo izduZeno te se na podrazaj kontrahiralo. Pedeset pet posto
hidri je migriralo u stupcu vode. Kod svih hidri je bilo prisutno sest lovki koje su bile

izduzene. Trideset Sest posto hidri je pupalo. Drugi dan nakon postavljanja pokusa sve su

hidre i dalje reagirale na mehanicki podrazaj kontrahiraju¢i se. Tijelo svih hidri je bilo

izduzeno. Treéi dan nakon postavljanja pokusa broj hidri se povecao za 25 % i 25 % hidri je

pupalo. Sve hidre su na mehanicki podrazaj reagirale kontrakcijom. Pedeset posto hidri je bilo
na povrSini vode (Tablica 3). Sve su hidre imale Sest lovki koje su bile izduZene te podrazljive
(Tablica 2).

4.1.1.2. Morfoloske promjene u vrste Hydra viridissima tretirane s 0,2 gL™
naringenina

Prvi dan nakon tretiranja sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj. Tijelo svih hidri je bilo
relaksirano te se na mehanicki podrazaj kontrahiralo. Reakcija na mehanicki podrazaj iglicom
je bila sporija nego u kontroli. Petnaest posto hidri je migriralo u stupcu vode te je oko njih
bila vidljiva sluz. Kod svih hidri je bilo prisutno Sest lovki koje su bile duze nego samo tijelo
hidre. Na mehanicki podrazaj lovke su se skracivale. Vidljivo je da je 23 % hidri pupalo.
Sezdeset posto hidri je bilo pri¢vriéeno za dno, a 25 % hidri za stijenke posudice. Ukupan

broj hidri je bio 12. Drugi dan nakon tretiranja broj hidri je pove¢an na 13. Sve su reagirale na

mehanicki podrazaj, no sporije nego u kontroli. Sve su hidre imale Sest lovki, koje su bile
izduzene i na podrazaj su se kontrahirale. Hidre su bile relaksirane, a na mehanicki podrazaj
su se kontrahirale. Sve su hidre bile pri¢vri¢ene za dno posudice. Sedam posto hidri je pupalo.

Trec¢i dan nakon tretiranja ukupan broj hidri bio je 14. Sve su hidre na mehanicki podrazaj
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reagirale znatno sporije nego u kontrolnoj skupini. Hidre su bile kontrahiranije u odnosu na
kontrolu te su se na mehanicki podrazaj jo§ vise kontrahirale. Petnaest posto hidri je migriralo
u stupcu vode (Tablica 3) te se drzalo zajedno pomocu sluzi. Ostatak hidri je bio pricvrs¢en za
dno posudice. Cak je 20 % hidri pupalo (Tablica 2). Njihove lovke su bile duZe nego u hidri
koje nisu pupale. Kod svih hidri bilo je prisutno sest lovki koje su bile kontrahirane.

4.1.1.3. Morfoloske promjene u vrste Hydra viridissima tretirane s 0,25 gL
naringenina

Prvi dan nakon tretiranja 90 % hidri je bilo pricvrs¢eno za dno posudice, a 10 % hidri za

stjenku posudice (Tablica 3). Sve su hidre bile zive te su reagirale na mehanicki podrazaj, no
sporije nego u kontroli i prethodnoj koncentraciji. Sve su hidre bile izduzene te su se na
mehanicki podrazaj kontrahirale. Trideset pet posto hidri je pupalo te su kod njih lovke bile
relaksirane. Sve hidre su imale sest lovki koje su kod 65 % hidri koje ne pupaju kontrahirane i
slabo vidljive. Drugi dan nakon tretiranja ukupan broj hidri bio je devet. Na mehanicki

podrazaj su reagirale jako sporo, 44 % hidra se malo relaksiralo na mehanicki podrazaj. Sve
su hidre bile u kontrahiranom obliku. Samo je 22 % hidri pupalo (Tablica 2). Lovke nisu bile

vidljive. Bila je prisutna velika koli¢ina sluzi. Tre¢i dan nakon tretiranja na dnu posudice je

bilo devet hidri, no one su bile u poluraspadnutom stanju te nisu reagirale na mehanicki

podrazaj. Lovke nisu bile vidljive (Tablica 1).

4.1.1.3. Morfoloske promjene u vrste Hydra viridissima tretirane s 0,3 gL ™
naringenina

Prvi dan nakon tretiranja ukupan broj hidri bio je 12. Od toga je 75 % hidri bilo pri¢vr§¢eno

stopalom za dno posudice, a 25 % hidri je migriralo u stupcu vode. Sve su hidre reagirale na
mehanicki podrazaj iglicom kontrahirajuci se. Ta reakcija je bila sporija nego u kontroli i
najnizoj koncentraciji (0,2 gL ™). Sve hidre su imale $est lovki, koje su bile izduzene. Posebno

su bile izduzene lovke onih hidri koje su pupale i to 25 % njih. Drugi dan nakon tretiranja

ukupan broj hidri bio je 15. Sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj i prilikom toga su se

kontrahirale. Tre¢i dan nakon tretiranja ukupan broj hidri bio je 15. Od toga je 25 % hidri

pupalo (Tablica 2) te je jedna hidra pupala na dva mjesta. Tijelo hidri je bilo kontrahirano te

se na mehanicki podrazaj relaksiralo. Reagirale su na mehanicki podrazaj sporije nego u
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kontroli. Sezdeset posto hidri je bilo stopalom priévriéeno za dno posudice, a 40 % hidri je
migriralo u stupcu vode. Sve hidre su imale Sest lovki. Hidre koje su plutale po povrsini

drzale su se zajedno pomocu sluzi u podrucju stopala (Tablica 3).

Tablica 1. Smrtnost zelene hidre tijekom pokusa izrazena u postocima (%)

KONCENTRACIJA
NARINGENINA 24 h 48h 72 h
KONTROLA 0 0 0
0,2 gL-! 0 0 0
0,25 gL-1 0 25 100
0,3 gL-1 0 0 0

Tablica 2. Ukupno pupanje zelene hidre tijekom pokusa izraZzeno u postocima (%)

KONCENTRACIJA

NARINGENINA 24h 48 h 72 h
KONTROLA 36 36 25
02 gLt 23 7 20
0,25 gL-1 44 22 0
0,3 gLt 25 0 25

Tablica 3. Migracija zelene hidreu stupcu vode tijekom pokusa izrazeno u postocima (%)

KONCENTRACIJA

NARINGENINA 24h 48 h 72 h
KONTROLA 55 55 50
0,2 gLt 15 0 15
0,25 gL-1 10 0 0
0,3 gL 25 25 40
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4.1.2. Hydra oligactis

4.1.2.1. Morfoloske promjene u vrste Hydra oligactis — kontrolni uzorak

Prvi dan nakon postavljanja pokusa sve su hidre dobro reagirale na mehanicki podrazaj.

Trideset posto hidri je migriralo u stupcu vode, a ostatak hidri je bio pri¢vr$éen za dno
posudice. Tijelo svih hidri bilo je izduzeno. Kod svih hidri je bilo prisutno Sest lovki koje su

bile jako izduzene. Drugi dan nakon postavljanja pokusa sve su hidre dobro reagirale na

mehanicki podrazaj te su se na dodir skra¢ivale u podrucju stopala. Kod svih hidri i dalje je

bilo prisutno Sest lovki koje su bile jako izduzene (Tablica 6). Tre¢i dan nakon postavljanja

pokusa nisu uocene vece morfoloske promjene. Deset posto viSe hidri je migriralo u stupcu
vode. Sve su hidre dobro reagirale na mehanicki podrazaj (Tablica 5). Tijelo svih hidri je bilo

relaksirano.

4.1.2.2. Morfoloske promjene u vrste Hydra oligactis tretirane s 0,2 gL ™" naringenina

Prvi dan nakon tretiranja hidre nisu pokazale znac¢ajne morfoloske promjene. Smrtnost nije

bila prisutna. Sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj kontrakcijom tijela (Tablica 5).
Primije¢ena je slaba kontrahiranost tijela u 100 % hidri u odnosu na kontrolu. Trideset pet
posto hidri je migriralo u vise podrucje posudice, a ostale su hidre bile pri¢vrS¢ene za dno

posudice. Lovke su im bile izduzene kao u kontroli. Devedeset posto hidri imalo je Sest lovki,

a 10 % hidri imalo je cetiri lovke. Drugi dan nakon tretiranja smrtnost hidri bila je 10 %
(Tablica 4). Sve su hidre reagirale na mehani¢ki podrazaj, no sporije nego u kontroli. Trideset
tri posto hidri je migriralo u viSe podruéje posudice. Sve hidre imale su po Sest lovki, a kod 45

% hidri one su bile izduzene. Treéi dan nakon tretiranja 55 % hidri je migriralo u vise

podrucje posudice. Osamdeset pet posto hidri bilo je relaksirano kao u kontroli, no na
mehanic¢ki podrazaj su reagirale sporije nego u kontroli. Petnaest posto hidri bilo je
kontrahirano u obliku kuglica. Kod 85 % hidra bilo je prisutno svih Sest lovki, a kod 15 %

hidri ¢etiri lovke (Tablica 6). Lovke su bile izduZzene kao u kontrolnoj skupini.
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4.1.2.3. Morfoloske promjene u vrste Hydra oligactis tretirane s 0,25 gL
naringenina

Prvi dan nakon tretiranja 50 % hidri slabo je reagiralo na mehanicki podrazaj, a 50 % hidri

gotovo uopce nije reagiralo. Pedeset posto hidri bilo je kontrahirano u obliku kuglica, dok je
50 % hidri bilo u relaksiranijem obliku (Tablica 4). Hidre koje su bile u relaksiranijem obliku

imale su jako skracene lovke do same baze. Drugi dan nakon tretiranja 70 % hidri je bilo u

obliku raspadnutih kuglica koje nisu pokazivale nikakvu reakciju na mehanicki podrazaj, dok
je 30 % hidri jedva reagiralo na mehanicki podrazaj. Bila je prisutna sluz od raspada hidri.
Lovke uopce nisu bile vidljive (Tablica 6). Trideset posto hidri bilo je kontrahirano i slabo je

reagiralo na mehanicki podrazaj. Treci dan nakon tretiranja smrtnost hidri je bila 100 %.

Tijekom 72 sata promatranja, hidre su u ovoj koncentraciji pokazale znacajne morfoloske
promjene. Smrtnost hidra je bila 100 %, $to je u konacnici rezultiralo potpunim raspadom

hidra. U kontroli su sve hidre bile zive te su reagirale na mehanicki podrazaj (Tablica 5).

4.1.2.4. Morfoloske promjene u vrste Hydra oligactis tretirane s 0,3 gL™" naringenina

Prvi dan nakon tretiranja sve su hidre bile zive i dobro su reagirale na mehanicki podrazaj.

Trideset posto hidra bilo je pri¢vrs¢eno za dno posudice te relaksirano kao u kontroli. Pedeset
posto hidri je migriralo u stupcu vode. Dvadeset posto hidri bilo je kontrahirano i pri¢vr§¢eno
za dno posudice. Deset posto hidri imalo je pet lovki, a 90 % hidri sest lovki koje su u ovih 90
% hidri bile izduzene, dok su u ovih 10 % bile skracene i oSteCene. Reagirale su na mehanicki

podrazaj i pomicale se (Tablica 5). Drugi dan nakon tretiranja smrtnost hidri bila je 10 %.

Ostalih 90 % hidri bilo je kontrahirano, no na mehani¢ki podrazaj su se relaksirale. Na
mehanicki podrazaj su reagirale sporije nego u kontrolnoj skupini i prvoj koncentraciji (0,2
gL ™). Trideset posto hidri je migriralo u stupcu vode, dok je ostatak hidri bio pri¢vri¢en
stopalom za dno posudice. Cetrdeset pet posto hidri imalo je Sest lovki koje su se na
mehanicki podrazaj izduzivale, no reakcija je bila spora. Trideset pet posto hidri imalo je pet
lovki koje su bile skracene, a 20 % hidri imalo je Cetiri lovke koje su takoder bile skracene i

sporije su reagirale na mehanicki podrazaj. Tre¢i dan nakon tretiranja 25 % hidri bilo je u

obliku kontrahiranih kuglica. Pokazivale su slab odgovor na mehanicki podrazaj, §to upucuje
na skori mortalitet. Lovke nisu uopée bile vidljive (Tablica 6). Sedamdeset pet posto hidri bilo

je potpuno raspadnuto te je oko njih bila velika koli¢ina sluzi.
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Tijekom 72 sata promatranja, hidre su u ovoj koncentraciji pokazale morfoloske promjene, no

one su manje nego u prethodnoj koncentraciji. Smrtnost hidri bila je 75 %, a ¢ak 100 % hidri

pokazivalo je redukciju lovki u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 4).

Tablica 4. Smrtnost smede hidre tijekom eksperimenta izraZzena u postocima (%).

KONCENTRACIJA

NARINGENINA 24 h 48 h 72 h
KONTROLA 0 0 0
02 gL™ 0 10 15
0,25 gL™ 0 70 100
0,3 gL™ 0 10 75

Tablica 5. Podrazljivost smede hidre tijekom eksperimenta izraZzena u postocima (%).

KONCENTRACIJA

NARINGENINA 24 h 48 h 72 h
KONTROLA 100 100 100
02 gL 100 100 100
0,25¢gL™" 50 30 0
03 gL 100 90 25

Tablica 6. Redukcija broja lovki smede hidre tijekom eksperimenta izrazena u postocima (%)

KONCENTRACIJA

NARINGENINA 24 h 48 h 72 h
KONTROLA 0 0 0
02 gL™ 10 0 15
0,25 gL™ 100 100 100
0,3 gL™ 10 55 100
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4.1.3. Mychonastes homosphaera

4.1.3.1. Morfoloske promjene u izolatima endosimbiotske alge Mychonastes
homosphaera

Alge su rasle u stabilnoj kulturi zelene boje (Slika 6.a). Tre¢i dan nakon tretiranja U

koncentraciji 0,2 gL " naringenina u odnosu na kontrolnu skupinu primijeéen je ja¢i intenzitet
zelene boje, $to upucuje na intenzivniji rast, U 50 % epruveta. Kod preostalih 50 % epruveta
vidljivo je blijedenje algi. U srednjoj koncentraciji (0,25 gL ™) naringenina u 65 % epruveta
alge su pokazale stabilan rast, a u 35 % epruveta bilo je prisutno izbljedivanje. Pri najvisoj
koncentraciji (0,3 gL %) naringenina uo&eno je da su alge u 50 % epruveta bljede. Sesti dan

nakon tretiranja pri najniZoj koncentraciji (0,2 gL ™) naringenina u 35 % epruveta uoceno je

blijedenje. Pri koncentraciji 0,25 gL ™" naringenina uoceno je da se u 75 % epruveta pojavila
plijesan, ali su alge bile zelene i vijabilne. Pri najvisoj koncentraciji (0,3 gL™*) naringenina u
65 % epruveta se pojavila plijesan koja je nadrasla alge, ali su one bile zelene i vijabilne
(Slika 6.b) (Tablica 7).

Slika 6.a. Vrsta Mychonastes homosphaera tijekom pokusa. Chlorella test. Kontrolni uzorak.
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Slika 6.b. Vrste alga Mychonastes homosphaera tretirane s tri koncentracije naringenina
tijekom pokusa. Chlorella test. 1a — vrsta alge Mychonastes homosphaera tretirana
koncentracijom 0,2 gL 'naringenina, 1b — vrsta alge Mychonastes homosphaera tretirana
koncentracijom 0,25 gL naringenina, 1c — vrsta alge Mychonastes homosphaera tretirana

koncentracijom 0,3 gL naringenina. Prisutno onegis¢enje (strelica).
Tablica 7. Blijedenje vrste Mychonastes homosphaera (%)

KONCENTRACIJA

NARINGENINA
KONTROLA 0 0
02gL™" 50 35
0,25 gL™ 35 25
03gL™" 50 50
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4.1.4. Desmodesmus subspicatus

4.1.4.1. Morfoloske promjene u izolatima endosimbiotske alge Desmodesmus
subspicatus

Treéi dan nakon postavljanja pokusa sve alge su bile intenzivno zelene boje i pokazivale

pravilan rast (Slika 7.a). Trec¢i dan nakon tretiranja alge su pri najnizoj koncentraciji (0,2

gL ") naringenina u 50 % epruveta bljede nego u kontrolnoj skupini. Pri srednjoj koncentraciji
(0,25 gL %) naringenina u svim se epruvetama pojavila plijesan, no u 35 % epruveta se uodava
blago blijedenje u odnosu na prethodnu koncentraciju i kontrolnu skupinu. Pri najvi$oj
koncentraciji (0,3 gL ™) naringenina alge su u svim epruvetama bile znatno bljede nego u

odnosu na prethodne koncentracije i kontrolnu skupinu. Sesti dan nakon tretiranja u najnizoj

koncentraciji (0,2 gL™") naringenina u 50 % epruveta se pojavila plijesan koja je nadrasla
alge. U preostalih 50 % epruveta alge su bile bljede nego u kontroli. U ostale dvije
koncentracije (0,25 gL i 0,3 gL ™) naringenina uoceno je blijedenje algi u svim epruvetama
(Slika 7.b) (Tablica 8).

Slika 7.a. Vrsta Desmodesmus subspicatus tijekom pokusa. Chlorella test. Kontrolni uzorak.
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Slika 7.b. Vrste alga Desmodesmus subspicatus tretirane s tri koncentracije naringenina
tijekom pokusa. Chlorella test. 1a — vrsta alge Desmodesmus subspicatus tretirana

koncentracijom 0,2 gL " naringenina, 1b — vrsta alge Desmodesmus subspicatus tretirana

koncentracijom 0,25 gL naringenina, 1c — vrsta alge Desmodesmus subspicatus tretirana

koncentracijom 0,3 gL " naringenina. Blijedenje; inhibicija rasta (strelica).
Tablica 8.Blijedenje vrste Desmodesmus subspicatus (%)

KONCENTRACIJA

NARINGENINA
KONTROLA 0 0
02 gL™ 50 100
0,25gL™" 35 100
03 gL™ 100 100
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4.1.5. Chlorella vulgaris

4.1.5.1. Morfoloske promjene u izolatima slobodnoZivucée alge Chlorella vulgaris

Tijekom promatranja u kontrolnoj skupini nisu uo¢ene morfoloske promjene. Alge su rasle i

bile vijabilne (Slika 8.a). Tre¢i dan nakon tretiranja alge su u najnizoj koncentraciji (0,2 gL )

naringenina bile bljede nego u kontrolnoj skupini. U 50 % epruveta su se pri dnu algi pojavile
bijelo — zelene mjehuraste tvorevine. U srednjoj koncentraciji (0,25gL %) naringenina uo&eno
je blijedenje naspram kontrolne skupine te su se u 35 % epruveta pojavile mjehuraste tvorbe
na algama i vidjela se bijela tvar. U najvioj koncentraciji (0,3 gL %) naringenina uoceno je da
su alge u svim epruvetama bljede u odnosu na prethodne koncentracije i kontrolu, te su se u

svim epruvetama pojavile bijelo — zelene mjehuraste tvorbe (Tablica 9). Sesti dan nakon

tretiranja u svim su se koncentracijama i epruvetama pojavile bijelo — zelene mjehuraste
tvorevine i plijesan (Slika 8.b).

Slika 8.a. Vrsta Chlorella vulgaris tijekom pokusa. Chlorella test. Kontrolni uzorak.
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Slika 8.b. Vrste alga Chlorella vulgaris tretirane s tri koncentracije naringenina tijekom

pokusa. Chlorella test. 1a — vrsta alge Chlorella vulgaris tretirana koncentracijom 0,2 gL ™

naringenina, 1b — vrsta alge Chlorella vulgaris tretirana koncentracijom 0,25 gL ™

naringenina, 1c — vrsta alge Chlorella vulgaris tretirana koncentracijom 0,3 gL naringenina.

Mijehuraste tvorbe (jedna strelica). Plijesan (dvije strelice). Blijedenje (tri i Cetiri strelice).

Tablica 9.Blijedenje vrste Chlorella vulgaris (%)

KONCENTRACIJA

NARINGENINA 72 h 144 h
KONTROLA 0 0
02 gL™ 30 30
0,25 gL™ 50 50
03 gL™ 60 60
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4.2. Citoloska analiza

4.2.2. Hydra viridissima

4.2.2.1. Citoloske promjene u vrste Hydra viridissima

U kontrolnoj skupini tijekom pokusa sva su tri sloja hidre bila neostecena, a lovke dobro
vidljive (Slika 9.a). U skupini hidri tretiranoj koncentracijom 0,3 gL naringenina uo&eno je
da je mezogleja zadebljana. Takoder, vidi se nepravilan raspored algi u tijelu hidre, a ima ih
velik broj u stoplanom dijelu te je manji broj intersticijskih stanica migrirao prema mezogleji
(Slika 9.b).

i
o
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Slika 9.a. Hydra viridissima kontrolni uzorak. Lovke (jedna strelica). Mezogleja ravna i

neosteéena (dvije strelice). Povecanje 5x. Hemalaun — eozin.
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Slika 9.b. Hydra viridissima tretirana s koncentracijom 0,3 gL * naringenina. Mezogleja
zadebljana (jedna strelica). Nepravilan raspored alga unutar tijela hidre (dvije strelice).

Povecanje 40x. Hemalaun — eozin.
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4.2.1. Hydra oligactis

4.2.1.1. Citoloske promjene u vrste Hydra oligactis

U kontrolnoj skupini tijekom pokusa sva su tri sloja hidre bila neostecena, a lovke dobro
vidljive. Gastrodermalna Supljina je bila prazna (Slika 10.a). Ni pri najnizoj koncentraciji (0,2
gL ") naringenina znaGajnija oteéenja nisu uoGena. Zimogene stanice su migrirale prema
mezogleji u svrhu regeneracije oStec¢enih dijelova tijela (Slika 10.b). Gastrodermalna Supljina
je bila prazna (Slika 10.c). Takoder pri najvisoj koncentraciji (0,3 gL™") naringenina nisu
uocena veca oStecenja. U gastrodermalnoj Supljini nalazila se manja koli¢ina oStecenih stanica
(Slika 10.d). Mezogleja je bila nepravilna i prividno tanja. Intersticijske stanice su bile u
procesu dediferencijacije (Slika 10.e).

Slika 10.a. Hydra oligactis iz kontrolne skupine. Dobro uocljive lovke (strelica). Povecanje 5

X. Hemalaun — eozin
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Slika 10.b. Hydra oligactis tretirana koncentracijom 0,2 gL ™" naringenina, 72 sata nakon
tretiranja. Zimogene stanice u procesu dediferencijacije (strelica). Povecanje 40x. Hemalaun —

eozin.

Slika 10.c. Hydra oligactis tretirana koncentracijom 0,2 gL * naringenina. Gastrodermalna
Supljina prazna (jedna strelica). Stopalo s ve¢im koli¢inama sluzi (dvije strelice). Povecanje

10x. Hemalaun — eozin.
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Slika 10.d. Hydra oligactis tretirana koncentracijom 0,3 gL * naringenina. Gastrodermalna
Supljina djelomi¢no ispunjena oSte¢enim stanicama (strelica). Povecanje 10x. Hemalaun —

eozin.

Slika 10.e. Hydra oligactis tretirana koncentracijom 0,3 gL * naringenina. Mezogleja utanjena
(jedna strelica). Intersticijske stanice u procesu dediferencijacije (dvije strelice). Poveéanje

40x. Hemalaun — eozin.
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4.2.3. Mychonastes homosphaera

4.2.3.2. Citoloske promjene izolata u endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera

Treéi dan nakon postavljanja pokusa u kontrolnoj skupini uoc¢ene su diobe na do pet stanica

kéeri. Kloroplasti su bili pravilni i zeleni, a stanice praznih lumena nisu bile prisutne (Slika
11.a).

N

w/

Slika 11.a. Mychonastes homosphaera, kontrolni uzorak. Dioba na do pet stanica kéeri

(strelica). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri najnizoj koncentraciji (0,2 gL ™) naringenina uo&eno je

da se stanice drze u nakupinama kao posljedica diobe, ali se nisu odjeljivale (Slika 11.b).
Kloroplasti su bili cjeloviti i pravilnog izgleda. Stanice su bile sitnije, razli¢itih veli¢ina,
nepravilne forme, no zelene boje. Uocen je pokusaj diobe na do tri stanice kéeri, a kloroplasti

su bili u fazi raspadanja, dok su jezgre bile dobro vidljive.
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Slika 11.b. Mychonastes homosphaera tretirana s 0,2 gL’ naringenina. Pokusaji diobe (jedna
strelica). Kloroplasti u fazi raspadanja (dvije strelice). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri srednjoj koncentraciji (0,25 gL ") naringenina uoceno je
da su kloroplasti bili fragmentirani, stanice praznog lumena te da su se grupirale. Uo¢ljiva su
bila ostecenja kloroplasta koja su se manifestirala u obliku zelenih toc¢ki. Bio je manji broj
dioba u odnosu na kontrolu, a stanice su se dijelile na dvije do Cetiri stanice kceri. Bile su
slabijeg intenziteta zelene boje. Takoder, bili su uoceni neuspjesni pokusaji diobe na do pet
stanica kceri, jer se stanice nisu odjeljivale. Kloroplasti su bili nepravilni, fragmentirani na
Sest ili vise dijelova ili su se raspadali u kuglaste tvorbe. Uoceni su djelomi¢no prazni lumeni
stanica (Slika 11.c).
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Slika 11.c. Mychonastes homosphaera tretirana s 0,25 gL naringenina. Neke stanice
djelomicno praznog lumena (jedna strelica). Neuspjesni pokusaji diobe (dvije strelice). Zelene

tocke kao posljedice degradacije kloroplasta (tri strelice). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri najvisoj koncentraciji (0,3 gL ") naringenina uoceni su

neuspjesni pokusaji diobe. Stanice su se drzale u nakupinama do cetiri stanice. Kloroplasti su
imali ostecenja u obliku zelenih tocki te su bili fragmentirani, amorfni i raspadali se. Uocene
stanice su bile zuckaste i pravilnog oblika. Jasno su se vidjeli fragmentirani kloroplasti.
Uocena je inhibicija rasta (Slika 11.d).
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Slika 11.d. Mychonastes homosphaera tretirana s 0,3 gL " naringenina. Nakupine do &etiri
stanica (jedna strelica). Fragmentiranost kloroplasta (dvije strelice). Povecanje 40X.

4.2.4. Desmodesmus subspicatus

4.2.4.1. Citoloske promjene izolata u endosimbiotkse alge Desmodesmus subspicatus

Treé¢i dan nakon postavljanja pokusa u kontrolnoj skupini je vidljivo da su jezgre lijepo

razluéive. Stanice su okrugle i spojene po Cetiri u cenobiju. Karakteristicno se drze u

tetradama. Prisutni su i prijelazni oblici (Slika 12.a).
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Slika 12.a. Desmodesmus subspicatus, kontrolni uzorak. Osam stanica u cenobiju (jedna

strelica). Karakteristi¢ne tetrade (dvije strelice). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri najniZoj koncentraciji (0,2 gL™") naringenina uo&ene su
zelene tocke kloroplasta koji su bili fragmentirani (Slika 12.b). Stanice su bile izblijedene. U
kontrolnoj skupini stanice su bile okrugle i spojene po cetiri u cenobiju. Neke stanice su se
drzale po cetiri u nepravilnim cenobijima (Slika 12.c). Takoder, uoceno je da su tetrade bile
djelomi¢no izblijedene. Neke su tetrade bile nevijabilne. Uocen je prazan lumen stanica.
Stanice su opcenito bile slabo vijabilne. Cenobij ¢ine po tri stanice, a pojedinac¢ne stanice su
bile mrtve.

Slika 12.b. Desmodesmus subspicatus tretriana s 0,2 gL " naringenina. Stanice se drze po
Cetiri u cenobijima (jedna strelica) i tetradama (dvije strelice). Diobe nisu uspjesne.

Fragmentiranost Kloroplasta (tri strelice). Povecanje 40x.
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Slika 12.c. Desmodesmus subspicatus tretirana s 0,2 gL * naringenina. Stanice po Cetiri u

nepravilnim cenobijima (jedna strelica). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri srednjoj koncentraciji (0,25 gL™*) naringenina bili su

uoceni cenobiji po Cetiri stanice. Vidjele su se tetrade s po Cetiri stanice kao i diobe unutar
samih cenobija (Slika 12.d). Kloroplasti su bili amorfni. Vidjele su se nepravilnosti u

prijelaznim oblicima. Neke stanice su bile prazne, $to upucuje na smrtnost, a neke su bile
zuckaste boje. Cenobiji su bili prazni.

Slika 12.d. Desmodesmus subspicatus tretriana s 0,25 gL * naringenina. Cenobij sastavljen od
Cetiri stanice (jedna strelica). Nepravilan cenobij (dvije strelice). Nepravilna tetrada (tri

strelice). Povecanje 40x.

38



Treéi dan nakon tretiranja pri najvisoj koncentraciji (0,3 gL ") naringenina stanice su

bile raspadnute, nevijabilne i nisu rasle. Kloroplasti su bili amorfni, a stanice praznog lumena
(Slika 12.e).

Slika 12.e. Desmodesmus subspicatus tretriana s 0,3 gL naringenina. Mrtve stanice
(strelica) i nevijabilna tetrada (dvije strelice). Povecanje 40x.

4.2.5. Chlorella vulgaris

4.2.5.1. Citoloske promjene u slobodnoZivuce alge Chlorella vulgaris

Treci dan nakon postavljanja pokusa u kontrolnoj skupini nisu bile uocene citoloske

promjene. Sve stanice su bile pravilne. Dijelile su se na do cetiri stanice kceri (Slika 13.a).
Kloroplasti su bili pravilni.
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Slika 13.a. Chlorella vulgaris, kontrolni uzorak. Stanice se dijele na do Cetiri stanice kéeri

(strelica). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri najnizoj koncentraciji (0,2 gL™*) naringenina bili su
uoceni mnogi pokusaji dioba na dvije ili tri stanice kceri. Stanice su se drzale u nakupinama, a
vijabilnost im je bila slaba. Prisutna je bila inhibicija rasta. Neke su stanice bile mrtve.
Kloroplasti su bili u fazi raspadanja (Slika 13.b).

Slika 13.b. Chlorella vulgaris tretirana s 0,2 gL " naringenina. Pokusaji dioba na vise stanica
kéeri (jedna strelica). Nevijabilne stanice fragmentiranih kloroplasta (dvije strelice).

Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri srednjoj koncentraciji (0,25 gL ™) naringenina uo&eno je

da se stanice jo§ viSe nakupljaju. Pojedina¢ne stanice su bile dobro o¢uvane. Stanice su bile
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zuckaste 1 slabo vijabilne. Uoceni su bili neuspjesni pokusSaji dioba. Kloroplasti su bili
fragmentirani u obliku zutih tocki (Slika 13.c).

Slika 13.c. Chlorella vulgaris tretirana s 0,25gL " naringenina. Zelene tocke fragmentiranih
kloroplasta (jedna strelica). Stanice zuckaste boje (dvije strelice). Neuspjesni pokusaji diobe

(tri strelice). Povecanje 40x.

Treéi dan nakon tretiranja pri najvisoj koncentraciji (0,3 gL *) naringenina uocene su

stanice bile razli¢itih velic¢ina i dijelom praznih i velikih lumena. Uocena je fragmentiranost
kloroplasta. Neke stanice su bile ostecene i nepravilnog oblika (Slika 13.d). Bile su prisutne

neuspjesne diobe.
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Slika 13.d. Chlorella vulgaris tretirana s 0,3gL " naringenina. Osteéene stanice nepravilnog
oblika (jedna strelica). Neuspjesne diobe (dvije strelice). Povecanje 40x.
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4.3. Moguénost primjene predloZenog pokusa u skoli
4.3.1. Ponuda izvannastavnih aktivnosti u skolama

Vecina osnovnih $kola nudi izvannastavne aktivnosti i to 81,81 % , dok srednje Skole u nesto

manjoj mjeri s 55,17 % (Slika 14).
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Slika 14. Ponuda izvannastavnih aktivnosti ovisno o $koli

4.3.2. RaspoloZivost prostora za izvodenje eksperimentalnog rada

Ankete pokazuju da osnovne Skole imaju viSe prostora za izvedbu izvannastavnih aktivnosti u
odnosu na srednje $kole. Sedamdeset sedam posto osnovnih $kola ima prostor za izvedbu
izvannastavnih aktivnosti, a 58,62 % srednjih skola (Slika 15).
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Slika 15. Raspolozivost prostora za izvedbu izvannastavnih aktivnosti ovisno o $koli
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4.3.3. RaspoloZivost vremena za izvodenje eksperimentalnog rada

Vise vremena u kojem bi bila moguca izvedba izvannastavnih aktivnosti imaju nastavnici u
osnovnim Skolama i to 55,55 %. Nastavnici srednjih $kola imaju neSto manje vremena za

izvedbu izvannastavnih aktivnosti. Njih 44,83 % imaju to vrijeme (Slika 16).
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Slika 16. Raspolozivost Vremena za izvedbu izvannastavnih aktivnosti ovisno o Skoli

4.3.4. Raspolozivost pribora potrebnog za izvodenje predloZenog pokusa

Ustanovljeno je da 96,43 % srednjih $kola posjeduje mikroskop, dok osnovnih 94,04 %. Vise
sitnog pribora imaju srednje Skole 1 to 89,29 %, a osnovne Skole neSto manje, 87,04%.

Stakleno posude koje je takoder vazno za ovaj eksperiment u ve¢oj mjeri posjeduju osnovne

Skole ito 98,15 % njih, dok srednje skole 89,29 % (Slika 17).
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Slika 17.Raspolozivost pribora ovisno o $koli

4.3.5. RaspolozZivost svega potrebnog za izvodenje pokusa

Ustanovljeno je da 70 % nastavnika u osnovnim $kolama, a 79,3 % u srednjim $kolama
posjeduje potreban pribor i opremu za izvodenje ovakvog i/ili slicnog pokusa.
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Slika 18. Raspolozivost svega potrebnog za izvodenje pokusa
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S. RASPRAVA

Zbog sve veceg utjecaja razlicitih toksikanata na svakodnevni zZivot ¢ovjeka, brojna su
istrazivanja provedena na slatkovodnim beskraljeznjacima, poput plosnjaka Polycelis felina
Daly (Kalafati¢ i sur. 2001), smedih (Hydra oligactis) i zelenih hidri (Hydra viridissima)
(Kovacevi¢ 1 sur. 2006, 2013) te endosimbiotskih algi izoliranih iz zelene hidre i
slobodnozvuéih algi. U ovom radu se po prvi puta istrazio u¢inak flavonona naringenina na
smede 1 zelene hidre te alga izolirane iz zelene hidre i srodne slobodnoZivuce alge tj. po prvi

puta se koristila ovakva serija simbiotskih i aposimbiotskih organizama i njihovih srodnika.

Rezultati istraZivanja su pokazali da naringenin uzrokuje morfoloske 1 citoloSko —
histoloske promjene na organizmima. Uocene su takoder i promjene u lokomociji hidri te

promjene struktura mikroalgi pri svim koncentracijama. ZapaZena je i smrtnost organizama.

Smrtnost je jedan od glavnih parametra prema kojima se moze pratiti ucinak
odredenog toksikanta (Zupan 1 Kalafati¢ 2003). Zanimljivo je da je najve¢a smrtnost uocena
pri srednjoj koristenoj koncentraciji naringenina koja je iznosila 0,25 gL ™, a ne u najvisoj
koristenoj koncentraciji (0,3 gL ™"). U smedih hidri je ve¢ drugi dan nakon pocetka pokusa
smrtnost iznosila 70 %, dok je u zelenih hidri ona bila niza, 25 %. No, tre¢i dan nakon
postavljanja eksperimenta pri toj koncentraciji u obje vrste smrtnost je iznosila 100 %. Kod
zelenih hidri nije uoCena smrtnost pri najnizoj i najvisoj koncentraciji, jedino je bila kriti¢na
srednja koncentracija (0,25 gL ™) pri kojoj je smrtnost treé¢i dan nakon tretiranja dosegla 100
%. Zelena hidra je simbiotska vrsta 1 lakSe se prilagodava nepovoljnim uvjetima u
neposrednom okoliSu, a poznato je da u eksperimentima s beskraljeznjacima nize
koncentracije nekog toksikanta mogu uzrokovati ve¢e deformacije na test — organizmima
(Pavlica 1 sur. 2000). Takoder, zelene hidre su se nespolno razmnozavale pupanjem te se
njihov broj povecao, dok smede hidre nisu pokazale znakove pupanja. Koli¢ina sluzi u zelene
hidre pri srednjoj koncentraciji je bila puno veca, nego u smede hidre. Sluz koju hidra ispusta
predstavlja obrambeni mehanizam na djelovanje toksikanta (Burnett 1973). Takoder, uoceno
je da su lovke kod zelene hidre krac¢e u odnosu na lovke smedih hidri, jer predstavljaju vrlo
njezni dio ove male Zivotinje. Budu¢i da su lovke u direktnom kontaktu s toksikantom te su
gradene od sitnih stanice epitela, toksikant u njih lako ulazi i uniStava ih pa se na lovkama
najlakse mogu uociti morfoloske promjene (Kalafati¢ i Kopjar 1994). Kod smedih hidra je
uocena redukcija broja lovki i to u 100 % hidri tijekom sva tri dana tretiranja pri srednjoj

koncentraciji. Takoder, smede hidre su pri viSim koncentracijama toksikanta bile sve manje
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podrazljive te su nakon treéeg dana pri najvisoj koncentraciji bile kontrahirane, dok su ostale
bile mrtve. Srednja koncentracija je i u ovom parametru pokazala specificnost. Ve¢ prvi dan
nakon tretiranja, tek 50 % hidri je jedva reagiralo na podrazaj, a ve¢ drugi dan taj se postotak
smanjio na 30 % hidri. Kod zelenih hidri nije bila uocena tolika smanjena podrazljivost pri
zadanim koncentracijama. Zelene hidre su bile u relaksiranijem obliku nego smede hidre.
Time mozemo zakljuciti da je naringenin viSe utjecao na smede, nego na zelene hidre,
potvrdujuéi prednosti simbiotskog organizma, ¢emu ide u prilog i ¢injenica da su smede hidre
ranije migrirale od zelenih hidri pod u€inkom istog toksikanta. Migracija prema povrSini

hidrama omogucuje izbjegavanje nepovoljnih okoliSnih uvjeta (Burnett 1973).

Takoder su uoCene promjene na svim promatranim vrstama algi. Ucinak
naringenina na algama je istrazen pomocu testa toksi¢nosti Chlorella testa. Chlorella test je
jeftina, brza i lako primjenjiva metoda za detekciju toksi¢nosti, pa se moze Siroko
primjenjivati u ekotoksikoloskim istrazivanjima (Kovacevi¢ i sur 2008) te sam mogla pratiti
posljedice izlaganja toksikantu i kvantitativno i kvalitativno ih izraziti. Najvece blijedenje je
uoceno u vrste CZ 155 sto je razumljivo jer je i u samom rastu u kulturi osjetljivija od CZ 112
1 CV 117. Blijedenje je u vrste CZ 155 u 100 % epruveta uoceno pri srednjoj i najvisoj
koncentraciji. Sve vrste algi pokazale su reakciju na toksikant blijedenjem kultura u
epruvetama, a vrsta CZ 155 je u pocetku tretiranja naringeninom bila najbrze oslabljena.
Takoder, uocCene su zeleno — bijele mjehuraste tvorbe u vrste CV 117. Moguce je da su te
mjehuraste tvorbe oblik izbacivanja toksikanta iz organizma alge. Poznato je kako hidra
posjeduje mehanizme stani¢ne detoksikacije pri cemu se toksikant izbacuje iz organizma uz
pomo¢ sluzi (Kovacevié¢ i sur. 2009b). Takoder, bilo je vidljivo da su alge ispod mjehuraste
tvorbe izrazito zelene boje. O samom sastavu te mjehuraste tvorbe moze se za sada samo
nagadati. Pretpostavljam da je saCinjena od vode i naringenina. Moguce da je sastavni dio i
agar koji bi tu tvorbu drzao kompaktnom, nabubrenom i nepomi¢nom. Bilo bi zanimljivo u
daljnjem istrazivanju analizirati ih. Takve mjehuraste tvorbe nisu uocene niti kod jedne
izolirane endosimbiotske vrste algi. Moguce da je vrsta CV 117 kao slobodnoZivuca ujedno 1
manje osjetljiva. Takoder, postoji moguénost da vrste CZ 155 1 CZ 112 posjeduju takve
mehanizme detoksikacije, no nisu bile u moguénosti iskoristiti ih zbog prevelikog oStec¢enja
stanica. Upravo zbog toga jer su aposimbiotske vrste neprilagodenije nepovoljnim uvjetima

okoliSa, moze se reci da obje vrste sticu korist stvaranjem simbiotskog odnosa s hidrom.

Najveée promjene su uocene pri srednjoj koncentraciji od 0,25 gL ™. Aposimbiotske

alge su pri toj koncentraciji pokazale vece promjene, $to ukazuje na Cinjenicu da imaju
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smanjenu mogucénost obrane od toksi¢nog naringenina. PreZzivljavanje simbionata izvan
stanice domacina otezano je jer su simbionti ve¢ predali svom domaéinu pojedine dijelove
svog genetickog materijala (Habetha i sur. 2003). Osim §to su aposimbiotske alge osjetljivije
od slobodnozivu¢ih srodnika, istrazivanja razliCitih toksikanata na simbiotskoj i
aposimbiotskoj hidri pokazala su kako i aposimbiotska hidra pokazuje nizu granicu

osjetljivosti u nepovoljnim uvjetima od endosimbiotske hidre (Karntanut i Pascoe 2002).

Iako je pri najviSoj koncentraciji toksikanta uoceno najvece blijedenje, ukazujem na
specificnost srednje koncentracije. Takoder, pri srednjoj koncentraciji u vrste CV 117 bila je
najveéa pojavnost bijelo — zelenih mjehurastih tvorbi tijekom svih dana promatranja. | sama

pojava plijesni je u toj koncentraciji bila izrazitija.

Mikroskopiranjem najveée promjene su uocene na kloroplastima u svih vrsta algi.
Moguce je da su kloroplasti izgubili svoj tekuci sadrzaj i skupili se, $to je dovelo do pojave
zelenih tocaka. Gubitak tekuéeg sadrzaja mogué je zbog intenzivne lipidne peroksidacije u
bioloskim membranama Sto dovodi do gubitka fluidnosti, opadanja vrijednosti membranskoga
potencijala, poveéanja permeabilnosti prema H3O" i drugim ionima te do moguée rupture
stanice i otpusStanja njena sadrzaja. Ove mikroskopske promjene idu u prilog tome da srednja
koncentracija toksikanta (0,25 gL ') smanjuje vijabilnost organizama. Tome u prilog govore i
podaci o uo¢enim diobama. Diobe su se uocavale kao tvorbe tri ili viSe stanica na okupu
odijeljene pregradom. Broj dioba u svim koncentracijama endosimbiotskih vrsta (CZ 112 i CZ
155) se smanjio u odnosu na kontrolu i to posebice u srednjoj koncentraciji. Kod
slobodnozivuce vrste CV 117 broj dioba je u najnizoj i najvisoj koncentraciji bio priblizno
jednak kao u kontroli, no u srednjoj koncentraciji bili su uo¢eni neuspjes$ni pokusaji diobe.
Najnepravilnije diobe uocene su kod vrste CZ 155, §to je jos jedan dokaz njihove visoke
osjetljivosti na nepovoljne uvjete okolisa. Takoder, u ove vrste je ve¢ spomenuta njihova
sposobnost formiranja cenobija i tetrada, kao i prijelaznih oblika. Pri srednjoj koncentraciji
toksikanta uocena je smanjena mogucnost formiranja pravilnih cenobija od Cetiri stanice u
ravnini. Takoder, stanice su pokazivale slabu vijabilnost i bile su zu¢kaste boje. Pri najviSoj
koncentraciji toksikanta uoceno je da u pojedinim cenobijima samo jedna stanica vijabilna, a
druga praznog lumena Sto zna¢i da je dolazilo do izrazite smrtnosti stanica. Pri toj

koncentraciji bilo je puno prijelaznih oblika i nedovrSenih formi koje su bile deformirane.
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Posto naringenin ima antioksidacijsko djelovanje vjerojatno utjece na rast stanica i ima
negativan u¢inak na organizme koji su pod njegovim djelovanjem. Mikroskopsko promatranje

potvrdilo je rezultate makroskopskih opazanja tijekom pokusa.

Pojavnost oneciséenja u obliku plijesni tijekom tretiranja neocekivana je pojava
prilikom eksperimentalnog rada u sterilnim uvjetima. Na S$to ukazuje ova neocekivana
¢injenica tek treba istraziti. Paraleleno izvodenje Chlorella testa u istom sterilnom prostoru i u
isto vrijeme i na istim organizmima, ali koriste¢i drugi flavonoid nisu doveli do onecis¢enja

pa se postavlja pitanje potice li naringenin rast plijesni.

Budu¢i da praktiénim radom ucenici uce na izvornoj stvarnosti, te lakSe razumiju 1
savladavaju gradivo, u nastavu predmeta iz podruc¢ja prirodnih znanosti nastoji se uvesti vise
prakti¢nog rada. Upravo nastava prirodnih znanosti, kako u osnovnim tako i u srednjim
Skolama obiluje sadrzajima koje je ucenicima lakSe usvojiti kroz aktivan rad. Naravno, u
kolikoj ¢e mjeri nastavnik aktivan rad uvrstiti u nastavu ovisi o vise ¢imbenika. Da bi se
ovakav pokus mogao implementirati u Skole kroz izvannastavne aktivnosti, jedan od bitnijih
¢imbenika jest opremljenost Skole. Osim toga, neophodno je vrijeme i prostor u kojem bi
nastavnici mogli izvoditi predloZeni pokus. Sve navedeno zahtijeva pojacani angazman Skole

koja nastavnicima mora osigurati uvjete za takav rad.

Rezultatima anketa koje su ispunili nastavnici osnovnih 1 srednjih Skola vecine
zupanija Republike Hrvatske, ustanovljeno je da Skole uglavnom nude izvannastavne
aktivnosti, no unato¢ tome, postoji problem nedostatka vremena i prostora. Nastavnici nemaju
na raspolaganju vrijeme u kojem bi mogli izvesti ovakav pokus kroz izvannastavne aktivnosti
ili projektnu nastavu u prostoru kojim raspolazu, ako ga imaju. Nadalje, mnogi nastavnici

nemaju na raspolaganju odgovarajuci prostor.

Analizom anketa utvrdeno je da osnovne Skole prednjace nad srednjim Skolama, te
imaju viSe vremena 1 prostora za izvedbu ovakvog pokusa. Osnovne Skole u principu sadrze
manje razrednih odjeljenja te postoji kabinetna nastava, odnosno prostor u kojem bi se
laboratorijski pribor 1 oprema mogli ¢uvati. Nazalost srednje Skole su ¢esto popunjenije, s viSe
ucenika 1 manjkom ucionica te je nastavnicima tesko posjedovati kabinet u kojem bi mogli
cuvati pribor potreban za izvedbu pokusa. Utvrdeno je da nastavnicima i u osnovnim i u
srednjim $kolama najvec¢i problem predstavlja nedostatak vremena u kojem bi se mogli
posvetiti ovakvom pokusu. Jedan od razloga je i dijeljenje prostora izmedu dvije skole pa nije

rijedak slu€aj da isti prostor dijele dvije srednje ili srednja 1 osnovna $kola, §to nastavnicima
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onemogucuje pronalazak vremena u kojem bi se mogle izvoditi izvannastavne aktivnosti ili

projekt koji ukljucuje eksperimentalan naé¢in rada.

Vecina nastavnika raspolaze priborom koji je neophodan za predlozeni pokus te Cak
oko 95 % osnovnih i srednjih Skola posjeduje mikroskop bez kojeg ovaj pokus nebi bilo
moguce izvesti, §to je u skladu s istrazivanjem na podrucju Splitsko-dalmatinske Zzupanije
(Diplomski rad, Antonio Vidovié, 2013). Skole posjeduju i stakleno posude, u nesto manjoj
mjeri nego mikroskop, ali zadovoljavaju¢eg postotka. Osim toga, nastavnici smatraju da
imaju dovoljno pribora za ovakav pokus Sto govori da opremljenost $kola ne predstavlja
prepreku. Analizom rezultata uo¢ene su razlike u opremljenosti $kola i raspolozivosti prostora
1 vremena, ovisno o zupanijama u kojima se nalaze. Naznake koje su uocene sugeriraju da bi
bilo dobro provesti istrazivanje o raspolozivosti opreme, prostora i vremena za rad u ovisnosti

o gradovima 1/ili Zupanijama u kojima se Skole nalaze.

Dobiveni rezultati te rezultati dobiveni istrazivanjem motiviranosti nastavnika za
izvodenje ovakvog pokusa u Skoli (Diplomski rad, Monika Karin, 2017), kao 1 istraZivanja
koja govore da nastavnici znaju prednosti aktivnog ucenja i prakticnog rada u Skoli, ali ih nisu
spremni primijeniti bez pomoc¢i 1 voditelja (Bognar 2011) ukazuju na potrebu za
prilagodavanjem ovog i slicnih pokusa za izvannastavne aktivnosti i nastavu biologije u

Skolama, da bi se nastavnicima pruzila bolja podrska u unaprjedivanju nastave.
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ZAKLJUCAK

Morfoloska i citoloSko — histoloska grada hidri je bila izmijenjena nakon tretiranja
naringeninom, a rezultati mikroskopskih opazanja potvrdili su makroskopska

promatranja.

Najizrazitije morfoloske promjene uocene su pri srednjoj koristenoj koncentraciji 0,25

gL ' naringenina prilikom Eega je treéi dan zabiljeZena smrtnost od 100 %, a ujedno
zelene hidre u najveéoj su mjeri pupale upravo pri srednjoj koncentraciji 0,25 gL ™
naringenina ve¢ prvi dan.

Smeda hidra bila je podloZnija u€inku naringenina od zelene hidre, potvrdujuci
prednost simbiotksog odnosa.

Sve vrste algi su pokazale inhibiciju rasta i smanjenje intenziteta zelene boje pri
povisenim koncentracijama naringenina, a najveci stupanj blijedenja ve¢ tre¢i dan
nakon tretiranja je pokazala vrsta CZ 155 i to 100 %.

Slobodnozivuca alga CV 117 pokazala je bolji rast od endosimbiotskih vrsta

CZ 1551 CZ 112, a endosimbiotska vrsta CZ 112 je bolje prilagodena nepovoljnim
uvjetima od endosimbiotske vrste CZ 155.

Vecina skola nudi izvannastavne aktivnosti, a Skole uglavnom u ve¢oj mjeri imaju
potreban pribor i uredaje

Vecina nastavnika raspolaze odgovaraju¢im prostorom, oko polovice nastavnika
raspolaze i1 potrebnim vremenom, ali ipak prostor i vrijeme predstavljaju
ogranicavajuci ¢imbenik za izvodenje prilozenog i/ili slicnih pokusa u skoli.

Ucenje uz pomo¢ ovakvog pokusa koristilo bi u¢enicima, a u vecini skola ne postoje
prepreke za njegovo izvodenje pa bi ga svakako trebalo prilagoditi za uvjete rada u

Skolama 1 pomo¢i nastavnicima u unaprjedivanju nastave.

Su
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