Miksotrofija algi

Janovié, Ana

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:148253

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

AY)
% £,
S S
é‘? % Repository / Repozitorij:
27% f’-‘; Repository of the Faculty of Science - University of
2 g Zagreb
% &
< N
O‘Pﬂ.” r‘{\t*'
0. MaTEMP

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:148253
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:4861
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:4861
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:4861

BIOLOSKI ODSJEK
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
SVEUCILISTE U ZAGREBU

MIKSOTROFIJA ALGI

MIXOTROPHY IN ALGAE

SEMINARSKI RAD

Ana Janovi¢
Preddiplomski studij Molekularne biologije

Mentor: izv.prof.dr.sc. Marija Gligora Udovi¢

Zagreb, 2018.



SADRZAJ

IR U LY 5 PSSP 3
2. PRIMJERI MIKSOTROFIJE U RAZLICITIH SKUPINA ALGI .....................ccccoeou....... 5
I OF | - Ta o o o1 =] | SRR 5
2.2. Ochrophyta, ChrySOPRYCEEE. ........ceei ittt e enes 9
2.3, HAPTOPNYTA ...ttt 12
2.4, DINOPRNYTA ...ecviititeiee bbbt b bbbt b bbb ne s 14
30 ZAKLIUGCAK ...t 16
A LITERATURA .ttt sttt h e bttt b et e et e st enbeenbenreenbeanee s 17
S.SAZETAK ... 21
6. SUMMARY ..ottt b bttt e et bttt b e 21



1. UvVOD

Alge su polifiletska skupina organizama koje spadaju u tri od pet eukariotskih
supergrupa (Adl i sur., 2015). U alge se ubrajaju i cijanobakterije, prokariotski organizmi sa
sposobnosc¢u procesa aerobne fotosinteze na tilakoidnim membranama i fiksacije dusika. Alge
nastanjuju slatkovodne i morske sustave te su pozornost istrazivaca zasluzile zahvaljujuéi
znacajnom doprinosu U proizvodnji kisika i ukupnoj biomasi koja sudjeluje u kruzenju ugljika
na Zemlji. Raznolikost vrsta se procjenjuje na 30 000 do 1 000 000 vrsta. Raznolikost oblika
algi ocituje se u veli¢ini, od jednostani¢nih mikroskopskih organizama do makroskopskih algi
velikih i nekoliko desetaka metara, potom u stani¢noj gradi i posjedovanju plastida, tipu
stani¢nih pigmenata, prisutnosti bi¢eva, na¢inu razmnozavanja, gradi stani¢ne stijenke, tipu
pri¢uvnih tvari, itd. Sve ove karakteristike sluzile su u razrjesavanju filogenetskih odnosa medu
skupinama (Tilden, 1933) do uvodenja molekularnih metoda istrazivanja filogenije algi. Velike
genetiCke 1 morfoloske razlike medu skupinama posljedica su visestrukih endosimbiotskih
dogadaja i horizontalnog transfera gena potpomognutog virusima tijekom evolucije.
Sposobnost fotosinteze — autotrofnog nacina ishrane, uz sintezu organskih spojeva iz
anorganskog ugljika glavno je obiljezje algi, kao i moguénost primanja hranjivih soli iz okolisa
(Guerrero i sur., 1981, Currie i Kalff, 1984). Za razliku od biljaka, alge ne posjeduju visoko
organizirano i specijalizirano tkivo. Razred Charophyceae koji je filogeneti¢ki srodan
kopnenim biljkama izdvaja se kao najodvedeniji medu algama (Delwiche i Cooper, 2015).

Osabitost procesa fotosinteze u usporedbi s biljkama je prisustvo specifi¢nih pigmenata
poput fikocijanina, fikoeritrina, fukoksantina, peridinina, klorofila ¢, d i e. U fotosintezi
cijanobakterija, crvenih algi i skupine Glaucophyta sudjeluju fikobilisomi kao poseban
vanmembranski proteinski kompleks zasluzan za apsorpciju i prijenos svjetlosne energije, dok
su kod eukariota prisutni pirenoidi, a kod prokariota karboksisomi, stani¢na struktura s
enzimima za aktivni transport HCO3" iona (Griffiths, 1980).

Organizmi se mogu razlikovati i po nacinu dobivanja energije za rast i razvoj.
Prokariotski organizmi energiju mogu dobivati kemoautotrofijom, kemoheterotrofijom i
fototrofijom, dok je kod algi uz fototrofiju najprisutnija miksotrofija. Miksotrofija oznacava
sposobnost prilagodbe organizma na autotrofni i heterotrofni na¢in ishrane, ovisno o okolisnim
i fizioloskim uvjetima. Autotrofni organizmi koriste energiju u obliku fotona ili kemijske
energije za fiksaciju anorganskog ugljika te im nedostaju mehanizmi unosa i razgradnje veéih
molekula. Heterotrofi, s druge strane, koriste otopljene spojeve organskog ugljika unesene iz
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stanice. Miksotrofi imaju fagotrofni i fototrofni nac¢in ishrane te se mogu grupirati na primarno
fototrofne organizme s mogucénoscu fagotrofije ili primarno fagotrofne organizme s
moguénoscu fototrofije (Stoecker, 1998). Miksotrofija je u algi rasirena unutar raznih skupina:
prokariotske cijanobakterije i Chlorophyta evolucijski razvijenih primarnom endosimbiozom,
Chrysophyta, Haptophyta i Dinophyta nastalim sekundarnom ili tercijarnom endosimbiozom.
Osim ve¢ spomenutih mehanizama miksotrofije, postoje i slucajevi pojedinih heterotrofnih
protista u obligatnoj simbiozi s fototrofnim mikroalgama (Decelle i sur., 2015) te fagotrofne
mikroalge koje zadrzavaju kloroplast probavljenog fototrofa (Schoener i McManus, 2012,
Skovgaard, 1998).



2. PRIMJERI MIKSOTROFIJE U RAZLICITIH SKUPINA ALGI

2.1. Cijanobakterije

Rezultati prvih istrazivanja mjerenja rasta u tami na cijanobakterijama, s dodatkom
glukoze, pokazali su kako mnoge vrste mogu imati autotrofni, ali i miksotrofni i heterotrofni
nacin ishrane (Pelroy i sur., 1972). Analize cjelokupnog genoma provedene na dva najrasirenija
roda cijanobakterija Synechococcus (Palenik i sur., 2003) i Prochlorococcus (Rocap i sur.,
2003) pokazale su njihov potencijal za heterotrofni nacin ishrane.

Genomska analiza na oligotrofnom soju roda Synechococcus dokazala je prisustvo
dvaju ABC transportera za ureu te jedan za fosfate. Analizom su utvrdeni i transporteri za
aminokiseline (Ala/Gly:Na simporter), oligopeptide, cijanat te enzim cijanazu, ¢ime je,
suprotno prvotnom misljenju da su cijanobakterije iskljuCivo diazotrofi, potvrdeno kako
Synechococcus moze koristiti cijanat kao izvor duSika. Nadalje, pronadeni su geni za transport
fosfonata (spojeva s C-P vezom), kao i Cetiri gena za alkalne fosfataze koje defosforiliraju
organske spojeve. Prisutni su i geni za transportere kvartarnin amonijevih spojeva. Navedeni
rezultati, zajedno s rezultatima istrazivanja unosa aminokiselina u kulturi (Chen i sur., 1991) te
unosa glukoze (Duhamel i sur., 2018) upucuju na sposobnost provodenja miksotrofne ishrane.

Genomska analiza dvaju sojeva roda Prochlorococcus, jednog prilagodenog visokoj
razini svjetlosti (VRS) te drugog niskoj razini svjetlosti (NRS), pokazala je veliku razliku u
veli¢ini genoma (1,716 gena kod VRS i 2,275 gena kod NRS). NRS soj sadrzi veci broj
transporterskih gena te ujedno i veéi broj transportera za Se¢ere od soja VRS. Takoder, NRS ne
posjeduje Klaster gena ukljuéen u transport nitrata/nitrita kao ni nitrat reduktazu, dok VRS soj
ne posjeduje nitrit reduktazu, sto se poklapa s rezultatima istrazivanja rasta razli¢itih sojeva u
kulturi (Moore i sur., 2002). Nadalje, oba soja sadrze transportere za ureu, oligopeptide i cijanat
s tim da NRS soj ne sadrzi gene za razgradnju cijanata, a VRS soj ne sadrzi transporter za
aminokiseline. Kod soja VRS prisutan je enzim sli¢an alkalnoj fosfatazi. Nijedan od sojeva ne
sadrzi sve gene potrebne za potpuno heterotrofno prezivljavanje. U odnosu na ukupni
bakterijski plankton izoliran iz uzoraka vode oligotrofnih slatkovodnih sustava, kod vrsta roda
Prochlorococcus otkrivena je vrlo visoka razina akumulacije radioaktivno obiljezene
aminokiseline metionin (Zubkov i sur., 2003). Takoder, prouc¢avane su promjene ekspresije
gena tijekom unosa radioaktivno obiljezene glukoze u stanice u koncentracijama koje
odgovaraju oligotrofnim morima u kojima vrsta prebiva (Gomez-Baena i sur., 2008). Geni s
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fosfata  (glukoza-6-fosfat  dehidrogenaza, 6-fosfoglukonat  dehidrogenaza, laktat
dehidrogenaza). Unato¢ nedostatku gena 6-fosfofruktokinaze ukljuc¢enog u pocetni korak
glikolize te nedostatku gena ukljué¢enih u Krebsov ciklus (Pearce i sur., 1969), Prochlorococcus
moze koristiti glukozu za dobivanje energije pomocu ciklusa pentoza fosfata (CPP) uz
proizvodnju  gliceraldehid-3-fosfata. Istrazivanja na rodovima Prochlorococcus i
Synechococcus pokazala su kako je unos glukoze veci u stanicama inkubiranim na svjetlu nego
kod onih u tami (Duhamel, 2018). Takoder, unos glukoze po stanici vrste roda Prochlorococcus
bio je oko dva puta vecéi nego u stanicama vrsta roda Synechococcus ¢ije su stanicu vece. Uloga
jednog od gena (melB) sa zabiljezenom ve¢om ekspresijom kasnije je proucavana kod soja
Synechococcus elongatus koji ina¢e nema sposobnost unosa glukoze (Mufioz-Marin i sur.,
2013). Yelton i sur. (2016) dokazali su kako molekula melB ima ulogu glukoznog transportera
s najvec¢om specificno$¢u za glukozu u odnosu na ostale Secere. Takoder, proucavanjem
dinamike unosa pri razli¢itim koncentracijama glukoze uocena je dvofazna priroda
transportera, gdje transporter ima drugaciji afinitet za supstrat (Ks) ovisno o koncentraciji
supstrata. Takav transporter omogucava brzi unos glukoze pri veéim i pri manjim
koncentracijama glukoze maksimizirajuc¢i unos pri razli¢itim koncentracijama glukoze u moru.
Potencijal za unos glukoze mogao bi postojati kod mnogih morskih cijanobakterija s obzirom
da su homolozi gena melB rasireni kod raznih predstavnika cijanobakterija. Kasnije analize
pokazale su da se melB nalazi u klasteru s genom za enzim koji razgraduje glikogen (Yelton i
sur., 2016).

Analizom genomskih podataka vrsta roda Prochlorococcus i Synechococcus
prikupljenih s raznih lokacija diljem svijeta pronadeni su geni za transport i razgradnju Secera,
aminokiselina i peptida kod svih uzoraka (Yelton, 2016), Sto naslucuje da je miksotrofija
globalno rasirena kod ova dva ekolo$ki vazna roda. Sojevi prilagodeni visokim razinama
svjetlosti (poput roda Prochlorococcus), kao i sojevi roda Synechococcus iz otvorenog oceana,
imaju manji broj gena za transportere. Sojevi roda Synechococcus u pravilu sadrze veéi broj
gena za transportere od sojeva roda Prochlorococcus.

Osim mogucénosti unosa i metabolicke razgradnje spojeva, u cijanobakterija koje
stvaraju mikrobne zajednice (eng. microbial mats) dokazana je i moguénost izvanstani¢ne
razgradnje (Stuart i sur., 2016). Takve se zajednice sastoje se od izvanstani¢nog matriksa
izgradenog od polimera sli¢nih celulozi i $krobu. Analizom egzoproteoma nadeni su enzimi
ukljuceni u razgradnju ugljikohidrata, nukleinskih kiselina, aminokiselina i peptida, od kojih su
mnogi identificirani kao cijanobakterijski. Istrazivanjem mikrobnih zajednica u kulturi

potvrdena je mogucnost razgradnje peptida i ugljikohidrata te ugradnje organskog ugljika.



Osim ve¢ spomenutog CPP-a i glikolize, cijanobakterije za razgradnju glukoze koriste
i Entner—Doudoroff (ED) put prisutan kod nekih prokariotskih i biljnih skupina, uz manji prinos
ATP-a (1 molekula ATP-a po molekuli glukoze). Manji energetski prinos ED puta u odnosu na
CPP nadomjesten je manjom potrebom za enzimima u odnosu na glikolizu (Flamholz i sur.,
2013). Pra¢enjem rasta stanica u autotrofnim i miksotrofnim uvjetima kod sojeva s mutacijom
na enzimima uklju¢enima u jednom od navedena tri ciklusa razgradnje glukoze utvrdena je
najveca ovisnost o ED putu u miksotrofnim, kao i autotrofnim uvjetima (Chen i sur., 2016).
Nadalje, autori navode da je prednost ED puta $to za razliku od CPP i glikolize ne koristi iste
meduprodukte kao i Calvinov ciklus, odnosno na taj na¢in ciklusi nisu u kompeticiji za
enzimske supstrate ¢ime se objaSnjava veca aktivnost ED puta u miksotrofnim uvjetima.

Rod Prochlorococcus kao najbrojnija skupina cijanobakterija dugo je smatran vrlo
vaznim primarnim proizvoda¢em u morskim ekosustavima, a s novim saznanjima o postojanju
gena za unos i razgradnju molekula, kao i pokusima u kulturi otkrivaju se nove uloge roda kao
potroSaca. Uz moguénost unosa dusi¢nih spojeva, koji su Cest limitiraju¢i Cimbenik U
oligotrofnim vodenom sustavima dokazan je i unos Secera.

Najnovije istrazivanje na rodu Prochlorococcus proucavalo je interakciju s prokariotom
roda Alteromonas koji pomaze u prezivljavanju Prochlorococcus u tami dajuc¢i mu biosintetske
supstrate ili energiju (Biller i sur., 2018). Prisutnost roda Alteromonas u kulturi povecava
brojnost stanica cijanobakterije. Cijanobakterijske stanice u kulturi bez prisutnosti stanica roda
Alteromonas u tami pokazuju veéu neusuglasenost u transkripciji, Sto znaci da razlicite stanice
imaju vrlo razli¢ite razine transkripcije. Nakon izlaganja uvjetima tame, izmjerena je veca
promjena ekspresije kod akseni¢ne kulture u odnosu na kontrolu u svjetlu. Autori
pretpostavljaju zbog manje limitiranosti nekog resursa stanica u kokulturi. Akseni¢na kultura,
u odnosu na kokulturu, pokazala je smanjenu ekspresiju za anabolicke biosintetske puteve
poput onih za sintezu aminokiselina i purina/pirimidina, dok se povec¢ala enzima katabolickih
puteva te fotosinteze (Rubisco). Takoder, akseni¢na kultura pokazuje povecanu ekspresiju
transportera za fosfate i Zeljezo. 1z ovih transkriptomskih podataka autori pretpostavljaju da
postoji neka interakcija izmedu ove dvije vrste koje podrzava prezivljavanje roda

Prochlorococcus u tami.

Kod cijanobakterije iz roda Cyanothece uocena je mogucnosti miksotrofne, ali i potpune
heterotrofne ishrane u tami (Reddy i sur., 1993). S obzirom da se radi o nekolonijalnoj vrsti sa
sposobnoscu fiksacije dusike kao i fotosintetskog stvaranja kisika provedena su istrazivanja i o

utjecaju asimilacije organskog ugljika na taj proces. Utvrdeno je da stanice U uvjetima svjetla



mogu Kkoristiti glicerol kao jedini izvor ugljika, ali ne i glukozu te piruvat te je prisutnost
glicerola povecalo rast stanica (Feng i sur., 2010). Uz dovoljnu koli¢inu nitrata, stanice su
mogle rasti potpuno heterotrofno koriste¢i glicerol, ¢ak i uz konstantno svjetlo, sto je pokazano
mjerenjem udjela radioaktivnog obiljezenog glicerola u aminokiselinama. Takoder je i
povecana sposobnost fiksacije duSika u prisutnosti glicerola, pretpostavlja se zbog manje
potroS$nje energije na fiksaciju CO2. S druge strane, piruvat iskoristavaju samo za sintezu
nekoliko aminokiselina. Prisutnost organskog ugljika nije smanjila maksimalni kvantni prinos
fotosustava 11, parametra koji procjenjuje njegovu efikasnost.

S obzirom da se radi o rodu s velikim fizioloSkim razlikama izmedu dnevnih i no¢nih
uvjeta istrazivane su razlike u transkriptomici u miksotrofnim i fotoautotrofnim stanjima.
Naime, fiksacija duSika pomocu nitrogenaze osjetljive na prisutnost kisika vremenski je
odvojena od fotosinteze, tako da se fiksacija odvija nocu, §to se ocituje u razlici u aktivnosti
10% cjelokupnog genoma (Toepel i sur., 2008). Miksotrofne Cyanothece pokazuju isto
osciliranje izmedu fiksacije dusika i fotosinteze kao i kod fotoautotrofije (Krishnakumar i sur.
2015). Uoceno je dulje trajanje respiratorne faze u usporedbi s autotrofijom ocito kao rezultat
vece dostupnosti ugljika iz glicerola. Nadalje, geni ukljuceni u fiksaciju dusika (proteini
kompleksa nitrogenaze), skladiStenje dusikovih spojeva (cijanoficin) i proizvodnju vodika kod
miksotrofa pokazuju najvecu ekspresiju oko polovice dnevnog ciklusa, dok je kod fotoautotrofa
maksimum krajem dnevnog ciklusa. Kao razlog vrhunca ekspresije gena za hidrogenazu i
NADH dehidrogenazu oko polovice dnevnog ciklusa navodi se regulacija velike proizvodnje
reduktivnih spojeva uslijed istovremene fotosinteze i metabolizma glicerola. Takoder, uoc¢eno
je dulje vrijeme ekspresije proteina karboksisomskog kompleksa. Ranija saznanja o vec¢oj stopi
diobe tijekom miksotrofije (Gaudana i sur. 2013) potvrdena su nadekspresijom fts gena
uklju¢enih u diobu. Ocekivano je utvrdena i veca ekspresija gena ukljucenih u sintezu
aminokiselina, masnih kiselina, stani¢ne stjenke purina i pirimidina - procesa ukljuc¢enih u
povecanje ukupne stani¢ne biomase kao rezultat vece koli¢ine dostupnog ugljika na kraju

rezultiraju¢i ve¢om stopom diobe.

Zanimljivo je, na kraju, da su pojedine poglavito miksotrofne vrste cijanobakterija sposobne
razgraditi odredene organske toksicne spojeve poput DDT-a, metil-naftalena,
heksaklorocikloheksana (Subashchandrabose, Ramakrishnan, Megharaj, Venkateswarlu, i
Naidu, 2013) koji predstavljaju opasnost za ekosustav. Takvo $to, pretpostavljam, zahtjeva
veliku raznovrsnost u tipovima transportera koje posjeduju. Primjerice, Oscillatoria

quadripunctulata apsorbirala je razne fenolne, sulfidne i aromatske spojeve uslijed izlijevanja



nafte i na taj nac¢in u 96 sati smanjila koncentraciju ukupne topljive soli za 40% (Joseph i Joseph,
2001).

2.2. Ochrophyta, Chrysophyceae

Prva istrazivanja miksotrofije Chrysophyceae pokazala su znacaj miksotrofije kod roda
Dynobrion koji unato¢ posjedovanju kloroplasta oko 50% ugljika dobiva bakterivorijom (Bird
i Kallf, 1986). Ispitivanja na Poterioochromonas malhamensis utvrdila su da je fagotrofija
bakterija glavni nacin ishrane ove vrste (Sanders, Porter, i Caron, 1990) gdje fotosinteza
doprinosi sa samo oko 7% ugljika kad su prisutne bakterije. Brojnost bakterija pokazana je kao
glavni parametar fagotrofije; mnogo bitniji od intenziteta svjetla te je uofeno Smanjenje
koli¢ine klorofila nakon dodavanja bakterija u kulturu. Poterioochromonas je sposoban unijeti
bakterije vrlo brzo nakon njihovog dodavanja u kulturu, dok prelazak na fototrofiju (pracen
povecanjem koncentracije klorofila) zahtjeva dulje vrijeme. Nadalje, stope rasta su mnogo vise
kod miksotrofnih nego kod autotrofnih uvjeta iz ¢ega se zakljucuje da je vrsta primarni fagotrof
koji prelazi na fototrofiju u uvjetima nedostatka bakterijskog plijena. Daljnja proucavanja
prehrambenih strategija Chrysophytae pokazala su da je Dynobrion miksotrof s obligatnom
fototrofijom, dok P. malhamensis proliferira i u tami (Rottberger, Gruber, Boenigk, i Kroth,
2013). Takoder, vrlo niska razina potrebne koli¢ine bakterija za rast roda Dynobrion mogla bi
biti zbog potrebe za faktorima rasta proizvedenim od strane bakterija (Caron i sur. 1993).

Rod Ochromonas najproucavaniji je miksotrof razreda Chrysophyceae. Pripadnici roda
Ochromonas su jednostani¢ni, s dva nejednaka bica te jednim do dva kloroplasta. Mogu
posjedovati pirenoid i stigmu. Kod roda Ochromonas vec¢a je uloga fagotrofije u ishrani te
fotosintezu koristi tek u uvjetima niske koncentracije plijena (Rothhaupt, 1996 a) sto se vidi iz
toga da stopa unosa bakterija ne ovisi o dostupnosti svjetla. Unato¢ tomu, smanjena proliferacija
moguca je 1 kod fototrofnih uvjeta uz nisku koncentraciju bakterija. Uocene su i promjene u
veli¢ini kloroplasta i broju lamela izmedu stanica inkubiranim u mraku s dostupnim plijenom
te stanica u uvjetima svjetla gdje je kloroplast manje veli¢ine te s manjim brojem lamela kod
stanica u mraku (Boraas, Estep, Johnson, i Sieburth, 1988). Mnogi autori postavili su pitanje
isplativosti i energetske cijene miksotrofije. Bazalni metabolizam roda Ochromonas je veci
nego kod obligatnih fagotrofa vidljivo iz toga $to su potrebne vise koncentracije bakterija za
postizanje maksimalne stope rasta (Rothhaupt, 1996 a). Energija potrebna za pokretanja bica
roda Ochromonas iznosi tek oko 1% ukupne potrosnje energije u stanici u fazi rasta (Fenchel,
1982).



Pracenjem koncentracije topljivin fosfata izmjereno je ispustanje fosfata kad je
dostupan plijen, odnosno njegova apsorpcija u uvjetima niske brojnosti bakterija Sto mozda
moze pozitivno utjecati na rast bakterijskog plijena. Nadalje, uspje$nost miksotrofije kao
prehrambene strategije u kompeticiji sa strogom fagotrofijom i fototrofijom proucavana je
pracenjem brojnosti roda Ochromonas u mjesovitoj kulturi (Rothhaupt 1996 b). U tamnoj
kulturi roda Ochromonas, bakterija i obligatnog fagotrofa potonji je ocekivano postizao najvec¢u
biomasu. Uz svjetlost je, pak, nakon nekog vremena Ochromonas potpuno nadmasio fagotrofa.
Druga izvedba eksperimenta uz odrzavanje konstantne koncentracije bakterija dokazala je
superiornost fagotrofa u uvjetima visoke koncentracije bakterija i niskog svjetla. U uvjetima
visoke koncentracije bakterija i jakog svjetla dvije vrste su koegzistirale, dok je u tami fagotrof
potpuno prevladao. Medutim, ukupna postignuta biomasa fagotrofa u tami niza je od biomase
roda Ochromonas u miksotrofnim uvjetima zbog moguénosti miksotrofa da iskoristiti dodatnu
energiju iz svjetlosti. Ochromonas u kulturi sa strogim fototrofom i bakterijama ne djeluje
pozitivno na rast fototrofa — jeduéi bakterije kao konkurenciju za hranjive soli, vjerojatno jer i
on sam konzumira dio hranjivih soli. Svi ovi podaci sugeriraju da u sustavima s vrstama s
razli¢itim prehrambenim strategijama ulogu igraju mnogobrojni parametri od jakosti svjetla,
koncentracije plijena (u ovom slucaju bakterija) i hranjivih soli te svakako razina ovisnosti o
pojedinom nacinu ishrane.

Sljedeci predmet interesa kod roda Ochromonas bila je razlika u lipidnom sastavu
ovisno o nacinu ishrane (Boéchat, Weithoff, Kriger, Gicker, i Adrian, 2007). Miksotrofi i
heterotrofi pokazuju nizi udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (VNMK) nego autotrofi.
VNMK imaju uloge u rastu i propusnosti membrane. Kao razlog manjeg udjela VNMK navodi
se veci energetski trosak proizvodnje u obliku vise molekula ATP-a i potrebnih enzima za
formiranje dvostruke uglji¢ne veze. Miksotrofi sadrze i veci udio zasi¢enih masnih kiselina.
Heterotrofi ne sadrze VNMK duze od 18 C atoma i imaju nizi ukupni sadrzaj masnih kiselina.
Pojedine w3 masne kiseline bile su zastupljenije kod miksotrofa, dok je sastav sterola druk¢iji
nego kod autotrofa i heterotrofa, mozda kao posljedica energetskog troska posjedovanja dva
seta za dobivanje energije.

Nadalje, potvrda glavne uloge fagotrofije kod ovog roda dobivena je pracenjem
inkorporacije radioaktivno obiljezenog dusika i ugljika u anorganskom ali i u organskom obliku
(unutar mrtvih bakterija) gdje je preko 90% ugljika dobiveno fagotrofijom (Terrado i sur. 2017).
Razlog moze biti, izmedu ostalog, i nedostatak kompleksa za koncentraciju ugljika (Diaz i
Maberly, 2009).
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Fotofizioloska proucavanja fotosinteze i prisutnosti fotosintetskih proteina pokusala su
utvrditi provodi li O. danica fotoheterotrofni nacin ishrane (Wilken, Schuurmans, i Matthijs,
2014), zabiljezen kod nekih cijanobakterija (Feng i sur. 2010). Naime, proizvodnja
fotosintetske masinerije zahtjeva oko 50% ukupne dostupne energije i hranjivih soli u
fotoautotrofima (Falkowski i Raven, 2007). Pretpostavka je da linearni transport elektrona nije
potreban za stvaranje NADPH u prisustvu dovoljne koli¢ine organskog ugljika te da
fotokemijska energija tada odlazi na stvaranje ATP-a u ciklickom transportu elektrona oko
fotosustava | (PS I). Pomoc¢u 77K fluorescencije utvrdeno je da antenski kompleks i reakcijski
kompleks nisu u neposrednoj interakciji kod miksotrofa, za razliku od autotrofa. U skladu s
pretpostavkom, ve¢i je udio PS | nad PS Il kod miksotrofa te je takoder posebice smanjena
koli¢ina Rubisco enzima kod miksotrofa §to mozda upucuje na fotoheterotrofiju.

Iscrpno istrazivanje transkriptomske razlike medu tri prehrambene strategije roda
Ochromonas bila su fokusirana na identifikaciju diferencijalno eksprimiranih gena ovisno o
dostupnosti svjetla i/ili mrtvih bakterija (Lie i sur. 2017). Cak 42% cijelog genoma ostalo je
neidentificirano. Usporedujuci diferencijalnu ekspresiju izmedu svjetlosnih i tamnih uvjeta, oba
uz prisustvo bakterija utvrdena je razlika ekspresije 8% svih gena. S druge strane, razlika
ekspresije izmedu fototrofno i miksotrofno uzgajanih kultura vidljiva je kod dak 59% gena. Cak
16 od 26 fotosintetskih gena bilo je nadeksprimirano kod miksotrofa u odnosu na heterotrofe
koji su imali nadeksprimiran jedino gen za feredoksin. Razlika je uo¢ena u genima za sintezu
klorofila i antenske komplekse sto ocito rezultira uo¢enom smanjenom koli¢inom klorofila kod
heterotrofa. Usporedba fototrofije i miksotrofije pokazala je razliku u ekspresiji 7 gena za svaki
nacin ishrane. Iznenadujuca je povecana razina ekspresije nekih fagotrofnih gena (za lizozim i
glikozid hidrolazu) kod autotrofa u usporedbi s miksotrofom, mozda kao rezultat recikliranja
unutarstaniénih resursa zbog autofagije. Nadalje, ofekivano je uocena veca ekspresija
glikolitickih gena (fosfokinaza, glukokinaza) u prisustvu bakterijskog plijena. Nadena je i veca
ekspresija enzima za proizvodnju oksogluterata unutar Krebsovog ciklusa, vjerojatno zbog
njegove uloge kao transportera dusika unesenog fagotrofijom. Takoder, enzim glutamat
dehidrogenaza koji stvara amonijak je nadeksprimiran u prisustvu bakterija, ¢ime se visak
amonijaka izbacuje van. Suprotno tome, transporter aminometiltransferaza pokazuje vecéu
ekspresiju u odsustvu plijena kada alga mora unositi anorganski dusik iz okoline te je i to gen
s najvecom razlikom u ekspresiji izmedu fototrofnih i miksotrofnih uvjeta. Identificiran je i gen
za protein slican aureokromu (transkripcijski faktor s receptorom za plavu svjetlost) Cija je

ekspresija mnogo niza kod miksotrofa u odnosu na ostala dva tipa ishrane.
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Starija istrazivanja stope rasta i koncentracije klorofila, kao i novija koja pokazuju
relativno malu razliku ekspresije gena izmedu svjetlosnih i tamnih uvjeta, pokazuju da je
fagotrofija primarni naéin ishrane ove alge, dok je autotrofija nain prezivljavanja tijekom

duzih perioda gladovanja.

2.3. Haptophyta

Vrsta Prymnesium parvum poznata je zbog stvaranja toksi¢nih cvjetanja mora
(Moestrup, 1994). Toksin primnezin koji proizvode smrtonosan je za velik broj organizama
(Tillmann, 2003). Toksi¢nost vrste ovisi o stani¢nom statusu hranjivih soli (Legrand, 2001). U
nedostatku fosfata ili dusika vrsta po¢inje pokazivati vecu toksi¢nost i fagotrofiju. (Johansson
i Granéli, 1999). Vrsta moze zivjeti u fototrofnim uvjetima uz asimilaciju anorganskih spojeva
(Baker 2007), ali i apsorbirati otopljeni organski ugljik (Tillman, 2003). Veca koli¢ina dusika i
fosfora, ali ne i ugljika kod heterotrofno uzgajanih vrsta idu u prilog tvrdnji da rod Prymnesium
koristi fotosintezu za rast i sintezu tvari, dok fagotrofiju koristi u uvjetima manjka hranjivih
soli.

Za razliku od vrste Prymnesium parvum koja koristi miksotrofiju za rast, druga vrsta
Isochrysis galbana provodi fagotrofiju samo u uvjetima nedostatka vitamina i hranidbenih soli
te joj miksotrofna ishrana ne sluzi za rast nego samo za prezivljavanje (Anderson, Charvet, i
Hansen, 2018).

Takoder, proucavane su razlike u ekspresiji kod vrste P. parvum u ovisnosti o
prisutnosti, ali i vrsti plijena koju ima na raspolaganju — bakterije ili cilijate (Liu, 2015). Genom
sadrzi preko 43,000 gena. Ponovo su nadene vece ekspresije gena u tretmanima s plijenom za
enzime oksidacije masnih kiselina, kao i enzime Krebsovog i glioksilatnog ciklusa gdje se jedan
dio Acetil-CoA katabolicki koristi za dobivanje ATP-a, a drugi za anabolicki proces dobivanja
sukcinata. Nadalje, kultura s cilijatima pokazuje mnogo vecu ekspresiju gena glioksilatnog
ciklusa, PEP karboksikinaze i malat sintaze te izocitrat lijaze, nego bakterijska kultura iz ¢ega
se zakljucuje da cilijati jace aktiviraju sintezu masnih kiselina. Dobivene su mnogo nize razine
gena za transportere za unos amonijaka te enzime glutamin sintazu i glutamat oksoketoglutarat
aminotransferazu koja stvara glutamat iz ketoglutarata. 1z toga se vidi da alga u prisustvu
plijena, poglavito cilijata, ima aktivniji katabolizam aminokiselina. Tretman bakterijama je
uzrokovao manju ekspresiju enzima za unos zeljeza. Geni za proteine ukljucene u fotosintezu

poput PS 1, PS I, klorofil-vezujuéih proteina, feredoksina, uglji¢ne anhidraze su svi imali vecu
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ekspresiju, Sto je mozda rezultat ,,viSka* energije koju nije potrebno trositi za unos dusika 1

zeljeza kad je dostupan plijen.
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Fatty acid »
P L > Acely-CoA  Malate —» — 3 —> Iscitrate 53
— TGl fat 7/
-\L S s VY A Succinate —3 OAA % pyruvate
Fatty acid 5 o \| A
oxidation £= o) koS 1
Glycolysis/Gluconeogenesis P;K
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Slika 1 — Razli¢ite transkripcije glavnih metaboli¢kih proteina u stanici Prymnesium parvum kod tri razlicita
uvjeta uzgajanja (bez plijena, s bakterijama i s cilijatima). Preuzeto iz Liu i sur. 2017.
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2.4. Dinophyta

......

fototrofi za koje je dokazana fagotrofija ili su uocene hranidbene vakuole. Pojedine vrste, koje
sadrze 1 kloroplast su ujedno i paraziti riba i Copepoda (Stoecker, 1998). Stoecker (2017) je
podijelio Dinophyta sa simbiontima na temelju vrste simbioze, tako da postoje vrste s
ektosimbiontima — cijanobakterijama smjestenim u podrucju cinguluma (Craveiro, Calado,
Daugbjerg, Hansen, i Moestrup, 2011) te vrste s endosimbiontima, kao Sto je Noctiluca
scintillans koja je domacin stotina stanica Protoeuglena noctilucae. Na taj nacin N. scintillans
moze fiksirati ugljik fotosintezom sto se vidi iz viSe stope rasta stanica s endosimbiontima
(Hansen, Miranda, i Azanza, 2004), ali i istovremeno zadrzava sposobnost fagotrofije (Saito,
Furuya, i Lirdwitayaprasit, 2006). Oc¢ekivano postoje i razlike u kompatibilnosti domacina i
simbionta koja se o€ituju u razliitim stopama rasta stanice i vremenu prezivljavanja
endosimbionta unutar stanica. Cak i unutar vrste N. scintillans postoje razlike u moguénostima
zadrzavanje endosimbionta kroz duze razdoblje. Kod nekih sojeva, u uvjetima niske
koncentracije hranjivih soli, endosimbiont ¢e biti probavljen u stanici N. scintillans nakon
nekoliko dana (Hansen, 2004). Vrsta N. scintillans je odgovorna za stvaranje cvjetanja u
Arapskom moru te se pretpostavlja da upravo sposobnost endosimbioze omogucava algi
izrazito brzo Sirenje $to je praceno povecanjem koncentracije klorofila kroz vrijeme (Madhu,
Jyothibabu, Maheswaran, Jayaraj, i Achuthankutty, 2012).

Proucavanjem vrste Dinophysis caudata ustanovljeno je da se radi o obligatnom
miksotrofu kojeg nije bilo moguée uzgojiti u kulturi bez svijetlosti i dodavanja cilijata te je
dokazano da cilijatni plastidi (takoder uneseni kleptoplastijom) nemaju moguénost dijeljenja
unutar stanice (Minnhagen i sur. 2011). Kod vrste Dinophysis acumulata je, s druge strane,
utvrdeno da sadrzi trajne plastide. Naime, temeljem broja membrana plastida, ultrastrukture
pirenoida i tilakoidnih membrana prouc¢avanih elektronskom mikrosokopijom nadena je velika
razlika u odnosu na organizam kojim se hrani cilijat (Garcia-Cuetos, Moestrup, Hansen, i
Daugbjerg, 2010). Kod iste vrste utvrdeno je i postojanje proteina kodiranih jezgrinim
genomom koji sluze u stabilizaciji fotosistema i transportu metabolita koji mogu produziti
postojanje plastida zaStitom od stresa. Za te gene utvrdeno je da su steeni horizontalnim
transferom gena (Wisecaver i Hackett, 2010).

Analizom plastidnih sekvenci velike podjedinica Rubisca kod vise stanica vrste Dinophysis
mitra nadena je prisutnost plastida viSe razli¢itih vrsta algi (haptofita, prazinofita, i drugih),

konkretno preko 100 razli¢itih plastidnih sekvenci unutar 14 stanica (Nishitani i sur. 2014).
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Time su pokazali da D. mitra moze fagocitirati razne skupine cilijata i da podrzava simbiozu s

plastidima razli¢itih vrsta algi.

Slika 2 — Endosimbiont Protoeuglena noctilucae unutar stanice Noctiluca scintillans. Preuzeto iz
Stoecker,2018.
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3. ZAKLJUCAK

Ovim radom prezentirana je po skupinama velika raznolikost algi u oblicima
miksotrofije koju provode. Ponekad ¢ak i srodne vrste imaju vrlo razli¢ite na¢ine ishrane.
Predstavljene su razlike medu tipovima ishrane na razini transkripcije gena, poglavito za puteve
razgradnje 1 sinteze Secera, aminokiselina 1 lipida te je takoder uocen druk¢iji sastav membrana
I razina pigmenata. Nadalje su izrazene razlike i u ekspresiji gena ukljucenih u transport tvari
u stanicu kao i fotosintetskih proteina. O¢ito je da miksotrofija zahtjeva veliku metabolicku
plasti¢nost stanica, a time i genetsku raznovrsnost za odvijanje raznih procesa.

Takoder, spomenute su i1 najceS¢e metode kojim su se znanstvenici sluzili u
istrazivanjima ovog fenomena poput pracenja stope rasta stanica, koncentracije fotosintetskih
pigmenata i ugradnje radioaktivnih elemenata - kod starijih radova. Noviji radovi temeljeni su
viSe na sekvenciranju i reverznoj transkripciji kako bi se utvrdila razlika medu prehrambenim
uvjetima na razini aktivnih enzimskih puteva.

Za dobivanje Sire slike o raSirenosti i nacinima miksotrofije svakako bi trebalo
sekvencirati veéi broj algi, ali i identificirati uloge velikog broja neanotiranih sekvenci, mozda
za neke nove skupine receptora ili transkripcijskih faktora. Velik broj vrsta nije moguce uzgajati
u kulturi te bi stoga trebalo razviti nove metode. Rasvjetljavanje uloge miksotrofije kod algi
moze pomoci pri konstrukciji to¢nijih modela hranidbenih mreza i ciklusa kruZenja elemenata
Sto, na kraju, ima primjenu pri prouc¢avanju i klimatskih promjena. Takoder, mnoge industrijske
vazne vrste algi su miksotrofi, tako da bi nova saznanja mogla dovesti do povecanja efikasnosti
proizvodnje spojeva od interesa.

Bilo bi interesantno saznati koje su molekularni razlozi za interakcije tocno odredenih
vrsta algi kad su u pitanju razli¢iti oblici simbioze. Takoder, postoje li posebni transkripcijski
faktori koji aktiviraju ili utisavaju velik broj gena u stanjima gladovanja ili obilja te postoje li

receptori, i koji su to¢ni signalni putevi koji daju informaciju o dostupnosti neke hranjive soli.
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5. SAZETAK

Alge su genetski i fizioloski raznolika skupina s vrlo razli¢itim prehrambenim strategijama.
Povijesna podjela na autotrofe i heterotrofe ne moze se primijeniti na veliki broj vrsta te je
mogucnost miksotrofije kao na¢ina ishrane dugo bila zanemarivana. Miksotrofija predstavlja
kombinaciju autotrofnog (najcesc¢e fotosintetskog) i heterotrofnog nacina ishrane. Ovisno o
nac¢inu dobivanja ugljika, ali i ostalih bitnih minerala poput dusika, fosfora i zeljeza te vitamina,
u zivom je svijetu prisutan Citav spektar razli¢itih na¢ina ishrane koji uklju¢uje i miksotrofiju.
Tako je moguce razlikovati: 1) primarno fototrofne vrste sposobne za heterotrofan nacin
ishrane, 2) primarno fagotrofne vrste, 3) obligatne miksotrofne vrste te mnoge slucajeve koji
predstavljaju kombinaciju ta tri navedena. Miksotrofija je prisutna kod mnogobrojnih vrsta
cijanobakterija, Chrysophyta, Haptophyta, Dinophyta i Chlorophyta. Neke od miksotrofnih
vrsta vazne su jer uzrokuju pojavu cvjetanja mora ili su zbog svoje brojnosti i/ili biomase bitan
¢imbenik u globalnom kruzenju ugljika i ostalih elemenata. U radu su prezentirane skupine algi

s razli¢itim oblicima miksotrofije, kao i metode koristene u izu¢avanju ovog fenomena.

6. SUMMARY

Algae are genetically and physiologically heterogenous group with different nutritional
strategies. Historical division on autotrophic and heterotrophic organisms can not be applied to
a huge number of species, while the contribution of mixotrophy often went unrecognised.
Mixotrophy entails the ability to conduct both autotrophic (mostly photosynthetic) and
heterotrophic lifestyle. A wide nutritional spectrum exists considering the accumulation of
carbon, but also of other important minerals such as nitrogen, phosphorus, iron and vitamins.
Specifically, organisms can be divided into: 1) primary phototrophs with additional
heterotrophic ability, 2) primary phagotrophs. and 3) obligate mixotrophs demanding both light
and prey, with many other cases in-between the three aforementioned. Mixotrophy exists
among numerous species of cyanobacteria, Chrysophyta, Haptophyta, Dinophyta and
Chlorophyta. Some of these species are important because of their role in forming toxic algal
blooms, while others have a significant contribution in the global cycling of carbon and other
elements. This review presents various groups of algae with different levels of mixotrophy, as

well as methods used for studying this phenomenon.
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