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1. UVOD: TEORIJA HOLOBIONTA

Pojam holobiont je prvi put upotrijebila Lynn Margulis (1991) za imenovanje
organizma, domacina, s jednim naslijedenim simbiontom. Danas se pojam odnosi na organizam
te pripadajuce mikroorganizme koji su na neki nacin povezani s doma¢inom. (Simon i sur. 2019;
Rosenberg i Zilber-Rosenberg 2018) Skupni naziv za sve mikroorganizme koji imaju odnos s
domacinom je ,,mikrobiota®, bez obzira da li je taj odnos mutualistickog (pozitivnog) ili
parazitskog (negativnog) karaktera. Mikrobiota utjece na rast, razvoj i zdravlje domacina.
Kona¢ni fenotip jedinke predstavlja rezultat kompleksne interakcije gena domacina i povezanih
mikroorganizama zbog ¢ega se u recentnu terminologiju uvodi pojam hologenom. Hologenom
oznacava gene domacina i mikrobiote zajedno, to jest, sveukupne gene holobionta. (Zilber-

Rosenberg i Rosenberg, 2007)

Koncept holobionta kao takav nije nov. Anton De Bary je ve¢ 1879. uveo pojam
simbioze kako bi opisao povezanost gljiva i algi u liSajevima (Egerton 2015), a Buchner je
istaknuo utjecaj simbioze na evoluciju organizama. Razvitkom molekularnih metoda i
napretkom tehnologije ustanovljena je vaznost uloge mikroorganizama u domacinu, ali 1 u

evolucijskim 1 ekoloskim procesima (Simon i sur. 2018).

Holobiont predstavlja kompleksnu zajednicu na koju kao cjelinu djeluju ekoloski i
evolucijski procesi. Na evoluciju holobionta jednako utjeCu geni domacina i pripadaju¢ih
mikroorganizama. (Bordenstein i1 Theis 2015) Takoder, stabilnost holobionta povecava se
smanjenjem ekoloskih interakcija 1 ve¢om kompeticijom u mikrobioti (Coyte 1 sur. 2015). Kao
primjer teorije holobionta i neke njezine utjecaje na interpretacije odnosa u ekosustavu ¢e u

ovom seminarskom radu biti prikazani na primjeru spuzvinog holobionta.



2. SPUZVE (PORIFERA)

Spuzve (Porifera) su zivotinje sa nediferenciranim tkivima i organima, ¢ije se Zivotne
funkcije odvijaju u specijaliziranim stanicama zbog fega spadaju u Parazoa. Spuzve su
radijalno simetri¢ne ili nesimetri¢ne zivotinje Cije tijelo karakterizira akviferni sustav, sustav
Supljina, kanala i komorica kroz koje struji voda. Na temelju grade akvifernog sustava

razlikujemo tri osnovna oblika spuzava: askon, sikon i leukon. (Habdija i sur. 2011)
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Slika 1. Grada spuzve (Ascon anatomia, 2007)



Spuzve su gradene od tri sloja stanica. (Slika 1.) Unutarnji sloj se naziva hoanoderma
koja je sastavljena od bicastih stanica, hoanocita. Sredisnji sloj je mezohil koji je zelatonozni
matriks sa razli¢itim skeletnim elementima i vrstama ameboidnih stanica. Vanjski sloj,
pinakoderma, je gradena od pinakocita i porocita. Pinakocite su plocaste stanice, dok su
porocite cjevaste stanice za ulazak vode u spuzvu. Za disanje, prehranu, razmnozavanje i
izlu¢ivanje produkata metabolizma najvaznija funkcija za spuzve je strujanje vode. Voda sa
raznim hranidbenim tvarima ulazi u unutra$nju Supljinu spuzve, spongocel, kroz mnogobrojne
male otvore na stjenci spuzve koji se nazivaju ostije, a nalaze se na stanicama porocitama. U
spongocelu se strujanje vode nastavlja u akviferni sustav zahvaljujuéi treperenju bi¢eva bicastih
stanica (hoanocita). Hoanociti fagozitozom ili pinocitozom konzumiraju Cestice hrane iz vode
koje su zaustavili na svojem vijencu od mikrovila. Voda izlazi van kroz veliki otvor, oskulum

(Habdjija i sur. 2011).

Spuzve su vazna komponenta bentickih staniSta zbog velike biomase i utjecaja na
primarnu produkciju tih stanista (Taylor i sur. 2007). Veliki utjecaj imaju ne samo zbog svoje
biomase nego i zbog velike koli¢ine vode koju filtriraju (Apprill 2017). Pronadene su u
tropskim, umjerenim 1 polarnim staniStima te u abisalu (Gili i Coma 1998). Ve¢inom ih
nalazimo u morskim stani$tima, a samo jednu porodicu u slatkim vodama. Opisano je nesto
viSe od osam tisu¢a vrsta koje razvrstavamo u Calcarea ili Calcispongia (vapnenjace),
Hexactinellida (staklace) i Demospongia (kremenoroznjace) na temelju grade skeleta (Habdija
i sur. 2011). Na temelju koli¢ine mikrorganizama u njihovom tkivu prepoznajemo dvije velike
skupine: (i) HMA (High Microbial Abundance ) i (ii)) LMA (Low Microbial Abudance) spuzve.
HMA spuzve posjeduju znatno vec¢i broj raznovrsnijih mikroorganizama, te im je razlika u

brojnosti pripadaju¢ih mikroorganizama dva do Cetiri reda veli€ine. (Pita 1 sur. 2018)



3. MIKROBIOTA SPUZVE

Spuzvina mikrobiota sastoji se od arheja, bakterija, gljiva i virusa (Erwin i sur. 2012).
Prema literaturi navedenoj u ovom seminaru najbolje su istrazene bakterije kao sastavnica
spuzvine mikrobiote. Pronadeno je 17 koljena i 12 mogucih koljena bakterija u spuzvinom
holobiontu, a u jednoj jedinci domacina moze biti 100 razli¢itih taksona bakterija (Erwin i sur.
2012). Mikrobiota moze zauzimati do 40% volumena spuzvinog tkiva sa gustoéom do 10°

mikrobnih stanica na jedan mililitar tkiva (Taylor i sur. 2007).

U sklopu projekta ,,The Sponge Microbiome Project” napravljena je baza podataka
sekvenci 16S rRNA mikroorganizama morskih spuzvi, vodi i sedimentu (Moitinho-Silva i sur.
2017). Najces¢i rod mikroorganizama pronaden u morskim spuzvama analizom 16S rRNA
sekvenci je Proteobacteria nakon kojeg slijede Chloroflexi te Cyanobacteria. Neki od Cestih
rodova su Crenarchaeota, Acidobacteria, Actinobacteria i Poribacteria. (Taylor i sur. 2007;
Moitinho-Silva i sur. 2017; Thomas i sur. 2016). Na Slici 2. prikazana je taksonomska
raspodjela mikrorganizama pronadenih u osamdeset jednoj vrsti morskih spuzva, morskoj vodi

i morskom sedimentu (Thomas i sur. 2016).
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Slika 2. Graficki prikaz taksonomske raspodjele mikrorganizama pronadenih u osamdeset jednoj vrsti morskih spuzva, morskoj vodi i morskom
sedimentu analizom 16S rRNA sekvenci (Thomas i sur. 2016).



Mikrobiota morskih spuzvi je bogatija generalistima nego specijalistima, koji sudjeluju
u svim vrstama ekoloskih interakcija: pozitivnim, negativnim i1 neutralnim. No, njihove
interakcije su slabe i viSe ovise o gusto¢i mikrobiote nego prirodi odnosa medu njima, ¢ime
osiguravaju homeostazu cijelog holobionta. Takoder, evolucija morske spuzve vise ovisi o
interakcijama izmedu pojedinih ¢lanova mikrobiote, nego o samom sastavu istoga. (Thomas i
sur. 2016) Smatra se kako su neki mikroorganizmi u mikrobioti potekli iz stupca vode, a ostali
su genetski nasljedivani ve¢ generacijama preko domacina (Apprill 2017). Eksperimentalno je
dokazano da spuzve roda Aplysina mogu raspoznati koji su joj mikroorganizmi potencijalna

hrana, a koji dio holobionta (Wilkinson i sur. 1979; Wehrl i sur. 2007).

Mikrobiota morskih spuzvi je jako stabilna u svojem sastavu, bez obzira na sezonske
promjene u stupcu vode (Fan i sur. 2013). Najvjerojatnije zahvaljujuéi specificnim DNA
modifikacijama 1 restrikcijskim sistemima u spuzvi, koji su zastita od strane DNA izvan
mikrobiotne zajednice, spuzvin holobiont zadrzava postojece stanje mikrobiote. Taj mehanizam
bi mogao objasniti i zasto se mikrobiota i mikroorganizmi u stupcu vode razlikuju. (Thomas i

sur. 2010)

Kako bi se spuzve zaStitile proizvode sekundarne metabolite koji proizvodi sam
domacdin, mikrobiota ili ih dobivaju hranom (Fattorusso i sur. 2012). Zahvaljuju¢i tim
sekundarnim metabolitima spuzvin holobiont se brani od obrastanja biofilmom, ROS-ova (eng.
Reactive Oxygen Species), predatora i razlicitih bolesti. Putevi nastanka mnogih sekundarnih
metabolita su povezani s odredenim organizmima u sastavu mikrobiote. Neki od tih spojeva, za
koje se zna da ih proizvode bakterije mikrobiote, su antivirusni i selektivno citotoksi¢ni prema
tumorskim stanicama. (Florez i sur. 2015) Sekundarni metaboliti spuzvi u zadnje vrijeme se

puno istrazuju, jer su odli¢an izvor aktivnih tvari za nove lijekove (van Soest 1 sur. 2012).

Zdravi holobiont je onaj u kojemu su odnosi izmedu mikrobiote u ravnoteZi. Moguca su
manja odstupanja u brojnosti i funkciji pojedinih mikroorganizama pri kojima organizam ostane
u homeostazi. (Pita i1 sur. 2018) Urusavanje odnosa mikrobiote dovodi do uginuc¢a spuzve.
Posebno su osjetljivi na privremene ili trajne promjene u abioti¢kim ili biotickim ¢imbenicima,

poput klimatskih promjena. (Pita i sur. 2018; Fan i sur. 2013)



PoviSena temperatura morske vode negativno utjeCe na interakcije u holobiontu
djelujudi i na spuzvu i na mikrobiotu, $to dovodi do propadanja holobionta. Dogada se nekroza
spuzvinog tkiva, a inae stabilna mikrobiota mijenja sastav i sastoji se od sve veceg broja
patogenih mikroorganizama. PoviSenje temperature uzrokuje promjenu u ekspresiji gena kod
domacina 1 mikrobiote. Holobiont vise nije u homeostazi te dolazi do odumiranja mikrobiote,
¢ime se otvara nova nisa za patogene bakterije na propadaju¢em organizmu. (Erwin i sur. 2012)
Dovoljno je povisenje temperature za 2 do 3 stupnja Celzijusa iznad prosjeéne godiSnje
maksimalne temperature kako bi se poremetila ravnoteza mikrobiotnih odnosa zbog Cega

propadne cijeli holobiont (Fan i sur. 2013).



4. PRIMARNA PRODUKCIJA | ,,SPUZVIN KRUG”

Razli¢ite komponente mikrobiote koje fotosintetiziraju, ponajviSe cijanobakterije i
dinoflagelati, osiguravaju hranu i samoj spuzvi asimiliranjem ugljika (Bell 2008). Izracunato je
da pod optimalnom svjetlo$¢u spuzva ljeti dobiva od 61 do 80% potrebne energije fotosintezom,
a zimi od 48 do 64%. To je manje od 10% ukupne proizvodnje koraljnih grebena (Wilkinson
1987). Primarna proizvodnja spuzvi vjerojatno je vazna samo u tropskim vodama siromasnim

nutrijentima, posebno na Karibima (Bell 2008).

Primarna produkcija spuzvi pomocu metanotrofnih bakterija mikrobiote je jako vazna u
dubokim morima blizu hidrotermalnih izvora bogatih metanom, jer cijele zajednice na tim
bentickim staniStima ovise o kemoosmotskoj asimilaciji ugljika. Takva staniSta su bogata
mnogobrojnim vrstama beskraljeZnjaka zahvaljujué¢i metatrofnoj primarnoj produkciji. S druge
strane, u polarnim staniStima fotosintetske diatomeje parazitiraju na spuzvama vjerojatno kako

bi se hranile njezinim metabolickim produktima. (Bell 2008)

Mikrobni krug (eng. Microbial loop) je model kojim se DOM (eng. Dissolved Organic
Matter) vraca u hranidbenu mrezu. Heterotrofne bakterije kao izvor energije koriste DOM iz
fitoplanktona, algi i Zivotinja. Te heterotrofne bakterije pojedu flagelati, njih mikrozooplankton,
a onda ve¢i zooplankton pojede mikrozooplankton. Na taj nacin se energija ponovno vraca u
vise troficke nivoe hranidbene mreze. (Azam i sur. 1983; Worden i sur. 2015) Mikrobni krug
temelji se na Sheldonovom modelu prema kojemu organizmi najcesce koriste Cestice jedan red
veli¢ine manje od njih samih (Azam i sur. 1983). Mikrobni krug u otvorenim vodama

omogucava recikliranje energije iz DOM-a (de Goeij i sur.2013).

U bentosu su spuzve te koje asimiliraju DOM 1 vracaju ga u hranidbenu mrezu putem
»Spuzvinog kruga” (eng. sponge loop). (Slika 3.) Spuzve uzimaju DOM nastao primarnom
produkcijom algi ili koralja (Rix i sur. 2016 b) te ga pretvaraju u POM (Particulate Organic
Matter) u obliku detritusa koji je izvor hrane za ostale stanovnike bentosa (Pita 2018). Spuzve
koraljnog grebena ispuste, u obliku detritusa, i do 40% DOM-a kojeg asimiliraju (Rix i sur.
2016b). Spuzve filtriraju i virusne Cestice, njih 23,3% do 62,9% zbog ¢ega i nutrijenti iz virusa

dolaze do visih trofickih nivoa (Bell 2008).
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Slika 3. Prikaz spuzvinog kruga (Rix i sur. 2018)

Staro miSljenje je bilo da spuzve koriste DOM kao izvor hrane samo zahvaljujuéi
velikom broju mikroba koji njihov holobiont posjeduje. Takoder, mislilo se da Sto veci broj
mikroorganizama pogoduje boljem i ve¢em iskoristenju DOM-a. Prema tome bi HMA spuzve
koristile vece kolicine DOM-a nego LMA spuzve. (Maldonado i sur. 2012) Eksperimentom na
tri spuzve koraljnog grebena Crvenog mora dokazano je da je ugradnja DOM-a u spuzve
razli¢itih vrsta priblizna bez obzira na koli¢inu mikroorganizama u njima. Primijeceno je da
LMA spuzve koriste vise bakterija u fiksaciji DOM-a nego HMA spuzve, makar im je koli¢ina
fiksiranog DOM-a priblizna. U istom istrazivanju prouc¢avana je razlika u iskoristenosti DOM-
a nastalog od algi i onog nastalog od koralja. Ustanovljeno je da je DOM iz koralja ¢es¢i u
stanicama same spuzve, a DOM iz algi je ¢eS¢i u bakterijskim stanicama. Koraljni DOM
najcesce ima vecu koli¢inu proteina i lipida zbog Cega je pristupacniji stanicama spuzve. S
druge strane, DOM nastao od algi ima vecée koli¢ine Secera koje pogoduju mikrobioloskom

metabolizmu. (Rix i sur. 2016Db)



Spuzve u 30 minuta probave istu koli¢cinu DOM-a kao 1 slobodnozivuée bakterije u
stupcu vode u 30 dana. S obzirom na ogromne koli¢ine ugljika koje spuzve probave, izuzevsi
koli¢inu koja se potro$i na respiraciju, za oCekivati je da se njihova biomasa i viSe nego
udvostruci svaka tri dana. Dok u stvarnosti one jako sporo rastu, i neto rast im je blizu 0%, §to
upucuje na svakodnevno odumiranje velikih koli¢ina tkiva. (de Goeij i sur. 2013) Hoanocite se
podjele svakih 5 do 6 sati zbog Cega su to stanice s najbrzim stani¢nim ciklusom
mnogostanicnog organizma (de Goeji i sur. 2009). S druge strane, jako puno starih hoanocita
zavrsi u okolnom moru u obliku detritusa, to jest kao POM. To je jedan od nac¢ina na koji spuzve
energiju 1 nutrijente iz DOM-a ¢ine dostupnom organizmima na visem trofickom nivou.
Kolicina DOM-a koju spuzve dnevno obrade blizu je sveukupne primarne proizvodnje
koraljnog ekosustava. (de Goeij i sur. 2013) Spuzve pomazu Zivotu koraljnih grebena toplih
mora, koja su nutrijentima siromasna, i hladnih mora, koja su ograni¢ena koli¢inom dostupne

energije (Rix i sur. 2016a).

5. ZAKLJUCAK

Zahvaljuju¢i konceptu holobionta domac¢in 1 mikrobiota se ne proucavaju kao
samostalna jedinka ve¢ kao cjelina (Bordenstein i Theis 2015). Domacin ovisi o mikrobioti
kako bi ostao zdrav i normalno rastao (Pita i sur. 2018). Cim se mikrobiota izbaci iz ravnoteze
dolazi do promjena kod domacina, npr. po¢ne odumiranje tkiva kod poviSenja temperature (Fan
1 sur. 2013). Zajedno imaju jako veliki utjecaj na ekosustav u kojem se nalaze. Jedna od
najvaznijih funkcija spuzvinog holobionta je to $to spuZvinim krugom vra¢aju DOM u vise
troficke nivoe te tako osiguravaju hranu za ostale organizme u vodama siromas$nim nutrijentima

(Pita 2018). Jako vaZna je 1 njihova primarna proizvodnja u dubokim morima (Bell 2008).

Iz razloga $to je koncept holobionta relativno nov ima puno podrucja koja se jo§ moraju
istraziti i sagledati iz nove perspektive. Posebno je vazan utjecaj klimatskih promjena koje su

sve brZe i jace izraZenije, a imaju negativan utjecaj na spuzvin holobiont.
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8. SAZETAK

Pojam holobiont opisuje organizam, domacina, sa svim njegovim pripadaju¢im
mikroorganizmima, mikrobiotom. Mikrobiota utjeCe na rast, razvoj i zdravlje domacina. U
ovom radu opisano je nekoliko karakteristika holobionta spuzvi (Porifera) i njegov utjecaj na
ekosustav. Spuzve su mnogostani¢ne zivotinje s nediferenciranim tkivima koje su vazne
komponente bentickih stanista zbog velike biomase 1 koli¢ine vode koju profiltriraju. Neki od
Cestih rodova mikroorganizama pronadeni u mikrobioti morskih spuzava analizom 16S rRNA
sekvenci su Proteobacteria, Chloroflexi, Cyanobacteria, Crenarchaeota i Acidobacteria. Zdravi
holobiont je onaj u kojemu su odnosi u mikrobioti u ravnotezi. Ta ravnoteza narusi se
promjenom biotickih i abiotiCkih ¢imbenika. Kada je spuzvin holobiont zdrav osigurava
nutrijente drugim organizmima. U dubokim morima blizu hidrotermalnih izvora metanotrofne
bakterije iz mikrobiote kemoosmozom asimiliraju ugljik i tako osiguravaju hranjive tvari. Dok
koraljni grebeni toplih i hladnih mora ovise o spuzvinoj petlji kako bi dobili dovoljno
nutrijenata i energije. Spuzvinom petljom u kojoj sudjeluje i mikrobiota i domaéin DOM se u
obliku POM-a vra¢a u vise troficke nivoe. Ovo su samo neki razlozi vaznosti spuzvinog

holobionta koji je sve ugrozeniji zbog negativnog utjecaja klimatskih promjena na njega.

9. SUMMARY

Holobiont is an organism with all of its associated microorganisms called microbiota.
Microbiota affects growth, development and health of its host. Sponges (Porifera) are
multicellular organisms with undifferentiated tissue. Sponges are an important member of
benthic habitats because of their large biomass and the capacity for filtering water. This paper
describes several characteristics of a sponge holobiont and its effect on the ecosystem. Some of
the common microorganism taxa found in the sponge microbiota are Proteobacteria,
Chloroflexi, Cyanobacteria, Crenarchaeota and Acidobacteria. In a healthy holobiont,
relationships in the microbiota are at equilibrium. This balance breaks down by changing biotic
and abiotic factors. When is the sponge holobiont healthy it provides nutrients for other
organisms. In the deep sea near the hydrothermal vents metatropic bacteria from microbiota by
chemiosmosis assimilate carbon by which they provide nutrients. While coral reefs of warm
and cold seas depend on sponge loop to acquire enough nutrients and energy. Sponge loop uses

both microbiota and the host to convert DOM into POM which is then returned to higher trophic
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levels. This are just some of the reasons why is sponge holobiont important which is getting

more endangerd because of the negative impact of climate change on it.
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