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1. UVOD

Zooksantele su jednostani¢ne Zuto-smede (gr¢. 'xanthos’ = smede-Zuto) alge koje Zive u
simbiozi s mnogim morskim Zivotinjama, od protozoa (foraminifera i radiolarija) do mnogih
beskraljeznjaka poput spuzvi, Zarnjaka, mekuSaca te virnjaka. Ove alge pripadaju razredu
Dinoflagellata i rodu Symbiodinium te su najznaCajnije u simbiozi s koraljima u kojima su
glavna baza rasta i odrZavanja koraljnih grebena te ih upravo one i ograni¢avaju na rast u fotickoj

zoni. U koraljnim tkivima je moguca pojava €ak preko 1.000.000 jedinki zooksantela po 1 cm2.

Njemacki znanstvenik Brandt, 1883. godine, prvi je put upotrijebio naziv zooksantela pri
opisivanju zlatnih stanica’ unutar radiolarija, nekih hidrozoa te moruzgvi. Tada je prvi put
zabiljezeno da su ove zuto-smede ,,inkluzije** zapravo samostalni organizmi koji zive u drugom
organizmu domacinu. Prvi sluzbeni opis vrste datira iz 1962. godine kada je Hugo Freudenthal

prvi puta uspjesno izolirao jedinke zooksantela iz vrste Cassiopeia xamachana Bigelow, 1892.



2. SISTEMATIKA, MORFOLOGIJA | ZIVOTNI CIKLUS

Zooksantele pripadaju carstvu Protozoa tj, koljenu Myzozoa i razredu Dinophyceae (Tab.
1). To su pojedinacne stanice sfericne do blago elipsoidne forme promjera 5 do 15 pum te dva
bi¢a — transverzalni i longitudinalni koje gube ukoliko nadu domacina. Tada se kaZe da su u
kokoidnom stadiju (SI. 1). PovrSina stanice je glatka, bez pora i nastavaka, a celulozna stjenka je
tanka i neelasticna (Freudenthal, 1962). Zooksantale su zelenkaste do smeckaste boje zbog
pigmenata koje sadrzi — Klorofil a i c, P-karoten, peridinin, neoperidinin, dinoksantin,

neodinoxantin, diadinoksantin (Jeffrey i Haxo, 1968).

Tablica 1. Sistematika roda Symbiodinium

Domena: Eukaryota
Carstvo: Protozoa
Podcarstvo: Biciliata
Alveloata
Koljeno: Myzozoa
Razred: Dinophyceae
Red: Suessiales
Porodica: Symbiodiniaceae
Rod: Symbiodinium

(www.onlinelibrary.wiley.com)
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Slika 1. Symbiodinium spp. (a) u simbiozi i (b) kao slobodan oblik.

U koraljima, zooksantele se nalaze po cijelom tijelu zZivotinje unutar stanica gastroderme
(endoderme) i okruzene su membranom vakuole domacina (Sl. 2). Transmisija endosimbionata u

domacina se odvija ili probavljanjem kroz gastrovaskularnu Supljinu ili jajima odnosno

licinkama (planulama).

e Elicdermalne [epidermaine] stanice bez

sinbion &8

Tan ka mezogiea baz simbionata

Zooksantede unutar gastordarmalnih (en dodermalnih) stanica

Slika 2. Poprecni presjek tkiva Zarnjaka sa endosimbiotskim zooksantelama pod svjetlosnim (lijevo) i
fluorescencijskim (desno) mikroskopom.

Zooksantele se najceS¢e razmnozavaju nespolno, diobom. Zdrave stanice se dijele na
dvije identiCne stanice kceri stvaranjem ekvatorijalne zone nakon podjele jezgre. Tada zona
puca, stanice se odvajaju jedna od druge i zaokruzuju (SI. 3 B). Ponekad, stanica stvara cistu —

unutraSnjost stanice ostaje ista, a stanicna stjenka se zadebljuje (SI. 3 C). Iz ciste mogu nastati tri



oblika stanica: i) zoospore ili aplanospore (SI. 3 D, E, F), ii) dvije autospore nastale mitozom (SI.
3 G) iii) gamete (SI. 3. H, 1) (Freudenthal, 1962).

SoamBrdianm SEN. MGy ann 3 s racariglicum ST, Mow A FDOTANTHELLA a7

Slika 3. Zivotni ciklus Symbiodinium microadriaticum sp. nov.
A) vegetativna stanica, B) vegetativna stanica koja prolazi kroz diobu te nastaju dvije vegetativne stanice
kéeri, C) vegetativna cista sa zadebljanom stjenkom, D) zreli sporangij, E) slobodni stadij, F)

aplanospora, G) cista s dvije autospore, H) cista s izogametama, 1) izogamete
(Freudenthal, 1962).



3. MUTUALIZAM: DA ILI NE?

Koralje mozemo dijeliti na simbiotske, aposimbiotske i nesimbiotske. Oni u simbiozi sa
zooksantelama su Cesto i hermatipicni tj. grade koraljne grebene. Aposimbiotski koralji trenutno

nisu u simbiozi iako je to moguce, dok su nesimbiotski takoder i ahermatipicni.
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Slika 4. a) Diploria labyrinthiformis — hermatipi¢ni simbiotski koralj, b) Seriatopora hystrix —
hermatipi¢ni aposimbiotski koralj, ¢) Tubastrea sp. — ahermatipicni nesimbiotski koralj

(www.conservationmaven.com, www.tidalgardens.com)

Zooksantele su miksotrofni organizmi. Veéinom su fotoautotrofi, ali neke vrste takoder
mogu uzimati hranu probavljanjem drugih organizama. Stvaraju energiju redukcijom organskih
spojeva poput glukoze, koja je produkt fotosinteze, glicerola i aminokiselina te mogu zadovoljiti
Cak do 90% energetskih potreba koralja. Kameni ili hermatipi¢ni koralji ovise o zooksantelama,
jer osim $to im daju hranjive tvari, pomazu im i u formiranju koraljnog skeleta tj. u izluCivanju
kalcijevog karbonata Cak i do 10 kg po m2 na godinu. (www.thesea.org)

Postoje dvije teorije o tome je li simbioza izmedu zooksantela i koralja mutualisticka ili
ipak koralj viSe uzima od zooksantela nego $to im daje. Radi se o0 hipotezi nakupljanja dusika te

0 hipotezi spremanja dusSika.



Kada koralju ili nekom drugom organizmu nedostaju simbiotske zooksantele, dolazi do
nakupljanja duSika u njihovom tkivu. To se najCeSCe interpretira kao dokaz za hipotezu
recikliranja duSika, jer bi alga asimilirala otpadni amonijak Zivotinje domacina te joj ga vratila
nazad u obliku aminokiselina. Jedino $to ne postoje kvantitativnho pouzdane procjene protoka
amonijaka od katabolizma Zivotinje do simbiotske alge ili translokacije organskih i dusi¢nih tvari

od alge prema Zivotinji (Wang i Douglas, 1998).

Druga, odnosno hipoteza konzervacije (spremanja) duSika govori da zooksantele predaju
Zivotinji domacinu ugljikom bogate tvari koje onda preferentno koriste za svoj metabolizam te si
tako reduciraju potrebu za kataboliziranjem aminokiselina i automatski smanjuju koliCinu
amonijaka kojeg bi inate morale otpustiti. Proliferacija rasta algi i naglo povecanje veliCine
populacije nakon oplemenjivanja medija amonijakom je dokaz ove hipoteze. Takoder,
dostupnost amonijaka algama je ograniCen aktivno$¢u glutamin sintetaze (enzima koji asimilira

amonijak) iz tkiva Zivotinje (Wang i Douglas, 1998).

3. 1. REGULACIJA | KONTROLA ZOOKSANTELA

Pod normalnim uvjetima, u 1 cm? se uvijek nalazi oko 10° zooksantela. Nakon
izbjeljivanja, koraljima je potrebno oko Cetiri do pet mjeseci da se vrati u prijasnje zdravo stanje.

Kako se to dogada i $to drZi brojku 10° stalnom?

Izbjeljeni koralji oporavljaju svoju populaciju simbiotskih algi diobom preostalih
zooksantela u tkivu. Gustoca algi je odredena slobodnim prostorom te veliCinom zooksantela
(Jones i Yellowless, 1997). Ukoliko se zooksantele nalaze pregusto u tkivu domacina, on

izbacuje zooksantele van ili ih probavlja.



4. EFEKT 1ZBJELJIVANJA KORALJA

Izbjeljivanje koralja je posljedica gubitka zooksantela iz tkiva i/ili gubitka pigmenta iz
zooksantela te zivotinja postaje bijela zbog boje skeleta iako nikada ne budu izbaCene sve
zooksantele nego oko 70 — 90% njihovog broja (SI. 5). Najcesce se dogada kao odgovor na stres
bilo domacina ili alge, a uzrokovan je ili povisenom temperaturom mora i /ili intenziteta svjetla.
Takoder se moze manifestirati usred naglog snizenja temperature, dugotrajne tame,

sedimentacije, izgladnjivanja te u prisutnosti teSkih metala ili patogena (Perez i sur., 2001).

Slika 5. Izbijeljena Acropora sp.

Kod koralja koji su u uvjetima prejakog intenziteta svjetla, dolazi do oSte¢enja u
fotosistemu 1, dok se pri previsokim temperaturama naruSava i prekida Calvinov ciklus. U
doticaju s virusom Vibrio sp. takoder se oStecuje fotosistem, a moguce su i programirane smrti
stanica te lize stanica. Kod fotosinteze, uslijed izbjeljivanja, dolazi do nakupljanja kisika zbog
temperaturnog stresa koji utjeCe na rubisco te se zatvara Calvinov ciklus. (Jones i sur., 1998) No

9



to je moguce zaobicCi fotoinhibicijskim modelom (SI. 6). UV svjetlo direktno oSteCuje proteine
fotosistema 11 i lanac elektrona puca ali kako svjetlost i dalje podraZzuje fotosistem I, voda se i

dalje cijepa i nastaje kisik O, (Hoegh-Guldberg, 1999).
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Slika 6. Fotoinhibicijski model izbjeljivanja koralja na tilakoidnoj membrani kloroplasta zooksantela.
(A) Pod normalnim uvjetima, dva fotosistema (PSI i PSII) dodaju svjetlosnu energiju u reakcije tame gdje
rubisco fiksira CO,. Koli€ina svjetlosne energije je regulirana interkonverzijom dvaju pigmenata
diatoaksantinom i diadinoksantinom. Enzimski sustavi SOD (superoksid dismutaza) i APO (askorbat
peroksidaza) povlace sve otpustene molekule kisika (O,). (B) Temperaturni stres prekida protok energije
prema reakcijama tame. Dolazi do porasta svjetlosne energije koja se predaje kisiku umjesto reakcijama
tame stvarajuéi molekule kisika koje pocinju denaturirati proteine koji Cine fotosintetske komponente
zooksantela(Hoegh-Guldberg, 1999.)

Ukoliko ne dode do normaliziranja uvjeta tj. snizenja temperature i intenziteta svjetla,
koralj umire za dva do tri tjedna. U suprotnom, koralj se moze djelomi¢no oporaviti u roku od
jednog do dva mjeseca (Jokiel, 1990). Nakon oporavka od izbjeljivanja, koralj moZe imati
poteSko¢e s mrijeStenjem i plodnosti te je takoder Cesto smanjena kalcifikacija i rast.
Izbjeljivanje nije ograni€eno samo na koralje vec je zabiljezeno i kod drugih vrsta koje ulaze u

simbiozu s rodom Symbiodinium kao npr. kod nekih spuzvi i $koljkasa.

ABH je Hipoteza adaptivnog izbjeljivanja koja govori da kada se okolisni uvijeti
promijene, gubitak jedne ili viSe vrsta zooksantela brzo slijedi stvaranje novog simbiontskog
udruZenja s drugom vrstom zooksantela koja je prikladnija novim uvjetima u kojima se koralj

nalazi (Buddemeier i Fautin, 1993). Ponudeni dokazi za tu hipotezu su geneticki razliCiti sojevi

10



zooksantela koji razli¢ito odgovaraju na visoke temperature i izbijeljene odrasle jedinke koje

mogu uzeti simbiontske zooksantele iz stupca vode. (Fitt i Warner, 1995; Kinzie i sur., 2001.)

Godine 2000. GCRMN (Global Coral Reef Monitoring Network) je izvijestio da je
unisteno 27% svjetskih koraljnih grebena. Glavni uzrok tome je zagrijavanje mora zbog El Nifia
1997-98. kada je nestalo 16% koraljnih grebena u devet mjeseci, a ostalih 11% je uniSteno
prekomjernom sedimentacijom i prekomjernim dotokom nutrijenata te izlovljavanjem i

miniranjem stijena i pijeska. (Glynn, 1993; Brown, 1997)

11



5. FILOGENIJA

Napretkom molekularnih metoda poput DNA fingerprinta omogucena je determinacija
mnogih organizama do razine vrste i podvrste. Do sada je odredeno i opisano devet klada
zooksantela. Pojam klada je prvi uveo britanski biolog Julian Huxley i definirao ga kao grupu
zivotinja koja ima zajedniCkog pretka tj. jednu kompletnu granu u kladogramu
(en.wikipedia.org). (SI. 7) U zooksantela, postoje klade A, B, C, D, E, F, G i H i svake klade se
sastoji od podklada koji se oznaCava brojem i, ukoliko postoji daljnja podjela, joS jednim malim

tiskanim slovom, npr. Cla.

Clade C

Clade H
Clade B

Clade F
Clade D

Clade G
Clade E

Clade A

Slika 7. Filogenetski odnosi izmedu glavnih klada roda Symbiodinium.

Pozicioniranje klada B, C, F i H varira ovisno o metodi i izboru markera prilikom izrade kladograma. Sve
prikazane klade, osim E i H, su pronadene u kamenih koralja u kojima su klade A, B, C i D dominantni
simbionti. U Karipskom moru prevladava klada B, dok su klade A i C dominantni u Crvenom moru i
Pacifiku. Klada E nije pronadena u hermatipi¢nim koraljima, ve¢ samo u vlasuljama dok su klade F, G i
H naj¢eSe u foraminifera. (Coffroth i Santos, 2005). Kladi A pripada vrsta Symbiodinium
microadriaticum, zasada jedina vrsta zooksantela pronadena u Jadranskom moru, i Zivi u simbiozi s
vrstama kamenih koralja Cladocora caespitosa, Balanophyllia europea i Madacis pharensis, te s

nekoliko moruzgvi i gorgonija.

12



UnatoC razvoju molekularnih metoda postoje nesigurnosti u filogeniji zbog specijecije.
Ne moZe se sa sigurnoscu tvrditi koji genetiCki marker odreduje da li se neka klada izdiZze na
razinu nove vrste ili ne. Kako bi izbjegli te nedoumice, dogovorena su pravila o kladama prema
njihovim karakteristikama. Atlantski i karipski koralji najceSce sadrze razne klade B uz klade A i
C dok se u pacifickim koraljima najCeSce nalaze zooksantele klada C. (SI. 8) Smatra se da je
opstanak atlantskih koralja u glacijaciji sjeverne hemisfere uzrokovano adaptacijom
kodominantnih klada zooksantela, dok su pacificki koralji uglavnom bili pod tropskim uvjetima

tijekom tog razdoblja te je to razlog dominacije klada C u Pacifiku (Riddle, 2006).
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Slika 8. Klade A i B su specijalisti za visoku razinu svjetlosti te se nalaze na najizloZenijim dijelovima
koralja dok je klada C specijalist za nisku razinu svjetlosnog zracenja zbog Cega se zooksantele tog klada
nalaze u dubljim i zasjenjenijim dijelovima koralja. Kada se pozicija koralja promijeni za 90°, dolazi do
prostorne reorganizacije zooksantela. Nakon Sest mjeseci, klade A i B su se premjestili na vrine dijelove
koralja. Na taj naCin se koralj zaStiCuje i postaje tolerantniji na jak stupanj zraCenja i poviSenje
temperature mora.

(Rowan i sur., 1997)
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Zooksantele imaju karakteristike specificne za klade u kojem se nalaze. Dva vazna
svojstva su proizvodnja ksantofila i mikosporinskinh aminokiselina (MAA). Ksantofili su
karotenoidni pigmenti pronadeni unutar mnogo vrsta zooksantela, algi i viSih biljaka. Dva
ksantofila pronadena u nekim zooksantelama su diadinoksantin (Dn) i diatoksantin (DT) (Brown
i sur., 1999). Dn i DT se ponaSaju kao fotoprotektori i zastiCuju zooksantele koje ih sadrze od
velike koliCine fotosintetskog aktivnog zraCenja u procesu dinamiCke fotoinhibicije. To je
zaStitna mjera koja sprjeava oSteenja u fotosistemu Il. Za vrijeme velike koliCine svijetla, Dn
apsorbira plave valne duljine, pretvara se u DT i tako skreée energiju plavog svijetla dalje od
fotosintetskog aparata (Jeffries i sur., 1997). Zooksantele koje mogu proizvoditi ksantofile mogu
izdrzati razdoblja jaCeg intenziteta svijetla sa smanjenom Sansom za oSteCenjem proteina

potrebnih za fotosintezu.

Dok ksantofili Stite zooksantele od vidljive svjetlosti, mikosporinske aminokiseline
(MAA) ih stite od ultraviolentonog zracenja. Ove aminokiseline su tako nazvane jer su prvi puta
izolirane iz gljive, a proizvode ih i biljke te neke bakterije. Koralj moze sadrzavati MAA samo
ukoliko ih zooksantele proizvedu ili probavljanjem hrane koja je u sebi sadrzavala MAA.
Takoder je moguce da bakterije i /ili cijanobakterije translociraju MAA (Riddle, 2006).

Fluorescentni proteini takoder pruzaju fotobioloSki sistem za reguliranje koliCine
svjetlosti koja dolazi do tkiva Zivotinje domacina. (SI. 9) Zeleni fluorescentni protein (GFP)
tijekom visokog UV zraCenja je fotoprotektivan tako da mijenja valnu duljinu na niZzu koja manje
oStecuje fotosisteme fotosintetskog aparata zooksantela i reflektira vidljivu i infracrvenu svjetlost
kromatoforama koje sadrzi. GFP na taj naCin povecava otpornost prema izbjeljivanju koralja
tijekom perioda temperaturnog stresa (Salih i sur., 2000).

14



Slika 9. Vrsta Diploria labyrinthiformis pod (lijevo) vidljivim svjetlom i (desno) pod UV svijetlom s

pobudenim GFP-ovima koji fluoresciraju.

15
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7. SAZETAK

Zooksantele su miksotrofni dinoflagelati koji Zive u simbiozi s koraljima i drugim
beskraljeznjacima. Ovisno o njihovim karakteristikama, zooksantele se dijele u klade te ovisno o

okolisnim uvjetima u kojima se nalaze, nastanjuju razliCite vrste i dijelove koralja.

Postoje dileme oko toga koliko zapravo zooksantele imaju koristi od koralja tj. je li
njihov odnos zbilja mutualistiCki. Koralji zooksantelama dobavljaju CO; i druge nutrijente,
stalno su prisutne u fotickoj zoni pa ih struje ne mogu odnijeti u dublje slojeve mora gdje ne bi
primale dovljno svjetlosti za fotosintetiziranje. Takoder, koralj im nudi zastitu od predatora te

UV svjetla fluorescentnim proteinima (GFP) iz tkiva koralja.

Usprkos ovim beneficijama, zooksantele ujedno i gube veliku koliCinu (Cak i do 90%)
produkata fotosinteze, ne mogu se neograniCeno razmnoZavati unutar domacina zbog
ogranicenosti prostorom. Uslijed promjene okolisnih uvjeta mogu biti odjednom izbacene iz
domacina ili probavljene te ukoliko je hipoteza konzervacije dusika to¢na, Zivotinja domacin im

limitira izvor nutrijenata.

Koja god od ovih hipoteza bila to¢na, ovaj simbiotski odnos se odrzao ve¢ 200 milijuna

godina i jedan je od najvaznijih za opstanak koraljnih grebena.
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8. SUMMARY

Zooxanthellae are mixotrophic dinoflagellates that live in symbiosis with scleractinians
and other invertebrates. Depending on their characteristics, Zooxanthellae are divided into clades
and they inhabit different types and areas of coral depending on environmental conditions in

which they are located.

There are some argues between scientists about how much Zooxanthellae actually benefit
from the coral and whether their relationship is really mutualistic. Corals supply CO2 and other
nutrients to Zooxanthellae, they constantly maintain in photic zone so they have enough
sufficient light energy for photosynthesise. Also, corals offer them protection from grazers and

UV damage by fluorescent protein (GFP) from the coral tissue.

Despite these benefits, Zooxanthelle also lose a significant fraction (up to 90%) of their
photosynthesis products and cannot grow within the host due to limited space as much as they
could as a free stage. Expulsions from host or digestion are possible every time environmental
conditions change even a little bit and if nitrogen conservation hypothesis is correct, supply of
nutrients was limited by the host.

Whichever of these hypotheses was correct, this symbiotic relation held for 200 million

years and is one of the most important for the survival of coral reefs.
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