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razmnožavanje do mitotske partenogeneze. Vrsta Meloidogyne incognita nedavno je 
odabrana kao modelni organizam te je njezin genomski projekt postao dostupan. U ovom 
radu, provedena je cjelokupna analiza satelitnih DNA u vrstama roda Meloidogyne koja 
�M�H�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �Q�R�Y�R�R�W�N�U�L�Y�H�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �L�]�O�X�þ�H�Q�L�K�� �L�]�� �E�D�]�H�� �S�R�G�D�W�D�N�D��
sekvenciranog genoma zajedno s ranije opisanih satelitnim sljedovima. 
Analize monomernih varijanti �L�]�O�X�þ�H�Q�L�K���L�]��contig-a koji su sadržavali ranije opisanu INC 
satelitnu DNA otkrile �V�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �M�H�G�L�Q�L�F�D���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �]�D�� �Q�L�]�� �ã�W�R��
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rasprostranjenosti novih satelitnih DNA (R1, R5, R7, R8) i onih opisanih r�D�Q�L�M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D��
je hipoteza prema kojoj rasprostranjenost satelitnih DNA može biti relevantni kriterij za 
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�K���R�G�Q�R�V�D�� 
(58 stranica, 18 slika, 3 tablice, 60 literaturna navoda, jezik izvornika: hrvatski) 
 
Rad je pohranjen u Središnjoj biološkoj knjižnici 
�.�O�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þ�L�����H�Y�R�O�X�F�L�M�D�����U�R�G��Meloidogyne, "biblioteka" satelitnih DNA 
�9�R�G�L�W�H�O�M�����G�U�����V�F�����1�H�Y�H�Q�N�D���0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���5�D�G�D�Q�����]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L���V�X�U�D�G�Q�L�N 
�2�F�M�H�Q�L�W�H�O�M�L�����S�U�R�I�����G�U�����V�F�����.�U�L�V�W�L�D�Q���9�O�D�K�R�Y�L�þ�H�N 
        �S�U�R�I�����G�U�����V�F�����0�L�U�M�D�Q�D���.�D�O�D�I�D�W�L�ü 
        doc. dr�����V�F�������'�X�E�U�D�Y�N�D���+�U�D�Q�L�O�R�Y�L�ü 
 
�5�D�G���S�U�L�K�Y�D�ü�H�Q�����������O�L�S�Q�M�D������������



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ABSTRACT



BASIC DOCUMENTATION CARD 

 

University of Zagreb 
Faculty of Science and Mathematics 
Department of Biology            Graduation Thesis 
 

 
 

EVOLUTION OF SATELLITE DNAs IN NEMATODE SPECIES OF THE GENUS 
Meloidogyne 

 
�0�D�U�L�Q�R���.�R�U�O�H�Y�L�ü 

 
�/�D�E�R�U�D�W�R�U�\���I�R�U���V�W�U�X�F�W�X�U�H���D�Q�G���I�X�Q�F�W�L�R�Q���R�I���K�H�W�H�U�R�F�K�U�R�P�D�W�L�Q�����5�X�ÿ�H�U���%�R�ã�N�R�Y�L�ü���,�Q�V�W�L�W�X�W�H����

�%�L�M�H�Q�L�þ�N�D�����������=�D�J�U�H�E�����&�U�R�D�W�L�D�� 
 
 
 

Root-knot nematodes (RKN) of the genus Meloidogyne are plant parasites of major 
agricultural importance, which exhibit different modes of reproduction, from classical 
amphimixis to mitotic parthenogenesis. Recently, Meloidogyne incognita was selected as 
a model organism and its genome project became available. In this work, comprehensive 
analyses of satellite DNAs based on data published in the genome project including 
already characterized satellite DNAs were performed.  
Analyses of monomer variants retrieved from contigs containing already characterized 
INC satellite DNA revealed array specific variability pointing out that sequences are 
predominantly homogenized on the array level. To define the localization of INC satellite 
DNA on holocentric M. incognita chromosomes, FISH analyses were performed. Results 
showed localization of INC satellite DNA on only two chromosomes. In addition, contigs 
with candidate satellite DNA sequences were extracted by RepeatScout and Tandem 
Repeat Finder and further characterized in silico. Sequences of newly described satellite 
DNAs (R1, R5, R7 and R8) exhibit low intrasatellite monomer variability, high A+T 
content, insignificant mutual sequence similarity and each of them makes up <0,1% of 
the genome. In addition, the interspecific distribution of new satellite DNAs detected in 
five congeneric Meloidogyne species was performed by PCR and Southern hybridization. 
Based on genomic distribution of four satellite DNAs (R1, R5, R7 and R8) together with 
results concerning distribution of previously characterized satellites we tested the 
hypothesis that the distribution of satellite DNA could be a relevant criterion to resolve 
evolutionary relationships. 
(58 pages, 18 figures, 3 tables, 60 references, original in: Croatian) 
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1.1. �3�2�1�$�9�/�-�$�-�8�û�,���6�/�-�(�'�2�9�,���8���*�(�1�2�0�,�0�$ 

 

Nukleotidni sljedovi u genomima eukariotskih organizama dijele se na 

jedinstvene sljedove (�X���W�D�N�Y�H���X�E�U�D�M�D�P�R���L���Y�H�ü�L�Q�X��gena), uzastopno ponovljene sljedove te 

raspršene ponovljene sljedove (Slika 1.1.). Uzastopno ponovljen�H�� �V�O�M�H�G�R�Y�H�� �þ�L�Q�H����

mikrosatelitna DNA, minisatelitna DNA, satelitna DNA, telomerna DNA te segmentalne 

duplikacije (Moran i Morish, 2005). Mikrosatelitnu �'�1�$�� �V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�M�X�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�R��

ponovljene jedinice duljine 2-6 pb (parova baza) dok kod minisatelitne DNA takve 

jedinice imaju duljinu 15-60 parova baza. Satelitna DNA sadrži uzastopno ponovljene 

jedinice duljine od nekoliko parova baza do 1 kb. Ono što razlikuje satelitnu od 

mikrosatelitne i minisatelitne DNA jesu nekoliko Mb (megabaza) dugi nizovi 

ponovljenih jedinica smješteni u konstitutivnom heterokromatinu koji su u �V�O�X�þ�D�M�X��

mikrosatelitne i minisatelitne DNA mnogo diskretniji i smješteni uglavnom u 

eukromatinskim regijama (Plohl i sur., 2008). Poseban oblik mikrosatelitne DNA je 

telomerna DNA koja gradi krajeve svih eukariotskih kromosoma (Moran i Morish, 2005). 

�6�H�J�P�H�Q�W�D�O�Q�H�� �G�X�S�O�L�N�D�F�L�M�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�H�� �V�O�M�H�G�R�Y�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ��-200 kb koje su 

prisutne na dva ili više mjesta u genomu i �þ�L�M�D���M�H�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W���X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P���V�O�L�M�H�G�X���!��������

(Lander i sur., 2001). 
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�5�D�V�S�U�ã�H�Q�H�� �S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�H�� �V�O�M�H�G�R�Y�H�� �þ�L�Q�H���� �W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�L���� �/�7�5-retrotranspozoni (engl. 

LTR, long terminal repeat), retropozoni te raspršeni ponovljeni sljedovi nepoznatog 

porijekla. Transpozoni �V�D�G�U�å�H�� �J�H�Q�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X�� �L�Q�W�H�J�U�D�]�X�� ���W�U�D�Q�V�S�R�]�D�]�X���� �þ�L�M�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �S�U�H�P�M�H�ã�W�D�Q�M�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�D�� �V�� �M�H�G�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �X�� �J�H�Q�R�P�X�� �Q�D�� �G�U�X�J�R���� �3�R�V�W�R�M�H�� �G�Y�D��

�Q�D�þ�L�Q�D���W�U�D�Q�V�S�R�]�L�F�L�M�H���� �Q�H�U�H�S�O�L�N�D�W�L�Y�Q�D�����N�R�Q�]�H�U�Y�D�W�L�Y�Q�D���� �W�U�D�Q�V�S�R�]�L�F�L�M�D���N�R�M�R�P���Q�H���Q�D�V�W�D�M�H���Q�R�Y�D��

kopija transpozona i �U�H�S�O�L�N�D�W�L�Y�Q�D�� �W�U�D�Q�V�S�R�]�L�F�L�M�D�� �þ�L�M�L�� �V�X�� �S�U�R�G�X�N�W�� �G�Y�L�M�H�� �N�R�S�L�M�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�D��

(Kleckner, 1990). Retropozoni se dijele na LINE (engl. LINE, long interspersed nuclear 

elements) i SINE (engl. SINE, short interspersed nuclear elements). LINE retropozoni 

sadrže nekoliko �J�H�Q�D�� �P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�P�D�� �L�� �J�H�Q�� �]�D�� �U�H�Y�H�U�]�X�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�D�]�X�� �ã�W�R�� �L�P�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H��

�U�H�Y�H�U�]�Q�X���W�U�D�Q�V�S�R�]�L�F�L�M�X�����6�,�1�(���U�H�W�U�R�S�R�]�R�Q�L���Q�H���V�D�G�U�å�H���J�H�Q�H���W�H���V�H���X�P�Q�D�å�D�M�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���H�Q�]ime 

kodirane LINE retropozonima (Moran i Morish, 2005). 

 

1.2. SATELITNA DNA  

 

"Satelitna DNA" kao pojam uveden je iz povijesnih razloga jer je prvi puta 

�L�]�R�O�L�U�D�Q�D�� �L�]�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �Y�U�S�F�L�� �X�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�D�� �X�� �J�U�D�G�L�M�H�Q�W�X�� �J�X�V�W�R�ü�H�� �]�E�R�J��

�Y�H�ü�H�J�� �X�G�M�H�O�D�� �$�� �L�� �7�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �R�G�� �R�V�W�D�W�N�D�� �'�1�$�� ���6�]�\�E�D�O�V�N�L���� �������������� �6�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �V�X��

uzastopno ponovljeni sljedovi prisutni u velikom broju kopija u genomu. Osnovna 

jedinica ponavljanja satelitne DNA naziva se monomer. Satelitne DNA su organizirane u 

dugim nizovima koji su smješteni u konstitutivnom heterokromatinu, eukariotskim 

kromosomskim regijama koje ostaju kondenzirane kroz cije�O�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �F�L�N�O�X�V�� ���+�H�L�W�]����

�������������� �.�R�Q�V�H�Q�]�X�V�Q�L�� �V�O�L�M�H�G�� �S�R�M�H�G�L�Q�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �M�H�� ���X�S�U�R�V�M�H�þ�H�Q�L���� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�� �V�O�L�M�H�G��

izveden iz �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�L�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �L�O�L�� �L�]�O�X�þ�H�Qih iz baza podataka 

�V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�R�J���J�H�Q�R�P�D���� �2�G�U�H�ÿ�H�Q�X���V�D�W�H�O�L�W�Q�X���'�1�$���R�S�L�V�X�M�H���G�X�O�M�L�Q�D���Ponomera, nukleotidni 

�V�O�L�M�H�G���L���E�U�R�M���N�R�S�L�M�D���P�R�Q�R�P�H�U�D�����2�V�Q�R�Y�Q�H���S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�H���M�H�G�L�Qice, satelitni DNA monomeri, 

sadrže velik udio A i T nukeotida te duljinu monomera u r�D�V�S�R�Q�X���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���R�G�����������G�R����������

pb te od 300 do 360 pb. Uzastopno ponovljeni sljedovi mogu graditi monomerne nizove 

duljine do 100 Mb. Sadržaj satelitne DNA u genomima eukariotskih organizama 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�D�U�L�U�D���W�H���P�R�å�H���V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�W�L���L���G�R�����������X�N�X�S�Q�H���'�1�$�����6�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$��se u velikom 

�E�U�R�M�X�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�� �]�Q�D�W�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�X�M�X�� �X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P�� �V�O�L�M�H�G�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K, �þ�D�N�� �L�� �E�O�L�V�N�R��

srodnih vrsta (Henikoff i sur., 2001). 
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Prve hipoteze o ulozi satelitne DNA u genomu osporavale su bilo kakvu funkciju 

�V�P�D�W�U�D�M�X�ü�L�����V�D�W�H�O�L�W�Q�X���'�1�$���E�H�V�N�R�U�L�V�Q�L�P���J�H�Q�R�P�V�N�Lm otpadom (Ohno, 1972) ili genomskim 

parazitom (Orgel i Crick, 1980). Suprotno ovim hipotezama razvijeno je 

�I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�L�V�W�L�þ�N�R�� �J�O�H�G�L�ã�W�H�� �N�R�M�H�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�D�� �X�O�R�J�X�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �X�� �P�Q�R�J�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D�� �R�G��

�N�U�R�P�R�V�R�P�V�N�H���R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�H���L���V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D���G�R���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�H�W�D�E�R�O�L�]�P�D���L���V�S�H�F�L�M�D�F�L�M�H�����+�H�Q�L�N�R�I�I��

i sur., 2001). �1�R�Y�L�M�D���V�D�]�Q�D�Q�M�D���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�L�V�W�L�þ�N�H���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�H���S�R�Y�H�]�X�M�X�ü�L���X�O�R�J�X��

satelitne DNA s mnogim kompleksnim osobinama eukariotskog genoma. Upravo je 

�V�D�W�H�O�L�W�Q�D�� �'�1�$�� �þ�H�V�W �X�]�U�R�N�� �Y�H�O�L�N�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �J�H�Q�R�P�D�� �P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���H�X�N�D�U�L�R�W�L�P�D��

(Plohl i sur., 2008). 

 Satelitna DNA uglavnom nije transkripci�M�V�N�L�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�� �M�H�U�� �V�H��

nalazi u transkripcijski suprimiranom heterokromatinskom okruženju���� �P�H�ÿ�X�W�L�P 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�R�Y�L�M�H�J�� �G�D�W�X�P�D�� �X�S�X�ü�X�M�X�� �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�D�W�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$���� �,�D�N�R��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�D���'�1�$���Q�H���V�D�G�U�å�L���R�W�Y�R�U�H�Q�H���R�N�Y�L�U�H���þ�L�W�D�Q�M�D���Q�L�W�L���M�H���W�U�Dnslacija transkripata dokazana, 

�P�R�J�X�ü�H�� �V�X�� �Q�H�N�H�� �R�V�W�D�O�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�D�W�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$���� �8�R�þ�H�Q�D�� �M�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D��

ekspresija satelitnih DNA ovisno o tkivu ili razvojnom �V�W�D�G�L�M�X���ã�W�R���X�S�X�ü�X�M�H���Q�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�X��

funkciju (Pathak i sur., 2006). Poznato je da tra�Q�V�N�U�L�S�W�L���V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���L�]���N�X�N�D�F�D�����R�E�O�L�ü�D���L��

�Y�R�G�R�]�H�P�D�F�D���P�R�J�X���L�P�D�W�L���U�L�E�R�]�L�P�V�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�����5�R�M�D�V���L���V�X�U���������������������7�D�N�R�ÿ�H�U�����X�R�þ�H�Q�R���M�H���G�D��

�V�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�� �Q�H�N�L�K�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �S�U�R�F�H�V�L�U�D�M�X�� �X�� �P�D�O�H�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U�D�M�X�ü�H��

RNA (siRNA, engl. small interfering RNA) koje sudjeluju u heterokromatinskoj 

kondenzaciji i epigenetskoj regulaciji gena (Grewal i Elgin, 2007). 
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1.2.1. Evolucija satelitnih DNA 

 

Satelitne DNA obilježava brza evolucijska promjena kako u kvantitativnom tako i 

u kvalitativnom smislu kroz promjenu broja kopija monomera i promjene nukleotidnog 

�V�O�L�M�H�G�D�� �P�R�Q�R�P�H�U�D���� �1�D�Y�H�G�H�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �Y�U�O�R�� �þ�H�V�W�R�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �S�R�M�D�Y�O�M�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�U�V�Q�R��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �S�U�R�I�L�O�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$���� �0�H�ÿ�X�Y�U�V�Q�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P�� �V�O�L�M�H�G�X��

(kvalitativna promjena), te u isto vrijeme, niska unutarvrsna varijabilnost posljedica je 

�P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �X�V�N�O�D�ÿ�H�Q�H�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�H���� �1�D�Y�H�G�H�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �M�H�� �G�Y�R�V�W�X�S�D�Q�M�V�N�R�J��

procesa nazvanog molecular drive �N�R�M�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �P�H�ÿ�X��

�þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D�� �S�R�U�R�G�L�F�H�� �W�H�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�J�� �I�L�N�V�L�U�D�Q�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �J�U�X�S�H�� �Ueproduktivno povezanih 

jedinki (Dover, 1982, 1986). 

�0�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �S�R�S�X�W�� �W�R�þ�N�D�V�W�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �L�� �U�H�S�O�L�N�D�F�L�M�V�N�R�J�� �S�U�R�N�O�L�]�D�Y�D�Q�M�D��

sudjeluju u nastajanju novih varijanti monomera pojedine satelitne porodice (Smith, 

1976). Homogenizacija mutacija monomera me�ÿ�X���þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D���S�R�U�R�G�L�F�H���X�Q�X�W�D�U���Y�U�V�W�H���R�G�Y�L�M�D��

se procesima nejednolikog crossing overa, konverzije gena, umnažanja mehanizmom 

�N�R�W�U�O�M�D�M�X�ü�H�J�� �N�U�X�J�D���� �U�H�L�Q�V�H�U�F�L�M�R�P�� �L�� �L�]�P�M�H�Q�R�P�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�R�P�� �W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�R�P (Stephan, 

1986; Dover, 2002; Glinka i sur., 2006). Nadalje, njihovo rasprostranjenje kroz 

populaciju (fiksacija) osigurava se �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�P�� �U�D�]�G�L�R�E�R�P�� �K�R�P�R�O�R�J�Q�L�K�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D��

tijekom spolne reprodukcije. Prema procesu molecular drive brza evolucija satelitnih 

sljedova posljedica je postupne �D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�H�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �Y�L�V�R�N�R�P�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�ã�ü�X�� �X�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�P��

porodicama te homogenizacije i fiksacije u reproduktivno odvojenim organizmima.  

�0�H�ÿ�X�W�L�P�����Y�U�V�Q�R-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���S�U�R�I�L�O���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���P�R�å�H���E�L�W�L���L���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R��

kvantitativne promjene satelitnih DNA u kratkom evolucijskom periodu u genomima 

srodnih vrsta (Plohl i sur., 2008). Ove kvantitativne promjene opisane su modelom 

"biblioteke" ���)�U�\�� �L�� �6�D�O�V�H�U���� ������������ �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U��, 1998). Do sada je otkriveno podosta 

primjera gdje genomi srodnih vrsta dijele "biblioteku" �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���V�O�Medova (Kubis 

i sur., 1997; Pons i sur., ���������������8�P�Q�D�å�D�Q�M�H���L�O�L���N�R�Q�W�U�D�N�F�L�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K��sljedova 

iz "biblioteke" �M�H�� �X�� �W�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �X�]�U�R�N�� �S�R�M�D�Y�O�M�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�U�V�Q�R-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �S�U�R�I�L�O�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K��

�'�1�$�� �X�� �V�U�R�G�Q�L�P�� �Y�U�V�W�D�P�D�� ���8�J�D�U�N�R�Y�L�ü�� �L�� �3�O�R�K�O���� �������������� �8�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�M �Y�U�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �þ�O�D�Q��

"biblioteke" može biti umnožen i pojavljivati se kao glavna satelitna DNA, dok su ostali 

prisutni u malom broju kopija. Smatra se kako je nejednoliki crossing over glavni 
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mehanizam ekspanzije ili kontrakcije nekog satelitnog niza (Smith, 1976). Dokazano je 

da su satelitne DNA u "biblioteci" �V�D�þ�X�Y�D�Q�H���X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P���V�O�L�M�H�G�X�����Q�S�U�����N�R�G���Q�H�N�L�K���Y�U�V�W�D��

kukaca Tenebrionidae �þ�D�N���������P�L�O�L�M�X�Q�D���J�R�G�L�Q�D�����0�U�D�Y�L�Q�D�F���L���V�X�U���������������������1�H�R�E�L�þ�Q�R���M�H���G�D���V�X����

�L�Q�D�þ�H��vrlo �S�U�R�P�M�H�Q�M�L�Y�L���V�O�M�H�G�R�Y�L�����X���Q�H�N�L�P���J�H�Q�R�P�L�P�D���V�D�þ�X�Y�D�Qi kroz dugi vremenski period. 

�0�H�ÿ�X�W�L�P�����Q�R�Y�L�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D���V�U�R�G�Q�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���X��"biblioteci" 

�X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �Y�U�O�R�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�L�K���� �X�P�M�H�U�H�Q�R�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�L�K�� �L�� �V�D�þ�X�Y�D�Q�L�K�� �G�L�M�H�O�R�Y�D��

�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�J���V�O�L�M�H�G�D���P�R�Q�R�P�H�U�D���ã�W�R���J�R�Y�R�U�L���X���S�U�L�O�R�J���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���V�O�X�þ�D�M�Q�L�K���G�R�J�D�ÿ�D�M�D���L��

selekcijskog pritiska u evoluciji nukleotidnog slijeda satelitne DNA (Hall i sur., 2003; 

�0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������ �������������� �6�H�O�H�N�F�L�M�V�N�L�� �S�U�L�W�L�V�D�N�� �V�H�� �Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H�� �R�G�U�å�D�Y�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�R�P��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �V�� �Y�H�]�X�M�X�ü�L�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �þ�L�M�D�� �M�H�� �H�Y�R�O�Xcija usko vezana uz promjene u 

�V�D�W�H�O�L�W�Q�R�M���'�1�$�����+�D�O�O���L���V�X�U�������������������0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U������������������ 
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1.2.2. �&�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�D���S�R�G�U�X�þ�M�D���N�U�R�P�R�V�R�P�D 

 

Sljedovi satelitnih DNA glavni su sastavni dio centromernog i pericentromernog 

heterokromatina, dviju epigenetski determiniranih regija odgovornih za pravilno 

sparivanje i odvajanje eukariotskih kromosoma u mitozi i mejozi (Plohl i sur., 2008). 

�1�D�Y�H�G�H�Q�L���S�U�R�F�H�V�L���Y�H�]�D�Q�L���X�]���F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R���S�R�G�U�X�þ�M�H���L�]�U�D�]�L�W�R���V�X���N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�L���N�R�G���H�X�N�D�U�L�R�W�D��

�G�R�N�� �V�X�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �L�]�Q�L�P�Q�R�� �E�U�]�R�H�Y�R�O�X�L�U�D�M�X�ü�L��

���+�H�Q�L�N�R�I�I�� �L�� �V�X�U������ �������������� �3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�D�� �M�H�� �G�D���E�U�]�R�H�Y�R�O�X�L�U�D�M�X�ü�H�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�H�� �'�1�$�� �S�R�N�U�H�ü�X��

adaptivnu evoluciju N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�R�J�� �G�L�M�H�O�D�� �K�L�V�W�R�Q�X�� �+���� �V�O�L�þ�Q�R�J�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

CenH3 koji služi �N�D�R�� �V�S�R�Q�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �E�U�]�R�H�Y�R�O�X�L�U�D�M�X�ü�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$���L�� �V�D�þ�X�Y�D�Q�L�K��

�N�L�Q�H�W�R�K�R�U�D�� ���+�H�Q�L�N�R�I�I�� �L�� �V�X�U������ �������������� �2�Y�D�� �G�X�D�O�Q�D�� �S�U�L�U�R�G�D�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �P�R�å�H���V�H��

�S�R�P�L�U�L�W�L�� �K�L�S�R�W�H�]�R�P�� �G�D�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �V�� �M�H�G�Q�H�� �V�W�U�D�Q�H�� �P�R�U�D�� �R�G�U�å�D�W�L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �N�R�M�X��

obavlja u mitozi i mejozi, a s druge strane ima ulogu akumulatora razlika koje mogu 

�L�P�D�W�L���E�L�W�Q�X���X�O�R�J�X���X���U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�R�M���L�]�R�O�D�F�L�M�L���Y�U�V�W�D�����+�H�Q�L�N�R�I�I���L���V�X�U�������������������0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U������

1998, 2006). Model "biblioteke" �Q�D�� �Q�H�N�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �P�L�U�L�� �R�Y�X�� �G�X�D�O�Q�X�� �S�U�L�U�R�G�X�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J��

�S�R�G�U�X�þ�M�D���� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �X�� �E�L�E�O�L�R�W�H�F�L�� �N�R�M�H�� �V�X���S�Rdložne selekciji za 

ulaz u biblioteku, (vjerojatno prema principu da mogu biti posrednici u centromernoj 

�I�X�Q�N�F�L�M�L���� �R�V�L�J�X�U�D�Y�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W�� �N�R�M�D�� �P�R�å�H�� �R�V�L�J�X�U�D�W�L�� �E�U�]�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �V�D�P�R�� �Q�D�J�O�R�P��

�S�U�R�P�M�H�Q�R�P���X���E�U�R�M�X���N�R�S�L�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$�����0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U��������998, 2006). 

�&�L�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �W�H�K�Q�L�N�D�P�D�� �G�D�Y�Q�R�� �M�H�� �X�R�þ�H�Q�R�� �G�D�� �H�X�N�D�U�L�R�W�L�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �G�Y�D�� �W�L�S�D��

�N�U�R�P�R�V�R�P�D�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H���� �0�R�Q�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�� �V�H�� �N�U�R�P�R�V�R�P�L�� �Y�H�å�X�� �]�D��

�P�L�N�U�R�W�X�E�X�O�H�� �Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M�� �O�R�N�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�M�� �U�H�J�L�M�L�� ���F�H�Q�W�U�R�P�H�U�L���� �W�H�� �V�H�� �X�� �D�Q�D�I�D�]�L�� �N�U�H�ü�X�� �S�U�H�P�D��

polovima �V�W�D�Q�L�F�H�� �Y�R�ÿ�H�Q�L�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�R�P���� �1�D�S�U�R�W�L�Y���� �K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�� �N�U�R�P�R�V�R�P�L�� �Y�H�å�X��

�P�L�N�U�R�W�X�E�X�O�H�� �F�L�M�H�O�R�P�� �V�Y�R�M�R�P�� �G�X�O�M�L�Q�R�P�� �W�H�� �V�H�� �X�� �D�Q�D�I�D�]�L�� �N�U�H�ü�X�� �S�R�S�U�H�þ�Q�R�� �S�U�H�P�D�� �S�R�O�R�Y�L�P�D����

�+�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�� �V�H�� �N�U�R�P�R�V�R�P�L�� �S�R�M�D�Y�O�M�X�M�X�� �V�S�R�U�D�G�L�þ�Q�R�� �P�H�ÿ�X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�L�P�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�R�J�� �L��

biljnog carstva te su najvjerojatnije produkt konvergentne evolucije ili je predak svih 

�H�X�N�D�U�L�R�W�V�N�L�K�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�R�� �K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�H�� �N�U�R�P�R�V�R�P�H���� �2�E�O�L�ü�� �Y�U�V�W�H��

Caenorhabditis elegans i vrste roda Meloidogyne �L�P�D�M�X���K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�H���N�U�R�P�R�V�R�P�H�� �W�H���V�X��

dobri �P�R�G�H�O�Q�L���R�U�J�D�Q�L�]�P�L���]�D���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H���K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�H���F�H�Q�W�U�R�P�H�U�H�����'�H�U�Q�E�X�U�J���������������� 

�9�H�ü�L�Q�D���V�W�X�G�L�M�D���H�Y�R�O�X�F�L�M�H�����R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�H���L���V�W�U�X�N�W�X�U�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H���Q�D��

�Y�U�V�W�D�P�D�� �N�R�M�H�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �P�R�Q�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�H�� �N�U�R�P�R�V�R�P�H���� �G�R�N�� �V�X�� �V�W�X�G�L�M�H�� �Q�D�� �K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�P��
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kromosomima malobrojne. S obzirom da se radi o �S�R�W�S�X�Q�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X��

�F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J���S�R�G�U�X�þ�M�D�����V�W�X�G�L�M�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���X���R�Y�D�N�Y�L�P���Y�U�V�W�D�P�D���G�R�S�U�L�Q�R�V�H���J�O�R�E�D�O�Q�R�P��

razumijevanju uloge satelitnih DNA u genomima.  

 

1.3. �2�%�/�,�û�,���.�2�5�,�-�(�1�2�9�,�+���.�9�5�ä�,�&�$-Meloidogyne spp. 

 

�2�E�O�L�ü�L���N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�����5�.�1���� �H�Q�J�O����root-knot nematodes) su mali (300 µm-2 

mm) crvoliki organizmi koji pripadaju razredu Tylenchida i endoparaziti su korijenja 

�E�L�O�M�D�N�D�����6�W�Y�D�U�D�M�X���N�Y�U�å�L�F�H���Q�D���N�R�U�L�M�H�Q�M�X���ã�W�R���L�P�D���]�D���S�R�V�O�M�H�G�L�F�X���]�D�N�U�å�O�M�D�O�L���U�D�V�W���L���X�Y�H�Q�X�ü�H���E�L�O�M�N�H��

te zbog toga predstavljaju veliki agronomski problem (Castagnone-Sereno, 2006). 

�ä�L�Y�R�W�Q�L�� �L�P�� �F�L�N�O�X�V�� �L�� �Q�D�þ�L�Q�� �U�H�S�U�R�G�X�N�F�L�M�H�� �Y�D�U�L�U�D�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �Y�U�V�W�L���� �R�G�� �N�O�D�V�L�þ�Q�H��

�D�P�I�L�P�L�N�V�L�M�H�� �G�R�� �R�E�O�L�J�D�W�R�U�Q�H�� �P�L�W�R�W�L�þ�N�H�� �S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�]�H�� ���7�U�L�D�Q�W�D�S�K�\�O�O�R�X���� �������������� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�D�P�I�L�P�L�N�V�L�M�H�� �P�H�M�R�W�L�þ�N�R�P�� �V�H�� �G�L�R�E�R�P�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �J�D�P�H�W�H�� �L�]�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q oplodnje razvija 

�V�O�M�H�G�H�ü�D�� �J�H�Q�H�U�D�F�L�M�D (Castagnone-�6�H�U�H�Q�R���� �������������� �$�P�I�L�P�L�N�W�L�þ�N�H�� �Y�U�V�W�H�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D��

�U�D�V�S�U�R�V�W�U�D�Q�M�H�Q�R�V�W�����E�U�R�M���G�R�P�D�ü�L�Q�D���L���H�N�R�Q�R�P�V�N�L���X�W�M�H�F�D�M���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���P�D�Q�M�X���V�N�X�S�L�Q�X���R�E�O�L�ü�D��

�N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�� ���-�H�S�V�R�Q���� �������������� �9�H�ü�L�Q�D�� �V�H�� �R�E�O�L�ü�D�� �N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�Fa razmnožava 

�Q�H�N�L�P���R�G���G�Y�L�M�H���Y�U�V�W�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�W�V�N�L�K���R�E�O�L�N�D���U�D�]�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D�����1�H�N�H���V�H���Y�U�V�W�H����M. 

chitwoodi, M. exigua, M. fallax���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�D�� �Y�U�V�W�H��M. hapla itd.) razmnožavaju 

�V�S�R�O�Q�R�� �L�� �P�H�M�R�W�L�þ�N�R�P�� ���D�X�W�R�P�L�N�W�L�þ�N�R�P���� �S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�]�R�P���� �.�D�G�D�� �V�X�� �X�� �S�R�S�X�O�D�Fiji prisutni 

mužjaci razmnožavanje je spolno, a u nedostatku mužjaka jaje prolazi kroz redukciju 

�E�U�R�M�D���N�U�R�P�R�V�R�P�D���P�H�M�R�]�R�P���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���E�U�R�M���N�U�R�P�R�V�R�P�D���S�R�Q�R�Y�Q�R���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���I�X�]�L�M�R�P��

pronukleusa jajne stanice sa sekundarnom polarnom jezgrom (Triantaphyllou, 1966, Van 

�G�H�U�� �%�H�H�N�� �L�� �V�X�U������ �������������� �7�U�H�ü�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �U�H�S�U�R�G�X�N�F�L�M�H�� �M�H�� �R�E�O�L�J�D�W�R�U�Q�D�� �P�L�W�R�W�L�þ�N�D�� ���D�S�R�P�L�N�W�L�þ�N�D����

partenogeneza koja se javlja u geografski najraširenijih i agronomski najštetnijih vrsta 

kao što su: M. arenaria, M. incognita i M. javanica. U ovakvom obliku razmnožavanja 

�X�R�S�ü�H���Q�H���S�R�V�W�R�M�L���U�H�G�X�N�F�L�M�V�N�D���G�L�R�E�D�����P�H�M�R�]�D�����Y�H�ü���V�H���M�D�M�H���G�L�U�H�N�W�Q�R���U�D�]�Y�L�M�D���X���H�P�E�U�L�M���� 

 �2�S�ü�H�Q�L�W�R�� �M�H�� �S�U�L�K�Y�D�ü�H�Q�R�� �N�D�N�R�� �M�H�� �K�D�S�O�R�L�G�Q�L�� �E�U�R�M�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D�� �U�R�G�D��Meloidogyne 

n� ���������P�H�ÿ�X�W�L�P��u �Y�H�ü�L�Q�L���S�R�S�X�O�D�F�L�M�D���V�R�P�D�W�V�N�L���E�U�R�M�D���N�U�R�P�R�V�R�P�D���Y�D�U�L�U�D���L�]�P�H�ÿ�X���������L���������W�H���V�H 

smatraju diploidnim ili triploidnim populacijama (Triantaphyllou, 1985). Somatski broj 

kromosoma �N�R�M�L�� �M�H���G�M�H�O�M�L�Y���V�������� �Q�L�M�H���þ�H�V�W��što ukazuje na veliku pojavnost aneuploidije ili 

polisomije te strukturnih rearanžmana kao što su delecije, duplikacije i translokacije. 
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�6�P�D�W�U�D�� �V�H�� �N�D�N�R�� �V�X�� �R�Y�D�N�Y�L�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�L�� �þ�H�V�W�L�� �M�H�U�� �R�E�O�L�ü�L�� �N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�� �V�D�G�U�å�H��

�K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�H�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�H�� �N�R�M�L�P�D�� �Q�H�G�R�V�W�D�M�H�� �O�R�N�D�O�L�]�L�U�D�Q�D�� �N�L�Q�H�W�R�K�R�U�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

(Triantaphyllou, 1983).  

 

1.3.1. Filogenetski odnosi roda Meloidogyne 

 

Trenutno je opisano 80 vrst�D�� �R�E�O�L�ü�D�� �N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�� �N�R�M�L�� �W�Y�R�U�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W��

teško usporedivu s bilo kojom skupinom unutar životinjskog carstva (Karssen i Van 

�+�R�H�Q�V�H�O�D�D�U���� �������������� �1�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�� �R�E�O�L�ü�L�� �N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�� �U�D�]�P�Q�R�å�D�Y�D�M�X�� �V�H��

partenogenetski te je stoga definicija biološke vrste temeljena na reproduktivnoj izolaciji 

�Q�D���Q�M�L�K���Q�H�S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y�D�����'�H�W�H�U�P�L�Q�D�F�L�M�D���R�E�O�L�ü�D���N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K���N�Y�U�å�L�F�D���W�H�P�H�O�M�L���V�H���S�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R���Q�D��

�P�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�P�� �]�Q�D�þ�D�M�N�D�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R���V�X�� �G�X�O�M�L�Q�D�� �L�� �R�E�O�L�N�� �V�W�L�O�H�W�D���� �R�E�O�L�N�� �V�S�L�N�X�O�D�� �L���]�D�G�Q�M�H�J�� �N�U�D�M�D��

mužjaka i sl. Podaci dobiveni g�H�Q�H�W�L�þ�N�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �S�R�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �S�R�G�M�H�O�H��

temeljenje na morfološkim osobinama. Istraživanja temeljenja na elektroforezi aloenzima 

�G�R�N�D�]�D�O�D�� �V�X�� �G�D�� �V�H�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �R�E�O�L�ü�D�� �N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�� �P�R�å�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X��

esteraznih aloenzima. Zadnjih 20 godina istraživanja temeljen�D�� �Q�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�X�� �'�1�$��

sljedova poput dijagnostike ribosomske DNA, mitohondrijske DNA i anonimnih lokusa 

���Q�S�U���� �5�)�/�3���� �5�$�3�'�� �L�� �$�)�/�3���� �R�P�R�J�X�ü�L�O�H�� �V�X�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �X�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�F�L�M�L�� �R�E�O�L�ü�D��

korijenovih kvržica. Novija saznanja uglavnom �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���P�R�U�I�R�O�R�ã�N�X���G�H�W�H�U�P�L�Q�D�F�L�M�X���Y�U�V�W�D��

(Castagnone-�6�H�U�H�Q�R���� �������������� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �V�X�� �L�� �L�V�W�U�D�å�Lvanja satelitne DNA u 

�P�H�M�R�W�L�þ�N�L�K���S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�W�V�N�L�K vrsta Meloidgyne hapla (Piotte i sur., 1995) i Meloidogyne 

exigua ���5�D�Q�G�L�Q�J�� �L�� �V�X�U������ ������������ �X�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �X�R�þ�H�Q�D�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�R�J��

�V�O�L�M�H�G�D�� �Q�D�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �N�R�M�H�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�� �L�V�W�R�M�� �Y�U�V�W�L�� �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D��

satelitne DNA kao taksonomskog biljega. 

�1�D�� �W�H�P�H�O�M�X���S�R�G�D�W�D�N�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���F�L�W�R�J�H�Q�H�W�L�þ�N�L�P���P�H�W�R�G�D�P�D���W�H�� �D�Q�D�O�L�]�R�P���L�]�R�H�Q�]�L�P�D��

pretpostavlja se d�D���V�X���G�U�H�Y�Q�L���R�E�O�L�ü�L���N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K���N�Y�U�å�L�F�D���E�L�O�L���D�P�I�L�P�L�N�W�L�þ�N�L���R�U�J�D�Q�L�]�P�L���þ�L�M�L���V�X��

današnji naj�E�O�L�å�L���V�U�R�G�Q�L�F�L�� �D�P�I�L�P�L�N�W�L�þ�N�H���Y�U�V�W�H�����Q�S�U����vrste M. carolinensis i M. megatyla). 

Fakultativni partenogenetski (mejotski) oblici razvili su se iz �D�P�I�L�P�L�N�W�L�þ�N�L�K�� �G�R�N�� �V�X�� �V�H��

obligatorni partenogenetski (mitotski) oblici razvili iz fakultativnih partenogenetskih 

oblika potiskivanjem mejoze tijekom sazrijevanja oocite (Castagnone-Sereno, 2006). 
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Slika 1.2. Shematski prikaz evolucije vrsta roda Meloidogyne (Mg-milijuna godina; Castagnone-

Sereno, 2006) 

 

1.3.2. Sekvenciranje genoma vrste Meloidogyne incognita 

 

�*�H�Q�R�P�� �R�E�O�L�ü�D�� �N�R�U�L�M�H�Q�R�Y�L�K�� �N�Y�U�å�L�F�D�� �Y�U�V�W�H��Meloidogyne incognita sekvenciran je 

2008. godine (Abad i sur., 2008) shotgun metodom. Kod shotgun sekvenciranja DNA se 

�S�R�F�L�M�H�S�D�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�� �Q�D�� �Y�U�O�R�� �P�D�O�H�� �S�U�H�N�O�D�S�D�M�X�ü�H�� �V�H�J�P�H�Q�W�H�� ����-������ �N�E������ �1�D�N�R�Q�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��

primarne strukture dobiju se segmenti duljine oko 500 pb nazvani reads. Ovi segmenti se 

�P�H�W�R�G�R�P�� �D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�J�� �V�O�D�J�D�Q�M�D�� �J�H�Q�R�P�D���� �S�U�H�P�D�� �S�U�L�Q�F�L�S�X�� �S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�D�� �V�O�L�þ�Q�L�K�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L����

slažu u contig-e i supercontig-�H���� �8�� �N�R�Q�W�H�N�V�W�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D�� �J�H�Q�R�P�D�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �S�R�V�W�R�M�H��

veliki problemi u izlaznim analizama povezani s regijama genoma koji posjeduju 

ponovljene sljedove. N�D�U�R�þ�L�W�R�� �M�H�� �W�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�R�� �N�R�G�� �G�X�J�L�K�� �Q�L�]�R�Y�D�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�R�� �S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�K��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$���� �3�U�R�E�O�H�P�L�� �Y�H�ü�� �S�R�þ�L�Q�M�X�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�L�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�D�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�X�� �R�Y�H�� �U�H�J�L�M�H��

�S�U�R�E�O�H�P�D�W�L�þ�Q�H�� �]�D���N�O�R�Q�L�U�Dnje, a onda i na razini slaganja genoma s obzirom da se radi o 

�Y�H�O�L�N�R�P���E�U�R�M�X���Y�U�O�R���V�O�L�þ�Q�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D�����3�O�R�K�O���L���V�X�U������������������ 

Slaganjem genoma vrste M. incognita dobiveno je 2817 supercontig-a ukupne 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H�������� �0�E���� �������� �J�H�Q�R�P�D���V�D�G�U�å�L���X�]�D�V�W�R�S�Q�R�� �L���U�D�V�S�U�ã�H�Q�R���S�R�Q�R�Yljene sljedove (Abad i 

sur., 2008). Sveukupno je detektirano 4�������� ���������� �J�H�Q�R�P�D���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�K��

���K�L�S�R�W�H�W�L�þ�N�L�����D�P�I�L�P�L�N�W�L�þ�N�L predak  

�P�L�W�R�W�L�þ�N�H���S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�W�V�N�H���Y�U�V�W�H �P�H�M�R�W�L�þ�N�H���S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�W�V�N�H���Y�U�V�W�H �D�P�I�L�P�L�N�W�L�þ�N�H���Y�U�V�W�H 

amfimiksija  

�P�H�ÿ�X�Y�U�V�Q�D��
hibridizacija  

43 Mg (?)  

���I�D�N�X�O�W�D�W�L�Y�Q�D�����P�H�M�R�W�L�þ�N�D���S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�]�D 

poliploi dizacija  

�P�L�W�R�W�L�þ�N�D 
partenogeneza  

npr. M. carolinenesis  
 M. microtyla   

npr.  M. chitwoodi  
   M. exigua  

    M. hapla A    

npr. M. arenaria  
        M. hapla B 
        M. incognita  
        M. javanica  
        M. paranaensis  

(obligatorna)  
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�S�R�U�R�G�L�F�D�� �R�G�� �þ�H�J�D�� �R�N�R�� ���� ���� �R�W�S�D�G�D�� �Q�D�� �/�7�5-�U�H�W�U�R�W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�H�� �L�� �W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�H���� �ý�D�N�� ����������

�S�R�U�R�G�L�F�D���Q�H�P�D���X�R�þ�H�Q�D���R�E�L�O�M�H�å�M�D���W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�D���� �,�D�N�R���M�R�ã���Q�L�M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���G�Htaljnija analiza 

�R�Y�L�K���S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D���D�X�W�R�U�L���V�P�D�W�U�D�M�X���G�D���V�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���Y�H�ü�L�P���G�M�H�O�R�P���U�D�G�L���R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

satelitnim DNA. 

 

1.3.3. Evolucija satelitne DNA u vrstama roda Meloidogyne 

 

Vrste roda Meloidogyne dijele "biblioteku" satelitnih DNA koje su ostale 

�V�D�þ�X�Y�D�Q�H�� �X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P�� �V�O�L�M�H�G�X�� �P�H�ÿ�X�� �Y�U�V�W�D�P�D���� �1�D�Y�H�G�H�Q�X��"biblioteku" �V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�M�X��

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �Y�U�O�R�� �V�U�R�G�Q�H�� ���0�(�/�������� �S�R�U�R�G�L�F�D��, �N�D�R�� �L�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �Y�U�O�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H��

DNA (INC, MPA2; �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������ ���������D���� ���������E������ �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L�� �P�R�Q�R�P�H�U�L�K��

sljedova INC satelitne DNA (originalno izolirane iz vrste M. incognita�����L�]���þ�H�W�L�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

mitotske partenogenetske vrste roda Meloidogyne (M. arenaria, M. paranaensis, M. 

incognita, i M. hapla B) pokazalo je �R�þ�X�Y�D�Q�R�V�W navedenih sljedova od �þ�D�N�� ������ �P�L�O�M�X�Q�D��

godina i najvjerojatniju prisutnost u hipotetskom pretku u nepromijenjenom obliku. 

�3�U�H�P�D�� �W�H�R�U�L�M�L�� �X�V�N�O�D�ÿ�H�Q�H�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�H�� �P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �V�O�X�þ�D�M�Q�L�K�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�D�� �L�� �V�H�O�H�N�F�L�M�V�N�R�J��

�S�U�L�W�L�V�N�D�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �N�R�Q�]�H�U�Y�D�F�L�M�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �G�X�J�R�J��

evolucijskog razdoblja (Ohta i Dover, 1984) Za razliku od monomernih nukleotidnih 

�V�O�M�H�G�R�Y�D���� �N�R�M�L�� �Q�L�V�X�� �E�L�O�L�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �L�Q�I�R�U�P�D�W�L�Y�Q�L���� �� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �R�G�V�X�W�Q�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �S�R�U�R�G�L�F�H�� �X�� �J�H�Q�R�P�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Y�U�V�W�H�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �M�H�� �S�U�D�W�L�O�D�� �G�R�� �W�D�G�D�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�H��

filogenetske odnose roda Meloidogyne ���0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U., �������������� �8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�Y�H��

analizirane vrste roda Meloidogyne sadrže MPA1 i MPA2 satelitne DNA. Mitotska 

skupina roda Meloidogyne �N�R�M�X���þ�L�Q�H��vrste M. incognita, M. javanica, M. paranaensis i M. 

hapla B sadrže MARJA i INC satelitnu porodicu �G�R�N���M�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�D�� �'�1�$�� �$�-�/�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D��

samo na vrstu M. incognita i sestrinske vrste M. javanica i M. arenaria. Satelitna DNA 

pMcCo prisutna je samo u mejotskoj partenogenetskoj vrsti M. fallax, a pMhM satelitna 

DNA samo u vrsti M. hapla. Prisutnost odnosno �R�G�V�X�W�Q�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �S�R�U�R�G�L�F�H��

�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �P�R�J�X�ü�L�� �I�L�O�R�J�H�Q�H�W�V�N�L�� �E�L�O�M�H�J�� �N�R�M�L�� �V�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�P�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�V�N�L�P��

�E�L�O�M�H�]�L�P�D���P�R�å�H���S�R�Q�X�G�L�W�L���ã�L�U�X���V�O�L�N�X���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�K���G�R�J�D�ÿ�D�M�D�����0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U������������������ 
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Poznato je da je satelitna DNA glavi sastavni dio centromernog i 

�S�H�U�L�F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D�� ���3�O�R�K�O�� �L�� �V�X�U������ �������������� �3�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �V�X�� �P�Q�R�J�D��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� ���S�H�U�L���F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �P�R�Q�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�K�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �Q�H�P�D��

relevantnih podataka o strukt�X�U�L�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�K�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U����

rasprostranjenost pojedine satelitne porodice kroz populaciju (fiksacija) osigurava se, 

prema molecular drive �P�H�K�D�Q�L�]�P�X���� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�P�� �U�D�]�G�L�R�E�R�P�� �K�R�P�R�O�R�J�Q�L�K�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D��

tijekom spolne reprodukcije. Malo je poz�Q�D�W�R�� �R�� �Q�D�þ�L�Q�L�P�D�� �I�L�N�V�D�F�L�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H��

porodice u partenogenetskih organizama (Dover, 1982, 1986). Iz navedenih razloga vrste 

roda Meloidogyne �Q�D�P�H�ü�X���V�H���N�D�R���S�R�J�R�G�D�Q���P�R�G�H�O�Q�L���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���]�D���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H���G�L�Q�D�P�L�N�H��

satelitnih DNA zbog posjedovanja holocentri�þ�Q�L�K���N�U�R�P�R�V�R�P�D���L���S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�W�V�N�R�J���Q�D�þ�L�Q�D��

razmnožavanja. 

Genom vrste Meloidogyne incognita sekvenciran je 2008. godine (Abad i sur., 

2008) shotgun �P�H�W�R�G�R�P�� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �G�R�� �V�D�G�D�� �R�S�L�V�D�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �Q�D��

razini duljih genomskih slijedova i in silico detekciju novih satelitnih DNA. 

Eksperimentalnim pristupom do sada je opisano sedam porodica satelitnih DNA 

���0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U���������������������������D�������������E�����������������&�D�V�W�D�J�Q�R�Q�H-Sereno i sur., 1998, Piotte i sur., 

1994) u vrstama roda Meloidogyne.  

Cilj prvog dijela rada bilo je istražiti genomsku strukturu INC satelitne DNA 

���3�L�R�W�W�H���L���V�X�U�������������������N�R�M�D���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���Q�D�M�Y�H�ü�H�P���E�U�R�M�X���N�R�S�L�M�D���X���J�H�Q�R�P�X���Y�U�V�W�H��M. incognita. 

�%�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�L�P�� �P�H�W�R�G�D�P�D�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �V�X��contig-zi koji sadrže INC satelitnu DNA iz 

sekevnciranog genoma vrste M. incognita u cilju dobivanja rezultata o strukturi ovih 

monomernih nizova u genomu. Nadalje, flurescencijskom hibridizacijom in situ (FISH) 

cilj je bio utvrditi položaj INC satelitne DNA na kromosomima vrste M. incognita. 

Cilj drugog dijela rada bio j�H���E�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�L�P���P�H�W�R�G�D�P�D���L���N�D�S�O�M�L�þ�Q�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P��

�R�G�U�H�G�L�W�L�� �R�V�Q�R�Y�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �G�R�� �V�D�G�D�� �Q�H�R�S�L�V�D�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �L�]�O�X�þ�H�Q�L�K�� �L�]��

sekvenciranog genoma vrste M. incognita. Nadalje, pretražiti vrste roda Meloidogyne na 

prisutnost novih satelitnih DNA osj�H�W�O�M�L�Y�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �O�D�Q�þ�D�Q�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P��

(PCR, engl. polymerase chain reaction) te hibridizacijskom analizom po Southernu.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIJALI I METODE  



 

 12

3.1. MATERIJALI  

 

3.1.1. Osnovne kemikalije i materijali 

 

�ƒ Tris: Sigma Chemical Company, N�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ �Q�D�W�U�L�M�H�Y���G�R�G�H�F�L�O���V�X�O�I�D�W�����6�'�6�������H�W�L�G�L�M�H�Y���E�U�R�P�L�G�����6�H�U�Y�D���)�H�L�Q�E�L�R�F�K�H�P�L�F�D���&�R�������1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ �U�H�D�J�H�Q�V���]�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H�����5�R�F�K�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ Tween 20: Sigma Chemical Company, SAD 

�ƒ streptavidin �Y�H�]�D�Q���Q�D�����D�O�N�D�O�Q�X���I�R�V�I�D�W�D�]�X�����5�R�F�K�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ pozitivno nabijene najlonske m�H�P�E�U�D�Q�H�����5�R�F�K�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ autoradiografski filmovi, Amersham, Engleska 

�ƒ 5-brom-4-klor-3-indolil-��-D-galaktozid (X-gal), izopropil-��-D-tiogalaktozid (IPTG), 

�ƒ LB-agar: GIBCO BRL, SAD 

�ƒ agaroza: Sigma Chemical Company, SAD 

�ƒ orange G: Sigma Chemical Company, SAD 

�ƒ mar�N�H�U�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� ��GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use", Fermentas, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

�ƒ smjesa dNTP-ova (10 mM svaki) New England BioLabs, SAD 

�ƒ 1mM biotin-dNTP (1 mM dCTP, dGTP, dTTP i 0,84 mM dATP/0,16 mM biotin-

dATP): New England BioLabs, SAD 

�ƒ DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol dihidroklorid): Roche, Njema�þka 

�ƒ DABCO (1,4-diaza[2.2.2]biciklooktan): Sigma Chemical Company, SAD 

�ƒ �5�1�D�]�D���$�����5�R�F�K�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ �S�H�S�V�L�Q�����5�R�F�K�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ dekstran-sulfat: Sigma Chemical company, SAD 

�ƒ avidin-FITC: Vector Laboratories, SAD 

�ƒ �.-avidinbiotin: Vector Laboratories, SAD  

�2�V�W�D�O�H���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H���E�L�O�H���V�X���X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�H���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�H���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H���S���D�����N�Y�D�O�L�W�H�W�H�� 
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3.1.2. Osnovne puferske otopine 

 

�ƒ ELEKTROFORETSKI PUFER-TAE (pH 8,3): 10 mM Tris-HCl, 20 mM Na-acetat, 2 

mM EDTA (puferu se dodaje etidijev bromi�G���G�R���N�R�Q�D�þ�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���R�G����������µg/ml) 

�ƒ DENATURACIJSKI PUFER: 0,4 M NaOH 

�ƒ 20xSSC (pH 7,0): 3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat 

�ƒ PUFER ZA SOUTHERN HIBRIDIZACIJU: 0,25 M fosfatni pufer (pH 7,2), 1 mM 

EDTA (pH 8,0), 20% SDS (w/v), 0,5% reagens za blokiranje (w/v) 

�ƒ PUFER ZA ISPIRANJE SONDE U SOUTHERN HIBRIDIZACIJI: 20 mM Na2HPO4, 

1 mM EDTA, 1% SDS 

�ƒ PUFER 1 (pH 8,0): 0,1 M maleinska kiselina, 3 M  NaCl, 0,3% Tween 20 

�ƒ PUFER 2: reagens za blokiranje otopljen u puferu 1 do koncentracije od 0,01 g/ml 

�ƒ PUFER 3: 0,1 M Tris-HCl (pH 9,5), 0,1 m NaCl 

�ƒ TE PUFER (pH 8,0): 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA 

�ƒ NEUTRALIZACIJSKI PUFER: 0,5 M Tris-HCl (pH 7,4), 1,5 M NaCl 

�ƒ FIKSATIV: octena kiselina:etanol u omjeru 1:3 

�ƒ OTOPINA DAPI-a: DAPI u 2xSSC puferu (2 µg/ml)   

�ƒ OTPINA ANTIFADE REAGENSA: 23,3 mg/ml DABCO, 8% ddH2O (v/v), 2% Tris-

HCl (pH 8,0; v/v), 90% glicerol (v/v) 

�ƒ DENATURACIJSKA OTOPINA: 70% formamid u 2xSSC-u 

�ƒ DeSO4 PUFER: 4xSSC, 20% dekstran-sulfat (v/v), 50 mM natrijev fosfat (pH 7,0) 

�ƒ HIBRIDIZACIJSKI PUFER ZA FISH: 60% deionizirani formamid (v/v), 40% DeSO4 

pufer 

�ƒ PUFER ZA ISPIRANJE SONDE ZA FISH: 50% formamida (v/v) u 2xSSC puferu 

�ƒ 4M PUFER: 5% reagensa za blokiranje (v/v) u 4xSSC puferu 

�ƒ 4T PUFER: 0,05% Tween 20 (v/v) u 4xSSC puferu 
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3.1.3. Kompleti reagencija   

 

�ƒ komplet "DNaeasy Tissue Kit" za izdvajanje DNA iz tkiva; QIAGEN, SAD 

�ƒ komplet "GoTaq Flexi DNA Polymerase�����]�D���O�D�Q�þ�D�Q�X���U�H�D�N�F�L�M�X���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����3�&�5����engl. 

polymerase chain reaction) koji sadržava: Taq polimerazu (5 U/µl), 5x koncentrirani 

GoTaq Flexi pufer i 25 mM MgCl2; Promega, SAD 

�ƒ �N�R�P�S�O�H�W�� ���4�,�$�T�X�L�F�N�� �*�H�O�� �(�[�W�U�D�F�W�L�R�Q�� �.�L�W���� �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �'�1�$�� �L�]�� �D�J�D�U�R�]�Q�R�J�� �J�H�O�D����

QIAGEN, SAD 

�ƒ komplet "QIAquick PCR Purification Kit" �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�H����

QIAGEN, SAD 

�ƒ kompleti restrikcijskih endonukleaza HindII i DraI sa puferima za restrikcijsku analizu, 

�)�H�U�P�H�Q�W�D�V�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ komplet "pGEM-T Easy Vector System" za kloniranje produkata PCR-a koji sadržava: 

plazmidni vektor pGEM-T (50 ng/µl), enzim T4 DNA ligazu i pufer za T4 DNA ligazu; 

Promega, SAD 

�ƒ komplet "QIAGEN Plasmid Mini Kit" za izolaciju plazmidne DNA; QIAGEN, SAD 

�ƒ komplet "CDP-Star, ready to use" za detekciju signala koji sadržava: 25x koncentrirani 

pufer i otopinu kemiluminiscentnog supstrata za alkalnu fosfatazu (CDP-Star); Roche, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D 

�ƒ �N�R�P�S�O�H�W���N�R�P�S�H�W�H�Q�W�Q�L�K���'�+���.���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q�����6�$�' 

  

3.1.4. Plazmidni vektor 

 

Produkti PCR reakcije klonirani su u pGEM-T plazmidni vektor iz kompleta 

"pGEM-T Easy Vector System". Taq polimeraza ostavlja na 3' krajevima umnoženih 

�R�G�V�M�H�þ�D�N�D�� �G�$�0�3�� �N�R�M�L�� �V�H�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R�� �V�S�D�U�X�M�H�� �V�� �G�7�7�3�� �Q�D�� ���
�� �N�U�D�M�H�Y�L�P�D�� �Y�H�N�W�R�U�D�� �ã�W�R��

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �G�L�U�H�N�W�Q�X�� �O�L�J�D�F�L�M�X�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �3�&�5-a. Ovakva se vrsta kloniranja u plazmidne 

konstrukte s 3' slobodnim dTTP-om naziva AT-kloniranje. 

pGEM-T vektor sadrži gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin (ampr) što 

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �V�H�O�H�N�F�L�M�X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�H�� �S�*�(�0-�7�� �S�O�D�]�P�L�G�R�P���� �7�D�N�R�ÿ�H�U����

sadrži i lacZ gen koji k�R�G�L�U�D�� �]�D�� �H�Q�]�L�P�� ��-�J�D�O�D�N�W�R�]�L�G�D�]�X�� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �S�O�D�Y�R-bijelu 
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�V�H�O�H�N�F�L�M�X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� �V�� �S�O�D�]�P�L�G�R�P�� �N�R�M�L�� �L�P�D�M�X�� �X�J�U�D�ÿ�H�Q�L�� �'�1�$�� �R�G�V�M�H�þ�D�N�� �R�G��

interesa. 

 

3.1.5. Bakterijski soj i hranjive podloge za uzgoj bakterija 

 

Za umnažanje plazmida korištene su kompetentne bakterijske stanice vrste 

Escherichia coli �V�R�M�D�� �'�+���.���� �,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q�H���� �%�D�N�W�H�U�L�M�H�� �V�X�� �X�]�J�D�M�D�Q�H�� �Q�D�� �W�H�N�X�ü�R�M�� �L�� �N�U�X�W�R�M�� �/�%��

(Lurija-�%�H�U�W�D�Q�L���� �S�R�G�O�R�]�L���� �7�H�N�X�ü�D�� �S�R�G�O�R�J�D�� �M�H�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���� ������ �J�� �E�D�N�W�R�W�U�L�S�W�R�Q�D���� ���� �J��

�N�Y�D�ã�þ�H�Y�R�J���H�N�V�W�U�D�N�W�D���W�H���������J���1�D�&�O-a u 1 l dH2O. Za dobivanje krute LB �S�R�G�O�R�J�H���X���W�H�N�X�ü�X��

�/�%�� �S�R�G�O�R�J�X�� �G�R�G�D�Q�� �M�H�� �D�J�D�U�� �G�R�� �N�R�Q�D�þ�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �R�G�� ������ �J���O���� �=�D�� �V�H�O�H�N�F�L�M�X��

�W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�� �D�P�S�L�F�L�O�L�Q�� �þ�L�M�D�� �M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �X�� �S�R�G�O�R�]�L��

iznosila 0,1 mg/ml. Za plavo-bijelu selekciju bakterija s rekombinantnim plazmidnim 

vektorom na krutu LB podlogu dodano je 50 µl X-gal otopine (20 mg/ml u 

dimetilformamidu) i 50 µl otopine IPTG-a (100 mM). 

 

3.1.6.  �8�U�H�ÿ�D�M�L 

 

�=�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�� �X�U�H�ÿ�D�M�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �X�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�P�� �U�D�G�X�� �V�X���� �3�&�5�� �X�U�H�ÿ�D�M��

(2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems), sustav za elektroforezu (Biorad), UV 

transiluminator sa sustavom za snimanje agaroznih gelova (G:BOX, Syngene), stolna 

�P�L�N�U�R�F�H�W�U�L�I�X�J�D�����(�S�S�H�Q�G�R�U�I�������K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�D���S�H�ü�Q�L�F�D�����2�9�������%�L�R�P�H�W�U�D�������X�U�H�ÿ�D�M���]�D���N�D�S�O�M�L�þ�Q�X��

analizu (Minifold I Dot-Blotter), termoblok, vodena kupelj, tresilica, termostatski 

inkubator, fluorescencijski mikroskop Olympus BX51 s filterima za plavu (DAPI) i 

zelenu (flurescein) boju i digitalna kamera Olympus DP70.  

. 

3.1.7. Životinjski materijal  

 

Organizmi roda Meloidogyne �X�]�J�R�M�H�Q�L�� �V�X�� �Q�D�� �U�D�M�þ�L�F�Dma (Solanum lycopersicum 

cv. Saint Pierre) u stakleniku na 20°C u Laboratoriju za istraživanje interakcija nematoda 

i biljaka u Sophia Antipolisu, Francuska. Jaja i juvenilne jedinke su sakupljene iz  

zaraženog korijenja prema protokolu opisanom u Castagnone-Sereno i sur., 2000. 
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3.2. METODE  

 

3.2.1. �%�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���'�1�$��sljedova 

 

 �.�R�U�L�V�W�H�ü�L���S�R�G�D�W�N�H�� �V�D�� �P�U�H�å�Q�H�� �V�W�U�D�Q�L�F�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�R�J�� �J�H�Q�R�P�D�� �Y�U�V�W�H��Meloidogyne 

incognita (http://meloidogyne.toulouse.inra.fr/cgi-bin/consortium/meloidogyne.cgi) 

���$�E�D�G�� �L�� �V�X�U������ ������������ �E�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�D�U�L�� �N�R�Q�]�R�U�F�L�M�D�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �J�H�Q�R�P�D vrste M. incognita 

�S�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �5�H�S�H�D�W�� �6�F�R�X�W�� ���3�U�L�F�H�� �L�� �V�X�U������ ������������ �L�� �7�D�Q�G�H�P�� �5�H�S�H�D�W�� �)�L�Q�G�H�U�� ���%�H�Q�V�R�Q����

������������ �L�]�O�X�þ�L�O�L�� �V�X��contig-e koji sadrže uzastopno ponovljene sljedove. Kako se radi o 

�V�X�U�D�G�Q�L�þ�N�R�P���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X, rezultati njihove analize mogli su biti korišteni kao osnova za 

daljnju analizu koja je opisana u ovom radu. Uzastopno ponovljeni sljedovi dobiveni su u 

FASTA formatu te su �Q�D�M�S�U�L�M�H���R�E�U�D�ÿ�H�Q�L���S�U�R�J�U�D�P�R�P���:�L�Q�.�6�$�����5�R�V�D�Q�G�L�ü���L���V�X�U�������������������N�R�M�L��

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �U�H�]�D�Q�M�H�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�R�� �S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�Q�H��jedinice ponavljanja 

(monomere).  

Program BioEdit (Hall, 1999) korišten je za analize nukleotidnih sljedova poput: 

sravnjivanja slj�H�G�R�Y�D���� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�J�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �V�O�L�M�H�G�D����izdvajanje konsenzusa 

�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K�� �V�O�L�M�H�G�R�Y�D�� �L�W�G���� �'�1�$�V�S�� �S�U�R�J�U�D�P�R�P�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W��

unutar satelitnih porodica (Rozas i sur., 1999). DNAStar program (DNAStar, Inc., 

Madison, WI) je korišten za odstranjivanja nukleotidnog slijeda plazmidne DNA te za 

analizu nukleotidnih sljedova dot plot-om kako bi se utvrdilo uzastopno ponavljanje. 

 

3.2.2. Izolacija genomske DNA iz organizama 

 

Genomska DNA iz pojedine vrste roda Meloidogyne izolirana je iz 100-200 �—�O��

jaja koris�W�H�ü�L�� ���'�1�D�H�D�V�\�� �7�L�V�V�X�H�� �.�L�W���� �S�U�H�P�D�� �X�S�X�W�D�P�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���� �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

�J�H�Q�R�P�V�N�H�� �'�1�$�� �X�� �H�O�X�D�W�X�� �S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�D�� �M�H�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �V�� �'�1�$�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� ����-

DNA koncentracije 50 ng/µl) nakon elektroforeze na 1% agaroznom gelu. 
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3.2.3. �/�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����3�&�5)  

P�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���X���J�H�Q�R�P�L�P�D���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���Y�U�V�W�D���U�R�G�D��Meloidogyne 

�X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�D���M�H���O�D�Q�þ�D�Q�R�P���U�H�D�N�F�L�M�R�P polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction) 

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���V�D�W�H�O�L�W�Q�L���V�O�L�M�H�G���L���J�H�Q�R�P�V�N�X���'�1�$���S�R�M�H�G�L�Q�H���Y�U�V�W�H��

kao kalup. 

 

3.2.3.1. �.�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D 

 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �]�D�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� ���5������

�5�������5�������5�������N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q�H���V�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���P�U�H�å�Q�L���S�U�R�J�U�D�P���3�U�L�P�H�U��������http://frodo.wi.mit.edu/) 

na temelju konzensusnog slijeda monomera pojedinih satelitnih DNA. Odabrane su 

�V�O�M�H�G�H�ü�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� 

R1L 5’-GGCTATCTCTTTATTAACCATGGAA-3’ 

R1R 5’-TTTGCTGGTAGGCATATTTTATTT-3’ 

R5L 5’-CTACTATTGAATAACTTAATGG-3’ 

R5R 5’-TGATGCCAAAAATGAAGTATATCG-3’ 

R7L 5’-CCAAAATTTAAGAG GGAC-3’ 

R7R 5’-GGAATAACCGTTTGTAGACC-3’ 

R8L 5’-CTAGTAATGTATTCGAATTCG-3’ 

R8R 5’-AAATATGGCACTAATAATTTTGAC -3’ 

 �3�U�R�F�M�H�Q�D�� �þ�L�V�W�R�ü�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J�� �X�]�R�U�N�D�� �J�H�Q�R�P�V�N�H�� �'�1�$�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�D�� �M�H�� �6�&�$�5��(engl. 

sequence-characterized amplified region) analizom (Zijlstra i sur, 2000). Kontaminacija 

�S�R�M�H�G�L�Q�R�J���X�]�R�U�N�D���J�H�Q�R�P�V�N�H���'�1�$���G�U�X�J�R�P���Y�U�V�W�R�P���R�W�N�U�L�Y�D�Q�D���M�H���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���6�&�$�5���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��

�N�R�M�H���X�P�Q�D�å�D�M�X�� �S�R�O�L�P�R�U�I�Q�H�� �'�1�$�� �R�G�V�M�H�þ�N�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �V�D�P�R�� �]�D�� �M�H�G�Q�X�� �Y�U�V�W�X���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X��

�2�3�%������ �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �]�D�� �J�H�Q�R�P�V�N�X�� �'�1�$�� �Y�U�V�W�H��M. incognita �V�O�M�H�G�H�ü�H�J��

nukleotidnog slijeda: 

L(inc) 5'-CTCTGCCCAATGAGCTGTCC-3' 

R(inc) 5'-CTCTGCCCTCACATTAAG -3' 
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3.2.3.2. PCR reakcijska smjesa i uvjeti reakcije 

 

Umnažanje satelitnih sljedova PCR-om provedeno je u ukupnom volumenu 

reakcijske smjese od 25 µl koja je sadržavala: 1xPCR pufer, 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM 

smjesu dNTP-a, 1,5 U Taq polimeraze (GoTaq Flexi), 0,4 µM specifi�þ�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���L��������

�Q�J�� �J�H�Q�R�P�V�N�H�� �'�1�$���� �3�U�R�J�U�D�P�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�D�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�R�� �M�H�� �S�U�H�G�G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�R�P�� ���� �P�L�Q���� �Q�D��

94°C, nastavljao se s 30 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacije 30 s na 94°C, 

�V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���V���K�R�P�R�O�R�J�Q�L�P���V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D���������V���Q�D�������ƒ�&���L���S�U�R�G�X�O�M�L�Y�D�Q�M�D���O�D�Q�F�D���������V���Q�D��

72°C, a završno produljivanje lanca bilo je 10 min. na 72°C. Završno produljenje lanca  u 

trajanju od 10 minuta je osiguralo dodatak dAMP-�D���Q�D�����
���N�U�D�M�X���R�G�V�M�H�þ�Na. 

�3�&�5���X���V�O�X�þ�D�M�X���6�&�$�5���D�Q�D�O�L�]�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q���M�H���X���X�N�X�S�Q�R�P���Y�R�O�X�P�H�Q�X���U�H�D�N�F�L�M�V�N�H���V�P�M�H�V�H��

od 10 µl koja je imala isti sastav kao prethodno opisana. Program umnažanja prilikom 

SCAR �D�Q�D�O�L�]�H���]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�R���M�H���S�U�H�G�G�H�Q�W�X�U�D�F�L�M�R�P�������P�L�Q�����Q�D�������ƒ�&�����Q�D�V�W�D�Y�O�M�D�R���V�H���V���������F�L�N�O�X�V�D��

koji �V�X�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�D�O�L�� �R�G���� �G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H�� ������ �V�� �Q�D�� �����ƒ�&���� �V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �V�� �K�R�P�R�O�R�J�Q�L�P��

sljedovima 30 s na 61°C i produljivanja lanaca 1 min. na 72°C, a završno produljivanje 

lanca bilo je 7 min. na 72°C. 

Produkti PCR-�D�� �V�X�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�X�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��komplet "QIAquick 

�3�&�5���3�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���.�L�W�����S�U�H�P�D���X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

 

3.2.4. Elektroforetsko razdvajanje fragmenata DNA u agaroznom gelu 

 

Satelitne DNA umnožene PCR-om ili produkti razgradnje restrikcijskim 

endonukleazama razdvajani su na 1% agaroznom gelu. Gel je pripremljen otapanjem 

agaroze u elektroforetskom puferu-TAE koji je sadržavao etidijev bromid u koncentraciji 

0,5 µg/ml. Elektroforeza se odvijala u istom puferu u elektri�þ�Q�R�P���S�R�O�M�X���M�D�N�R�V�W�L������ �9���F�P������

�9�H�O�L�þ�L�Q�D�� �U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�D�� �M�H�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �V biljegom �]�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�X�� �'�1�$��

�R�G�V�M�H�þ�N�D "Gene Ruler DNA Ladder Mix, ready-to-use".  
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3.2.5. Analiza restrikcijskim endonukleazama 

 

Produkti PCR-a (satelitni sljedovi) podvrgnuti su dodatnoj analizi restrikcijskim 

�H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D�P�D���� �3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�R�G�X�N�W�L�� �3�&�5-a analizirani su restrikcijskim enzimima 

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �N�R�P�S�O�H�W�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K�� �H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D��HindII i DraI (sadrže vlastiti 10xTango 

�S�X�I�H�U�����S�U�H�P�D���X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

 

3.2.6. AT-kloniranje i transformacija kompetentnih bakterijskih stanica  

 

Produkti PCR-�D�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�L�� �]�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H klonirani su u pGEM-T plazmidni 

�Y�H�N�W�R�U�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �$�7-kloniranje. �5�H�D�N�F�L�M�D�� �O�L�J�D�F�L�M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �N�R�P�S�O�H�W��

"pGEM-�7���(�D�V�\���9�H�F�W�R�U���6�\�V�W�H�P�����S�U�H�P�D���X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

Kompetentne stanice vrste Escherichia coli �V�R�M�D���'�+���.���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�H���V�X���S�*�(�0-

T vektorom metodom temperaturnog šoka. U 50 µl otopine kompetentnih stanica na ledu 

dodano je 2 µl ligacijske smjese i inkubirano 30 min. na ledu. Temperaturni šok je 

postignut  inkubacijom smjese kompetentnih stanica i ligacijske smjese 20 s pri 37°C te 

ponovni�P���Y�U�D�ü�D�Q�M�H�P���V�P�M�H�V�H���Q�D���O�H�G�������P�L�Q�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���U�H�J�H�Q�H�U�L�U�D�Q�H���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P����������µl 

LB medija i inkubacijom na 37°C 1 sat. Nadalje, bakterije su nacijepljene na selektivnu 

LB podlogu s ampicilinom kojoj je dodan X-gal i IPTG. 

  

3.2.7. PCR na bakterijskim kolonijama 

 

Korištenje pGEM-�7�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�R�J�� �Y�H�N�W�R�U�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �S�O�D�Y�R-bijelu selekciju 

�N�R�O�R�Q�L�M�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����N�D�N�R���E�L���V�H���R�G�U�H�G�L�O�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D���X�J�U�D�ÿ�H�Q�R�J���R�G�V�M�H�þ�N�D��provodio se PCR na 

bakterijskim kolonijama. Sterilnim nastavkom dotakne se bakterijska kolonija te se uroni 

u 5 µl mQ H2O. Uzorak �V�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�� �X�� �3�&�5�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �S�U�L�� �����ƒ�&�� ������ �P�L�Q���� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�D��

provodi se u volumenu od 5 µl reakcijske smjese koja sadrži: 1xPCR pufer, 2,5 mM 

MgCl2, 0,2 mM smjesu dNTP-a, 0,5 U Taq polimeraze (GoTaq Flexi), 0,4 µM M13F i 

�0�����5�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�L�K�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L�� ��������µl prethodno pripremljene suspenzije bakterija. 

�3�U�R�J�U�D�P���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�R���M�H���S�U�H�G�G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�R�P������ �P�L�Q�����Q�D�������ƒ�&���� �Q�D�V�W�D�Y�O�M�D�R���V�H���V��������

�F�L�N�O�X�V�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�D�O�L�� �R�G���� �G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H�� ������ �V�� �Q�D�� �����ƒ�&���� �V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� ������ �V���Q�D��
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58°C i produljivanja lanca 30 s na 72°C, a završno produljivanje lanca bilo je 7 min. na 

72°C. 

Produkti PCR-a na bakterijskim kolonijama analizirani su na 1% agaroznom gelu. 

�.�R�O�R�Q�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�H�� �R�G�V�M�H�þ�N�H�� �å�H�O�M�H�Q�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �X�]�J�R�M�H�Q�H�� �V�X�� �X�� ���� �P�O�� �W�H�N�X�ü�H�� �/�%��

selektivne podloge s ampicilinom �S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���R�G�������ƒ�&���X���W�U�H�V�L�O�L�F�L���� 

 

3.2.8. Izolacija plazmidne DNA 

 

�%�D�N�W�H�U�L�M�H���V���X�J�U�D�ÿ�H�Q�L�P���å�H�O�M�H�Q�L�P���R�G�V�M�H�þ�N�R�P���N�R�M�H���V�X���X�]�J�R�M�H�Q�H���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D���W�H�N�X�ü�R�M��

�/�%���S�R�G�O�R�]�L���R�E�R�U�H�Q�H���V�X���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P���� �3�O�D�]�P�L�G�Q�D���'�1�$�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�D�� �M�H���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���N�R�P�S�O�H�W��

"QIAGEN Plasmid M�L�Q�L���.�L�W�����S�U�H�P�D���X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

 

3.2.9. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���V�O�L�M�H�G�D���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$ 

 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�O�L�M�H�G�D�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �R�E�D�Y�O�M�H�Q�R�� �M�H���X�� �0�D�F�U�R�J�H�Q�H�� �V�H�U�Y�L�V�X��

�]�D���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�����.�R�U�H�M�D�����V���S�O�D�]�P�L�G�Q�L�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���7���� 

 

3.2.10. Hibridizacijska analiza po Southernu 

 

Hibridizacijska analiza po Southernu korištena je kako bi se dobila dodatna potvrda 

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�R�J�� �V�O�L�M�H�G�D�� �X�� �J�H�Q�R�P�L�P�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �W�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

�R�W�N�O�R�Q�L�O�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���S�R�V�W�R�M�D�Q�M�D�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �V�D�W�H�O�L�W�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�J�X�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L��

PCR-om. 

 

3.2.10.1. Obilježavanje sondi 

 

 �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���V�R�Q�G�H���]�D���K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�X���D�Q�D�O�L�]�X���S�R���6�R�X�W�K�H�U�Q�X���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H���V�X���E�L�R�W�L�Q-16-

dUTP-om PCR-om. Reakcijska smjesa ukupnog volumena 50 µl sadržavala je: 1xPCR 

pufer, 2,5 mM MgCl2, 0,1mM biotin-dNTP-ovi 5 U Taq polimeraze (GoTaq Flexi), 0,4 

µM specifi�þ�Q�L�K�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L�� ������ �Q�J�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�R�G�X�N�W�D�� �3�&�5-a (umnoženih satelitnih 

sljedova iz genomske DNA vrste M. incognita������ �3�U�R�J�U�D�P�� �X�P�Q�D�å�D�Q�M�D�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�R�� �M�H��



 

 21

preddenaturacijom 3 min. na 94°C, nastavljao se s 30 ciklusa koji su se sastojali od: 

�G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���������V���Q�D�������ƒ�&�����V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���V���K�R�P�R�O�R�J�Q�L�P���V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D���������V���Q�D�������ƒ�&���L��

polimerizacije 30 s na 72°C, a završavao je polimerizacijom 10 min. na 72°C. 

 

3.2.10.2. Predhibridizacija, hibridizacija i detekcija  

 

 Nakon razdvajanja produkata PCR-a na 1% agaroznom gelu uslijedio je 

kapilarni prijenos na pozitivno nabijene najlonske membrane koji se provodi u 

denaturacijskom puferu �S�U�H�N�R���Q�R�ü�L�����7�L�M�H�N�R�P���S�U�R�O�D�]�D���N�U�R�]���J�H�O���O�X�å�Q�D�W�L��denaturacijski pufer 

�G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�� �R�G�V�M�H�þ�N�H�� �'�1�$�� �W�H�� �S�U�H�Q�R�V�L�� �N�D�S�L�O�D�U�Q�L�P�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�R�P�� �Q�H�J�D�W�Lvno nabijene 

�M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�H�� �R�G�V�M�H�þ�N�H�� �'�1�$��na pozitivno nabijenu najlonsku membranu. Nakon 

prijenosa membrana je isprana u 2xSSC puferu, osušena na zraku i DNA je dodatno 

�I�L�N�V�L�U�D�Q�D���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�X���S�H�þ�H�Q�M�H�P���Q�D���������ƒ�&������-30 min. 

 Predhibridizacija, hibridizacija i ispiranje membrana odvijalo se u staklenim 

�Y�D�O�M�F�L�P�D�� �X�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�R�M�� �S�H�ü�Q�L�F�L���� �3�U�H�G�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�D�� �V�H�� �R�G�Y�L�M�D�O�D�� ������-2 sata na 68°C u 

puferu za Southern hibridizaciju. DNA sonda je denaturirana na 100°C 10 min. 

�+�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�D���V�H���R�G�Y�L�M�D�O�D���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���X��puferu za Southern hibridizaciju koji je sadržavao 

DNA sondu u koncentraciji 10-20 ng/ml. Nakon hibridizacije su membrane su isprane 

3x20 min. u puferu za ispiranje sonde na 65°C. 

 �'�H�W�H�N�F�L�M�D���V�H���R�G�Y�L�M�D�O�D���X���S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�P���N�D�G�L�F�D�P�D���X�]���S�U�R�W�U�H�V�D�Q�M�H���Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�L���S�U�L���V�R�E�Q�R�M��

temperaturi. Membrane su isprane u puferu 1 5 min., te inkubirane u puferu 2 60 min. 

Inkubacija membrana sa streptavidinom vezanim na alkalnu fosfatazu (0,75 U/µl) u 

puferu 2 ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �V�W�U�H�S�W�D�Y�L�G�L�Q�D�� �X�� �S�X�I�H�U�X������ �� ������������������ �W�U�D�M�D�O�D�� �M�H�� ������ �P�L�Q���� �6�O�L�M�H�G�L�O�R�� �M�H��

ispiranje membrana 5x10 min. u puferu 1 te inkubacija 2x5 min. u puferu 3. 

�.�H�P�L�O�X�P�L�Q�L�V�F�H�Q�W�Q�D���G�H�W�H�N�F�L�M�D���V�L�J�Q�D�O�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���N�R�P�S�O�H�W�����&�'�3-Star, ready to 

�X�V�H���� �S�U�H�P�D�� �X�S�X�W�D�P�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� ���&�'�3-Star �M�H�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�� �X�� �Y�O�D�V�W�L�W�R�P�� �S�X�I�H�U�X�� �X�� �R�P�M�H�U�X��

1:100). Nakon kemiluminiscentne detekcije membrane su izložene autoradiografskim 

�I�L�O�P�R�Y�L�P�D���� �$�X�W�R�U�D�G�L�R�J�U�D�I�V�N�L�� �I�L�O�P�R�Y�L�� �V�X�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�L�� �X�� �I�R�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �U�D�]�Y�L�M�D�þ�X�� �G�R��

pojavljivanja signala i fiksirani u fotografskom fiksiru. 
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3.2.11. �.�D�S�O�M�L�þ�Q�D���D�Q�D�O�L�]�D 

 

�.�D�S�O�M�L�þ�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� ���H�Q�J�O����dot-blot) �M�H�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�D�� �P�H�W�R�G�D�� �N�R�M�R�P�� �V�H�� �X�W�Y�U�ÿ�X�M�H��

udio pojedinog nukleotidnog slijeda u ukupnoj genomskoj DNA nekog organizma. 

Korištena je kako bi se utvrdio približni udio pojedinog satelitnog slijeda u genomu vrste 

Meloidogyne incognita. 

Uzorci genomske DNA vrste Meloidogyne incognita �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P��

koncentracijama u TE �S�X�I�H�U�X���G�R���N�R�Q�D�þ�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D���R�G����������µl. Denaturacija uzoraka je 

�L�]�Y�U�ã�H�Q�D������ �P�L�Q�����Q�D���������ƒ�&���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���X�]�R�U�F�L���V�W�D�Y�O�M�H�Q�L���Q�D���O�H�G���a���P�L�Q���� �8�]�R�U�F�L���V�H���N�U�D�W�N�R��

centrifugiraju kako bi se obor�L�R���V�D�G�U�å�D�M�� �V�D���þ�H�S�D�� �W�H���L�P���V�H���G�R�G�D�M�H�� ��������µl 20xSSC pufera. 

�1�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� �Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �M�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �X�U�H�ÿ�D�M�� �]�D�� �N�D�S�O�M�L�þ�Q�X�� �D�Q�D�O�L�]�X��

(Minifold I Dot-�%�O�R�W�W�H�U�������)�L�O�W�H�U���S�D�S�L�U���M�H���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q���Q�D���G�R�Q�M�L���G�L�R���X�U�H�ÿ�D�M�D�����P�H�P�E�U�D�Q�D���S�U�H�N�R��

�Q�M�H�J�D���� �D�� �V�Y�H�� �M�H�� �X�þ�Y�U�ã�ü�H�Q�R�� �K�Y�D�W�D�O�M�N�D�P�D�� �V�D�� �V�W�U�D�Q�H�� �L�� �S�U�L�N�O�M�X�þ�H�Q�R�� �Q�D�� �Y�D�N�X�X�P�� �V�L�V�D�O�M�N�X���� �8��

pojedine jažice naneseni su uzorci koji su usisani na pozitivno nabijenu najlonsku 

�P�H�P�E�U�D�Q�X�����0�H�P�E�U�D�Q�D���V�H���R�V�X�ã�L���Q�D���]�U�D�N�X���W�H���V�H���S�H�þ�H������-30 min. na 120°C kako bi se DNA 

fiksirala. Nakon fiksiranja membrana je inkubirana u denaturacijskom puferu 5-10 min. 

�Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �V�O�L�M�H�G�L�O�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���X��neutralizacijskom puferu 3x5 min. Daljnji postupci 

�S�U�H�G�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H���� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H���� �L�V�S�L�U�D�Q�M�D�� �L�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �M�H�G�Q�D�N�L�� �V�X�� �N�D�R�� �L�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

hibridizacijske analize po Southernu. 
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3.2.12. Fluorescencijska hibridizacija in situ (FISH) 

 

3.2.12.1. �3�U�L�S�U�H�P�D���F�L�W�R�J�H�Q�H�W�L�þ�N�L�K���S�U�H�S�D�U�D�W�D 

 

Kromosomski preparati pripremljeni su iz juvenilnog stadija vrste Meloidogyne 

incognita nakon izolacije organizama iz korijenovih kvržica u 0,9% otopini NaCl-a. 

P�U�R�Y�H�G�H�Q�� �M�H�� �K�L�S�R�W�R�Q�L�þ�Q�L�� �ã�R�N�� �X�� ������ �P�0�� �R�W�R�S�L�Q�L�� �.�&�O-�D�� ������ �P�L�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �V�O�L�M�H�G�L�O�D��

fiksacija u fiksativu 10 min. Preparati su pripremljeni squash tehnikom u 45%-tnoj 

�R�W�R�S�L�Q�L���R�F�W�H�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���V�O�L�M�H�G�L�O�R���V�P�U�]�D�Y�D�Q�M�H���X���W�H�N�X�ü�H�P���G�X�ã�L�N�X�� 

 

3.2.12.2. Postupak hibridizacij e in situ  

 

Fluorescencijska hibridizacija in situ provedena je prema �U�D�Q�L�M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�P��

�S�U�R�W�R�N�R�O�X�����/�L�F�K�W�H�U���L���&�U�D�P�H�U�����������������X�]���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���S�U�H�L�Q�D�N�H�����6�Y�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���W�H���G�L�R���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D��

proveden je u staklenim posudama za predmetna stakalca Coplin jar. 

Preparati su tretirani RNazom A (100 µg/ml u 2xSSC) 1 sat na 37°C, a potom 

pepsinom (100 µg/ml pepsina u 10 mM HCl-u) 10 min. na 37°C. Dehidracija preparata 

provedena je prolaskom kroz seriju hladnih etanola (70%�:�������:������������ ���� �P�L�Q���� �V�Y�D�N�L����

�Q�D�N�R�Q���þ�H�Ja je slijedila denaturacija u denaturacijskoj otopini 2 min. na 70°C. Preparati su 

ponovno dehidrirani prolaskom kroz seriju hladnih etanola (70%�:�������:������������ ���� �P�L�Q����

svaki). 

Sonde koje su korištene u FISH-u obilježene su PCR-om biotin-16-dUTP-om kao 

što je objašnjeno u poglavlju 3.2.10.1. 100 ng liofilizirane DNA sonde otopljeno je u 10 

µl hibridizacijske otopine �W�H���M�H���G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�Q�R�������P�L�Q�����Q�D�������ƒ�&�����6�R�Q�G�H���V�X���R�K�O�D�ÿ�H�Q�H���Q�D���O�H�G�X���L��

�Q�D�Q�H�V�H�Q�H���Q�D���N�U�R�P�R�V�R�P�V�N�H���S�U�H�S�D�U�D�W�H�����+�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�D���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L��

na 37°C u vlažnoj komorici. 

Posthibridizacijsko ispiranje kromosomskih preparata provedeno je u otopini za 

ispiranje 3x5 min. na 37°C. Imunodetekcija je provedena upotrebom avidin-FITC-�D�� �L���.-

avidinbiotin-�D���� �1�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �V�L�J�Q�D�O�L�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� �S�U�H�Sarata u 4M puferu 30 

�P�L�Q�����Q�D�������ƒ�&���X���Y�O�D�å�Q�R�M�� �N�R�P�R�U�L�F�L���Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H���V�O�L�M�H�G�L�O�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���X��4M puferu koji je 

sadržavao avidin-�)�,�7�&�� �X�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�X�� �������������� �,�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� �S�U�H�S�D�U�D�W�D�� �X�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�P���.-
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avidinbiotin-u u 4M puferu (1:100) te naknadna inkubacija u razrij�H�ÿ�H�Q�R�P���D�Y�L�G�L�Q-FITC-u u 

4M puferu (1:2000) osiguravala je amplifikaciju signala. Inkubacije u avidin-FITC-�X���L���.-

avidinbiotin-�X���S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���V�X���������P�L�Q�����Q�D�������ƒ�&���G�R�N���V�X���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D��

u 4T puferu 3x5 min.  

Kromosomski preparati su završno dehidrirani prolaskom kroz seriju hladnih 

etanola (70%�:�������:������������ ���� �P�L�Q���� �V�Y�D�N�L���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �X�V�O�L�M�H�G�L�O�R�� �E�R�M�D�Q�M�H�� �X��otopini 

DAPI-a te nakon sušenja uklapanje u otopinu antifade reagensa. 

Mikroskopiranje je provedeno na Olympus BX51 flurescencijskom mikroskopu 

uz korištenje filtera za plavu (DAPI) i zelenu (flurescein) boju. Signali su fotografirani 

�G�L�J�L�W�D�O�Q�R�P�� �N�D�P�H�U�R�P�� �2�O�\�P�S�X�V�� �'�3������ �V�S�R�M�H�Q�R�P�� �Q�D�� �U�D�þ�X�Q�D�O�R���� �6�O�L�N�H�� �V�X�� �L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�H�� �X��

programu Adobe Photoshop 7.0. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI  
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4.1. ANALIZA INC SATE LITNE DNA U VRSTI M. incognita 

 

4.1.1. Analiza in silico INC satelitne DNA 

 

INC satelitna DNA izolirana je iz vrste M. incognita kloniranjem nakon restrikcije 

�F�M�H�O�R�N�X�S�Q�H�� �J�H�Q�R�P�V�N�H�� �'�1�$�� �W�H�� �V�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�O�M�H�G�R�Y�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� ��Piotte i sur., 

1994������ �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �R�G�U�H�ÿ�Hna je duljina monomera od 312 pb i udio INC satelitne DNA u 

�J�H�Q�R�P�X�� �N�R�M�L�� �L�]�Q�R�V�L�� �þ�D�N�� ������������ �.�D�N�R�� �M�H�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�� �J�H�Q�R�P�� �Y�U�V�W�H��M. 

incognita �R�P�R�J�X�ü�H�Q�D�� �M�H�� �R�S�V�H�å�Q�L�M�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �R�Y�L�K�� �V�O�L�M�H�G�R�Y�D�� �X�� �J�H�Q�R�P�X���� �3�L�W�D�Q�M�H�� �N�R�M�H�� �V�H��

�Q�D�P�H�ü�H���X���X�Y�M�H�W�L�P�D��shotgun sekvenciranja, kakvo je provedeno kod vrste M. incognita,  je 

da li je automatsko slaganje genoma (engl. assembly) uzastopno ponovljenih sljedova 

�Y�M�H�U�R�G�R�V�W�R�M�Q�R�����V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�H���U�D�G�L���R���Y�U�O�R���V�O�L�þ�Q�L�P���V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D���N�R�M�L���V�H���X���J�H�Q�R�P�X���S�R�M�D�Y�O�M�X�M�X��

u velikom broju kopija i na raz�O�L�þ�L�W�L�P�� �S�R�]�L�F�L�M�D�P�D���� �&�L�O�M�� �R�Y�R�J�� �G�L�M�H�O�D�� �U�D�G�D�� �E�L�R�� �M�H�� �L�]�O�X�þ�L�W�L��

contig-e koji sadrže INC satelitnu DNA te analizirati duge nizove monomernih sljedova.  

Svi contig-zi analizirani u ovom poglavlju dobiveni su pretraživanjem 

sekvenciranog genoma vrste M. incognita na mrežnoj stranici 

(http://meloidogyne.toulouse.inra.fr/cgi-bin/consortium/meloidogyne.cgi) s monomernim 

slijedom INC satelitne DNA (Piotte et al., 1994). Prvi dio obrade sadržavao je izrezivanje 

�P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �L�]�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��contig-�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �:�L�Q�.�6�$�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� ���5�R�V�D�Q�G�L�ü�� �L��

�V�X�U���� �������������� �1�D�Y�H�G�H�Q�L�� �S�U�R�J�U�D�P�� �V�D�G�U�å�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D��

�L�]�U�H�]�X�M�X�ü�L�� �L�K�� �Q�D�� �P�M�H�V�W�L�P�D�� �]�D�G�D�Q�R�J���� �N�U�D�W�N�R�J�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�J�� �V�O�L�M�H�G�D�� ����-6 pb). Nakon 

�V�U�D�Y�Q�M�L�Y�D�Q�M�D�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �Q�L�]�R�Y�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��contig-�D�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�D�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� ���3�L���� �W�H�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �V�Y�L�K�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K��

sljedova (Tablica 4.1.) 

. 
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Tablica 4.1. �3�U�R�V�M�H�þ�Q�D��nukleotidna varijabilnos�W�����3�L���� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �Q�L�]�R�Y�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��

contig-a te svih analiziranih monomernih sljedova korištenih u analizi INC satelitne DNA. 

contigs 
broj analiziranih 

monomera 
�S�U�R�V�M�H�þ�Q�D���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�D��
varijabilnost-Pi (%) 

svi monomeri contig-a 256                                 6,2 
ctg492 (1.-61. monomera) 61 2,1 

ctg492 (62.-156. monomera) 94 0,8 
ctg702 10 0,5 
ctg1546 76 1,2 
ctg1900 23 0,8 
ctg2772 12 0,6 

 

 
                          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120  
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| ....|....|....|....|  
ctg 492(1 . - 61 . )    TATTTCTGAAAGAAATACTTA- AAATTGAATCAATAATTAAAAGTTTTTAAAAAAAACTTCATCCAAAATTTTTAAAAATAAACTTTTAAATAAAAGTATTTTATACAATATAGAAGGAGA 
ctg 492(62 . - 156. )   . . ... . - . ... . ... . . . . C. T... .. A.. . . .. . .. .. .... . ..... ........ . .. G. . A. .... A- ... ..... . ... . .... T. C. .... . . . .... . . . G. T. . . . . .. .. . . .  
ctg 702            . . ... . - . ... . ... . . . .. . - ... .. A.. AA.. A.. .. TTT. . ..... T....... . .. T. . . A... T.... A.. TT. . . CTT.... TC. . .... . . . .... . . . G. T. . . T. .. . T. . .  
ctg 1546           . . ... . - . ... . ... . . . .. . - ... .. . .. . . .. . .. .. .. G. . ..... G.. G.... . .. . . . A. .... . - ... ..... . ... . .... T.. . .... . . . .... . . . G. T. . . . . .. .. . . .  
ctg 1900           . . ... . - . .. . . ... . . . .. . - ... .. . .. . . .. . .. .. .... . ..... ....... - . .. . . . .. .... ..... ..... . ... . .... ... . .... . . . .... . . . . .. . . . . . .. .. . . .  
ctg 2772           . . ... . - . ... . ... . . . . C. - ... .. A.. . . .. . .. .. .... . ..... ........ . .. G. . A. .... A- ... ..... . ... . .... T. C. .... . . . .... . . . G. T. . . . . .. .. . . .  
 
 
                        130       140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240  
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| . ...|....|....|....|  
ctg 492(1 . - 61 . )    AAAGAAGC- AGAGAATGTACACTATCTCTCATTAAATGAAAAAAAA- ACCTAATTTTATATCCCATCAAATTTTTTTTAATTTTATGGACATTTTTGTCATTCTATTAAACCAATTCCTT 
ctg 492(62 . - 156. )  ... . .. . . C. . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . .. ... . . .. G.... -- . TTA.. .... . . TC... . . . .. TA.... CC. . . .... . . .. . . . .... - . . . C.. T. . .. TTT.. .. .. .. ..  
ctg 702            ... . .. . . - . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . T. .. .. T. . ........ - . GGA.. .... . . . . ... . . . .. TC.... CC. T. .. CA. . A. . . . .... - . A. . .. T. . .. TTT.. .. .. .. ..  
ctg 1546           ... . .. . . - . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . A. ... . . ........ A. TTA.. .... . . TC... . . . .. TA.. C. CCA.. .... . . .. . . . .... - . . . CG. . . . .. TTT.. .. .. .. ..  
ctg 1900           ... . .. . . - . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . .. ... . . ...... --- . .. . .. .... . . . . ... . . . ... ........ .. .... . . .. . . . .... - . . . . .. . . . .. ... .. .. .. .. ..   
ctg 2772           ... . .. . . - . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . .. . .. . . .. G.... -- . TTA.. .... . . TC... . . . .. TA.... CC. .. .... . . .. . . . .... - . . . C.. T. . .. TTT.. .. .. .. ..  
 
 
                       250        260       270       280       290       300       310  
                 ....|....| ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. ...|....|  
ctg 492(1 . - 61 . )   GGTTTAATT ACCCAAGTTTAAGGTATG--- TTAAAT- CTTTAATACTTGGGAAAAATTTTGGAATTG--   
ctg 492(62 . - 156. )  .. ... .. ..  . ... .. . ... .. .. . . . . ---- . ... . G. A.. . C. . . .. ... ..... .... .. .. .. . --   
ctg 702           .. ... .. ..  . ... .. . ... .. .. . . . . ---- . ... . - . A. A. C. T. .. .. . . T... .... .. .. .. . — 
ctg 1546          .. ... .. ..  . ... .. . ... .. .. . . . . ---- . ... . - . A. A. C. . . .. ... ..... .... .. .. .. . --   
ctg 1900          .. ... .. ..   . ... .. . ... .. .. . . . . ---- . ... . - . ... .. . . . .. ... ..... .... .. .. .. . --   
ctg 2772          .. ... .. ..  . ... .. . ... .. .. . . . . TAT.. ... . - . A. . . C. . . .. ... ..... .... .. .. .. . TA  

 

Slika 4.1. �6�U�D�Y�Q�M�H�Q�M�H���N�R�Q�V�H�Q�]�X�V�Q�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D���P�R�Q�R�P�H�U�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��contig-a (ctg492 od 1. do 

61. monomera), ctg492(od 62. do 156. monomera), ctg702, ctg1546, ctg1900, ctg2772). 

 

Usporedbom navedenih nukleotidnih varijabilnost�L�� ���7�D�E�O�L�F�D�� ������������ �P�H�ÿ�X�� �P�R�Q�R�P�H�U�L�P�D��

�P�R�å�H�� �V�H�� �X�R�þ�L�W�L�� �G�D�� �P�R�Q�R�P�H�U�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �X�� �M�H�G�Q�R�P�� �Q�L�]�X�� �L�P�D�M�X�� �P�D�Q�M�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�X��

varijabilnost od varijabilnosti sveukupnih monomera. Ovo ukazuje na sklonost grupiranju 

�L�V�W�L�K�� �L�O�L�� �Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�Q�L�K�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�L�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �X�� �Q�L�]�X�� �X��contig-�X���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �V�D�� �]�D�N�O�M�X�þ�F�L�P�D��

temeljenim na analizama uzastopno ponovljenih sljedova nakon automatskog slaganja 

genoma treba biti oprezan. Daljnje analize koje bi mogle utvrditi da li se radi o stvarnoj 

organizaciji monomernih sljedova ili o artefaktu slaganja dijelova genoma koji sadrže 

uzastopno ponovljene sljedove nakon shotgun sekvenciranja su sekvenciranje BAC 

biblioteke, RE analiza i rekloniranje BAC-ova. 
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4.1.2. Preliminarne analize smještaja INC satelitne DNA na kromosomima vrste M. 

incognita 

 

Poznato je da �V�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �Q�D�� �F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�L�P�� �U�H�J�L�M�D�P�D��

�N�U�R�P�R�V�R�P�D���L���W�R���Y�U�O�R���þ�H�V�W�R���Q�D���V�Y�L�P���F�H�Q�W�U�R�P�H�U�D�P�D���N�U�R�P�R�V�R�P�D�����.�D�N�R���,�1�&���V�D�W�H�O�L�W�Q�D���'�1�$��

�L�P�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�L���X�G�L�R���X���J�H�Q�R�P�X�� �Y�U�V�W�H��M. incognita, od do sada opisanih satelitnih DNA ove 

vrste, provela se fluorescencijska hibridizacija in situ ���)�,�6�+���� �U�D�G�L�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �V�P�M�H�ã�W�D�M�D��

na kromosomima. Za pripremu kromosomskih preparata korištene su ženske jedinke u 

�V�U�H�G�Q�M�R�M�� �I�D�]�L�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �E�L�O�H�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�H�� �L�]�� �W�N�L�Y�D�� �N�Y�U�å�L�F�D�� �N�R�U�L�M�H�Q�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P����

�S�U�L�S�U�H�P�D���S�U�H�S�D�U�D�W�D���Y�H�ü���M�H���Q�D���S�R�þ�H�W�N�X���L�P�D�O�D���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���Q�H���S�R�V�W�R�M�L���O�L�W�H�U�D�W�X�U�D��

koja bi mogla dati neke smjernice za izradu preparata. Prvo, radi se o organizmina koji se 

�U�D�]�P�Q�R�å�D�Y�D�M�X�� �R�E�O�L�J�D�W�R�U�Q�R�P�� �P�L�W�R�W�V�N�R�P�� ���D�S�R�P�L�N�W�L�þ�N�R�P���� �S�D�U�W�H�Q�R�J�H�Q�H�]�R�P�� ���&�D�V�W�D�J�Q�R�Q�H-

�6�H�U�H�Q�R���� ������������ �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D��ne sadrže reproduktivne organe s jezgrama u mejotskim 

�P�H�W�D�I�D�]�D�P�D���N�R�M�H���V�X���Q�D�M�S�R�J�R�G�Q�L�M�H���]�D���)�,�6�+���D�Q�D�O�L�]�H���� �1�D�G�D�O�M�H���� �V�D�P�D�� �M�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�D���R�U�J�D�Q�L�]�P�D��

���M�H�G�L�Q�N�H���X���R�Y�R�M���I�D�]�L���L�P�D�M�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�X���R�G���V�Y�H�J�D����������µm do 2 mm) onemogu�ü�D�Y�D�O�D���L�]�R�O�D�F�L�M�X��

tkiva (npr. reproduktivnog organa) koje je mitotski aktivno tako da se na preparat 

nanosila cijela životinja.  To je smanjivalo udio pogodnih jezgara te je pridonijelo pojavi 

�Y�H�O�L�N�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �Q�H�S�R�W�U�H�E�Q�R�J�� �P�D�W�H�U�L�M�D�O�D�� �Q�D�� �S�U�H�S�D�U�D�W�X���� �1�D�� �N�U�D�M�X���� �I�L�N�V�D�F�L�M�D�� �F�L�W�R�J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�J��

�P�D�W�H�U�L�M�D�O�D�� �X�� �W�H�N�X�ü�H�P�� �G�X�ã�Lku, koja je jedina pogodna za FISH analize, dovodila je do 

izrazitog gubljenja ionako malog broja metafaznih jezgara. 
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Slika 4.2.  Interfazne jezgre obojane DAPI bojom (A), flurescencijski signali dobiveni vezanjem 

�V�R�Q�G�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �]�D�� �,�1�&�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�� �V�O�L�M�Hd (B) i integrirani prikaz bojanja DAPI bojom i 

flurescencijskih signala (C). 

 
Nakon mnogobrojnih izrada preparata jedino što se moglo utvrditi FISH analizom 

na interfaznim jezgrama sa sondom INC satelitne DNA (Slika 4.2.) bilo je grupiranje 

signala na jednom ili dva mjesta. S obzirom da se nije uspjela izolirati nijedna metafaza 

�R�Y�D�N�Y�D�� �O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �,�1�&�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H�� �V�D�P�R�� �Q�D��

jednom ili dva kromosoma.  
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4.2. ANALIZA NOVIH SATELITNIH DNA U VRSTAMA RODA Meloidogyne 

 

 

4.2.1. Analiza in silico sljedova novih satelitnih DNA iz sekvenciranog genoma vrste   

Meloidogyne incognita 

 

�8�]�D�V�W�R�S�Q�R���S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L���V�O�M�H�G�R�Y�L���S�U�H�G�Y�L�G�O�M�L�Y�R���Q�R�Y�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���S�U�H�X�]�H�W�L���V�X���R�G��

�V�X�U�D�G�Q�L�þ�N�R�J�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �G�L�R�� �N�R�Q�]�R�U�F�L�M�D�� �]�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�� �J�H�Q�R�P�D�� �Y�U�V�W�H��M. 

incognita���� �%�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�D�� �J�U�X�S�D�� �R�Y�R�J�� �N�R�Q�]�R�U�F�L�M�D�� �M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �R�E�U�D�G�H�� �S�U�R�J�U�D�P�L�P�D�� �6�F�R�X�W��

Repeat i Tandem Repeat Finder odabrala one contig-e koji su imali obilježja do sada 

neopisanih uzastopno ponovljenih sljedova te nam ih je proslijedila na daljnju analizu. 

Svi contig-zi analizirani u ovom poglavlju (Tablica 4.2.) dostupni su na mrežnoj stranici 

(http://meloidogyne.toulouse.inra.fr/cgi-bin/consortium/meloidogyne.cgi). Tablica 4.2 

�V�D�G�U�å�L���L�P�H�Q�D���L���G�X�O�M�L�Q�H���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��contig-a koji su grupirani prema vrsti satelitne DNA  

(R1, R5, R7 i R8) od koje su sastavljeni. 



 

 30

Tablica 4.2. Odabrani contig-zi koji posjeduju potencijalno nove satelitne DNA iz sekvenciranog 

genoma vrste M. incognita. 

satelitne DNA contig �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�����E�S���� 

R1 

MiV1ctg924 25615 

MiV1ctg2991 664 

MiV1ctg2955 2784 

MiV1ctg2756 4056 

R5 
MiV1ctg2569 4529 

MiV1ctg1015 22677 

R7 

MiV1ctg1441 2760 

MiV1ctg2750 14706 

MiV1ctg2676 4262 

MiV1ctg2304 5295 

MiV1ctg2097 6126 

R8 

MiV1ctg1797 7867 

MiV1ctg1555 11169 

MiV1ctg1905 6992 

 

 

Cilj daljnjih analiza navedenih contig-�D���E�L�R���M�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�V�Q�R�Y�Q�L�K���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D��

(duljina monomera, udio A i T nukleotida i nukleotidna varijabilnost) pojedinih satelitnih 

DNA (R1, R5, R7 i R8) te usporedba s do sada opisanim satelitnim DNA vrste M. 

incognita. �3�U�Y�L���G�L�R���R�E�U�D�G�H���V�D�G�U�å�D�Y�D�R���M�H���L�]�U�H�]�L�Y�D�Q�M�H���P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�K���V�O�L�M�H�G�R�Y�D���L�]���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��

contig-�D���S�R�P�R�ü�X���:�L�Q�.�6�$���S�U�R�J�U�D�P�D�����5�R�V�D�Q�G�L�ü���L���V�X�U���������������������1�D�N�R�Q���L�]�U�H�]�L�Y�D�Q�M�D��contig-a, 

monomerni sljedovi po�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �V�X�� �V�U�D�Y�Q�M�H�Q�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D��

�%�L�R�(�G�L�W�����+�D�O�O�����������������W�H���M�H���L�]�O�X�þ�H�Q���N�R�Q�V�H�Q�]�X�V�Q�L���V�O�L�M�H�G���]�D���V�Y�D�N�X���V�D�W�H�O�L�W�Q�X���'�1�$�����6�O�L�N�D��������������

4.4., 4.5., 4.6.) prema kriteriju 60%-�W�Q�H���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���Q�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�M��

poziciji monomernog slijeda. 
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Consensus    CAAAAAATTTGCTGGTAGGCATATTTTATTTAATTTTTTCTTGAAAATTCCTACACGAATTTACACGAACTGGCTAGATCTAGTAGTGACTCGAGCTGCTGCATCCATATCAGGTGAGATCTTCCAGAATTATCGATTTTAAAAAAAGTTATTCCATGGTTAATAAAGAGATAGCCATTTTTTT  
ctg 924.1    .......................................... A............................................ T...................................... ..........................................................   
ctg924.2    .............................................. T............................................................................................ A............................... -- ...........   
ctg924.3    .................................................................................................... ......................... ...........................................................   
ctg924.4    ............................................ .................................................................................................... ......................... ...............   
ctg924.5    .......................................... A........................................................... ..................................................................................   
ctg924.6    .................................................................................................... ......................... ................................... ........... A............   
ctg924.7    .......................................... A.................................................................................................... ......................... ................   
ctg924.8    .................... ... A.................................................................................................... ......................... ...................................   
ctg924.9    .............................................. T............................... .................................................................................................... ......   
ctg924.10   .................................................................................................... ......................... ........... ................................................   
ctg924.11   .......................................... A......................... T.................................................................................................... ...............   
ctg924.1 2   .................................................................................................... ......................... ...........................................................   
ctg2756.6   ...................................................... ..................................................................................... A............................................   
ctg2756.7   .................................................................................................... ............ ................................................................. -------   
ctg2756.8   .......................................... A.................................................................................................... ......................... .. ..............   
ctg2756.9   .................................................................................................... ......................... .................................................... -------   
ctg2756.10   .............................. ............ A.................................................................................................... ......................... ................   
ctg2756.11   ........................................................ C............................... ................................................................................................   
ctg2756.12   .................................................................................................... ......................... ..................... ......................................   
ctg2756.13   .......................................... A.................................................................................................... ......................... ................   
ctg2756.14   ...... .................................................................................................... ......................... ....................... T.............................   
ctg2756.15   ................................................................ .................................................................................................... ....................   
ctg2756.16   .................................................................................................... ...................... ..............................................................   
ctg2756.17   .......................................... A............. A.................................................................................................... ....................... ....   
ctg2756.18   .................................................................................................... ......................... ...........................................................   
ctg2756.19   ....................... A................ .................................................................................................... ......................... ...................   
ctg2756.20   .................................................................................................. ......................................................................................   
ctg2756.21   ....................... A.................................................................................................... ......................... ....... ............................   
ctg2756.22   .......................................... A.................................................................................................... ......................... ................   
ctg2995.1   ................ .................................................................................................... ......................... ...........................................   
ctg2995.2   .......................................... A............................... .................................................................................................... ..........   
ctg2995.3   .................................................................................................... ......................... ....... ....................................................   
ctg2995.4   .................................................................................................... ...... C.............................................................................   
ctg2 995.5   .................................................................................................... ......................... ...........................................................   
ctg2995.6   .................................................. .................................................................................................... ......................... .........   
ctg2995.7   .................................................................................................... ........ ............ T...............................................................   
ctg2995.8   .................................................................................................... ......................... ......................................... ..................   
ctg2995.9   .................................................................................................... ......................... ...........................................................   
ctg2995.10   .......................... .................................................................................................... ......................... .................................   
ctg2991.1   .................................................................................... ....................................................................................................   
ctg2991.2   ....................... A............................... T...................................................................................... ..........................................   
ctg2991.3   .............................................. T.................................................................................................... ......................... ............   

 

Slika 4.3. Us�S�R�U�H�G�E�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �5���� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�P�� �L�]��contig-�D�� ���F�W�J������������ �F�W�J������������ �F�W�J������������ �2�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �V�X��

�S�U�R�P�M�H�Q�H���X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P���N�O�R�Q�R�Y�L�P�D���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���N�R�Q�V�H�Q�V�X�V�Q�L���V�O�L�M�H�G������–�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�H�O�H�F�L�M�H���X���V�O�L�M�H�G�X�� 
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Consensus    TAAGTTATTCAATAGTAGTGATGCCAAATATGAAGTATATCGAAAATTATTAGGCACTTATATACACTTCAAAGCTTCAGGGCA- TCACGAATTCGAATCCGATTTGGCTGATATAT- AGCTCATTCGAACAAGCATAAAAAACTGTATCAGAATCCTTCTGCCTTTTTGTTTCCAT  
ctg 1015.1   ............................ A................................ -- ..................... - ......................... A...... - ......................................................... ..   
ctg1015.2   ......................................... A.................. -- ...................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.3   ................................................. ............ -- ..................... - ................................ - ........................................................ T..   
ctg1015.4   ......................................... A................... -- ..................... - ............................. ... - ...........................................................   
ctg1015.5   ............................................................. -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.6   ............................................................. -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg1015.7   ............................ A............ A........... ........ -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg1015.8   ......................................... A................... -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg1015.9   ......................................... A................... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1 015.10   ......................................... A................... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.11   ......................................... A............... .... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.12   ...................................................... G...... -- ..................... - ................................ - .... .......................................................   
ctg1015.13   ............................................................. -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015. 14  ............................................................. -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.15   ............................................................. -- ..................... - ................... C............ - ........................................................ T..   
ctg1015.16   ............................................................. -- ..................... - ................................ - ........ ................................................ T..   
ctg1015.17   ......................................... A................... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.18   ......................................................... A... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg1015.19   ............................................................. -- .. ................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg1015.20   ............................................................. -- ..................... - ........................ C....... - ............ ...............................................   
ctg2569.1   ............................ A.............. - ................. -- ..... A............... - ........................ C....... - ...........................................................   
ctg2569.2   .... ..................................................... A... -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg2569.3   ............................ A................................ -- ...... ............... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.4   ......................................... A................... -- ..................... - ......................... A...... - ................ ...........................................   
ctg2569.5   ............................................................. -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg2569.6   ........ ................................. A................... -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg2569.7   ......................................... A................... -- .......... ........... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg2569.8   ......................................... A................... -- ..................... - ................................ - .................... .......................................   
ctg2569.9   ......................................... A................... -- ..................... - ................................ - ........................................................ T..   
ctg2569.10   ............ ............................. A................... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.11   ............................................................. -- .............. ....... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.12   ............................................................. -- ..................... - ................................ - ........................ ...................................   
ctg2569.13   ............................................................. -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.14   ................ ......................... A................... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.15   ............................................................. -- .................. ... - ................................ - ..... ----------- ...........................................   
ctg2569.16   .................................................................................... - ................................ - ..... ----------- ............ ...............................   
ctg2569.17   ......................................................... A... -- ..... A............... - ........................ C....... - ...........................................................   
ctg2569.18   .................... ..................................... A... -- ..... A............... - ........................ C....... - ...........................................................   
ctg2569.19   ............................................................. -- ..................... - ......................... A...... - ...........................................................   
ctg2569.20   ......................................... A................... -- ..................... - ......................... A...... - ................................ ...........................   
ctg2569.21   ......................................... A................... -- ... A................. - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.22   ........................ ................. A................... -- ..................... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.23   ......................................... A....... ------------- ...................... - .... ............................ - ...........................................................   
ctg2569.24   ......................................... A.................. -- ...................... - ................................ - .................................... .......................   
ctg2569.25   ............................................................ - T...................... - ................................ - ...........................................................   
ctg2569.26   ............................ ................................ -- ...................... - ................................ - ...........................................................   

 

Slika 4.4. Usporedba nekih �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��monomera R5 satelitne DNA dobivenih izdvajanjem iz contig-a (ctg1015, ctg2569). �2�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X��

�S�U�R�P�M�H�Q�H���X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P���N�O�R�Q�R�Y�L�P�D���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D konsensusni slijed, (–�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�H�O�H�F�L�M�H���X��slijedu. 
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Consensus   GAATAACCGTTTGTAGACGAATATTTTCTATTCGGTCGTTTTAAAATAAATAAGAATTAAAAACGTTCTTAGAATTTATGAAACATTATTAGATTGATAGGTTCAATTCGGTCAACTTATAGGGTCGAATAACGATAAATAATCATAAAAAAGAAATAAGTCCCTCTTAAATTTTGGTAATAGG  
ctg1441.1   ... ............... C. T................ TA.... TG........... C.... TT. A. - .... A..... TA...... G.............. A.. TG.... T........... C..............................................................   
ctg1441.2   .................. C. T................ TA.... TG........... C.... TT. A. - .... A..... TA...... G.............. T...................................................................................   
ctg1441.3   .................. C. T................ TA.... TG........... C.... TT... - .... A..... TA...... G.............. A.................. .................................................................   
ctg1441.4   ............... T.. C.............. T.... A................. C.... C.... - ...... T........... G.............. A............................................................................ .......   
ctg2097.1   .................................................................. - .................................................................................................... .................   
ctg2097.2   .................. A.................. ............................. - .................................................................................................... .................   
ctg2097.3   .................................................................. - ............................ .........................................................................................   
ctg2097.4   ...................... T........................................... - ................................. T.................................................... .......................... T....   
ctg2676.3   ........ A......................................................... - .................................................................................................. A................ T.   
ctg2676.4   ........ A.... ......................... G........................... - .................................................................................................. A..................   
ctg2676.6   ........ A......................................................... - .... .............................................................................................. A..................   
ctg2676.7   ........ A......................................................... - .............................................................. ........ G........................... A..................   
ctg2676.8   ............... T.. C............................................... - .................................................................................................. A..................   
c tg2676.9   ........ A......................................................... - .................................................................................................. A..................   
ctg2676.10   ............... T.. C........... C................ ................... - .... T.. A.................................................................................................... .........   
ctg2676.11   ........ A............................. G........................... - ................................... G.. ................................ G........................... A..................   
ctg2676.12   ........ A............................. G........................... - ................................................................................................ .. A..................   
ctg2676.13   ........ A......................................................... - .................................................................................................. A..................   
ctg2676.14   ...................... T........................................... - ................................ AT...................................................................................   
ctg2676.15   ...................... T........................................... - .............. ................... T...................................................................................   
ctg2676.16   ........ A......................................................... - ........................................................................ .......................... A..................   
ctg2676.17   ........ A.................................................... G.... - .................................................................................................. A..................   
ctg2676.18   ........ A......................................................... - .................................................................................................. A..................   
ctg2676.19   ............... T.. C...................................... ......... - .................................................................................................. A..................   
ctg2676.20   ........ A......................................................... - ................................................ ...................... G........................... A..................   
ctg2676.21   ............... T.. C............................. ---- .............. - ................................. T....................................................... A................. C.........   
ctg2676.22   ........ A............................................ C............ - .................................................................................................. A..................   
ctg2750.1   ................. . C.................. TA................. C.... C......... A............. G.............. A.............................................................. A....................   
ctg2750.2   .................. C.................. TA................. C.... C......... A... .......... G.............. A.............................................................. A....................   
ctg2750.3   .................. C.................. TA................. C.... C......... A............. G.............. A................................ ... C.......................... A.................. AA  
ctg2750.4   .................. C.................. TA................. C.... C......... A............. G.............. A.............................................................. A.................. AA  

 

Slika 4.5. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��monomera R7 satelitne DNA dobivenih izdvajanjem iz contig-a (ctg1441, ctg2097, ctg2676, ctg2750). 

�2�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P���N�O�R�Q�R�Y�L�P�D���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D konsensusni slijed, (–�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�H�O�H�F�L�M�H���X slijedu. 
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Consensus   AGTCTAAATGAAAAACAAAATTTAGATTTTTATTATTCACACACAGATTGACATTATCTGTTTATTTAGTTCGTAGAACTTTTATATCGAA- TTCGAATACATTACTAGAATAAATATGGCACTAATAATTTTGACG  
ctg1555.1   .............. - .............. ................ - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.2   .............. - .............................. - .............. C.............................. - .. G.... C.... C.. G......................... ACTA  
ctg1555.3   - A............ - ... G.......................... - ............................................. - ......................................... ACTA  
ctg1555.4   -- ............ - ... G.......................... - .......................................... ... - ......................................... ACTA  
ctg1555.5   --- ........... - ... G.......................... - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.6   .............. - ...................... T.... ... - ............................................. - .............................................   
ctg1555.7   .............. - ............ G................. - ............................................. - .............................................   
ctg1555. 8   .............. - .......... G................... - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.9   .............. - ............ G................. - .............. C.............................. - ......... ....................................   
ctg1555.10   .............. - .......... G................... - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.11   .............. - .............................. - ......... ..... C.............................. - .............................................   
ctg1555.12   .............. - .............................. - ............................................. - .............................................   
ctg1555.13   ......... ..... - ............ G................. - ............ A. G.............................. - ............................... A.............   
ctg1555.14   .............. - .......... G................. A. - .............. C.............................. - ...................... .......................   
ctg1555.15   ... T.......... - ............................ A. - ............................................. - .............................................   
ctg1555.16   ... T.......... - .............................. - ...................... ....................... - .............................................   
ctg1555.17   .............. - .............................. - ....................................... T. T... - ..... T.......................................   
ctg1555.18   .............. - ....... ....................... - ............................................. - ..... T.......................................   
ctg1555.19   .............. - .............................. - .... T........................................ - ................................... ..........   
ctg1555.20   .............. - .............................. - .... T........................................ - .............................................   
ctg1555.21   .............. - .............................. - .... T.............................. .......... - ......................................... ACTA  
ctg1555.22   - A............ - ... G.......................... - ............................................. - .............................................   
ctg1555.23   - ............. - ............ G....... .......... - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.24   .............. - .......... G................. A. - .............. G.............................. - .................................. A..........   
c tg1555.25   .............. - .............................. - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.26   .............. - .......... G................. A. - .............. C.............................. - .. ...........................................   
ctg1555.27   .............. - .......... G................. A. - .............. C.............................. - .............................. A..............   
ctg1555.28   ... T.......... - .............................. - .. ........................................... - .............................................   
ctg1555.29   .............. - ............ G................. - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1555.30   .. ............ - ............ G................. - ............................................. - .............................................   
ctg1555.31   .............. - ............ G................. - ............................................. - ............... ..............................   
ctg1555.32   .............. - ............ G................. - ............................................. - ............... C........................... A.   
ctg1555.33   .............. - .............................. - ............... ........................ T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1555.34   .............. - .............................. - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1555.35   .............. - .............................. - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1555.36   .............. - ...................... T....... - ....................................... T. T... - ..... T...................... .................   
ctg1555.37   .............. - . C.......................................................................... - ... A. T.......................................   
ctg1555.38   ........................ T.................... - .............. C............. ................. - .............................................   
ctg1555.39   .............. - ............ G................. - ............................................. - .................................. A..........   
ctg1555.40   .............. - .......... G.. ............... A. - ............ A. G.............................. - .................................. A..........   
ctg1555.41   .............. - .......... G................... - .............. C.............................. - ......................................... ....   
ctg1555.42   ... G.......... - ............ G................. - ............................................. - .............................................   
ctg1555.43   .............. - .......... G................... - .............. C.......................... .... - .............................................   
ctg1555.44   .............. - .............................. - ............................................. - .............................................   
ctg1555.45   .............. - .......... G............... .. A. - .............. C.............................. - .............................................   
ctg1797.1   .. A........... - .............................. - ....................... G..................... - ........................................... A.   
ctg1797 .2   .. A........... - .............................. - ....................... G..................... - ........................................... A.   
ctg1797.3   .. A........... - .............................. - ....................... G..................... - ........ .....................................   
ctg1797.4   .. A........... - .............................. - ....................... G..................... - ........................................... A.   
ctg1797.5   .. A........... - .............................. - ........ ............... G......... - ........... - ........................................... A.   
ctg1797.6   .. A........... - .............................. - ....................... G..................... - ........................................... A.   
ctg1797.7   .. A..... ...... - ............ G................. - .............. C.............................. - ........................................... A.   
ctg1797.8   .............. - .............................. - ............................................. - ..................... ........................   
ctg1797.9   .............. - .............................. - ............................................. - .............................................   
ctg1797.10   .............. - .............................. - ..................... ........................ - .............................................   
ctg1905.1   .............. - ...................... T....... - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1905.2   .............. - ...... ................ T....... - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1905.3   .............. - ...................... T....... - ....................................... T. T... - ..... T............................ ......... A.   
ctg1905.4   .............. - ...................... T....... - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1905.5   .............. - .............................. - .................................. ..... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1905.6   .............. - .............................. - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1905.7   .............. - ................... ... T....... - ....................................... T. T... - ..... T..................................... A.   
ctg1905.8   .............. - .............................. - ............................................. - ..... T.......................................   
ctg1905.9   .............. - .............................. - ....................................... T.. A.. - ..... T.......................................   
ctg1905.10   .............. - .............................. - ......................................... T... - . ............................................   
ctg1905.11   .............. - .............................. - ....................................... T. T... - ..... T................................... AG--   
ctg1905.12   .............. - ....................... C...... - . ...................................... T..... - ..... T..................................... AA 

Slika 4.6. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���P�R�Q�R�P�H�U�D���5�����V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��izdvajanjem iz contig-�D�����F�W�J�������������F�W�J�������������F�W�J���������������2�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X��

�S�U�R�P�M�H�Q�H���X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P���N�O�R�Q�R�Yima s obzirom na konsensusni slijed, (–�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�H�O�H�F�L�M�H���X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P���V�O�L�M�H�G�X. 
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�1�D�G�D�O�M�H���� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �X�V�W�D�Q�R�Y�L�R�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L�� �P�H�ÿ�X��sljedovima kako novih 

satelitnih DNA (R1, R5, R7 i R) tako i u usporedbi s prije opisanim napravljena je "Local 

BLAST" an�D�O�L�]�D�� �X�� �%�L�R�(�G�L�W�� �S�U�R�J�U�D�P�X���� �2�Y�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�H��

�K�R�P�R�O�R�J�L�M�H�� �P�H�ÿ�X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�P�� �V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �R�G�V�M�H�þ�D�N�D���� �8�V�S�R�U�H�G�E�R�P��

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H�� �Q�R�Y�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �V�D�� �V�Y�L�P�� �R�V�W�D�O�L�P�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�P�� �'�1�$�� �X�� �J�H�Q�R�P�X vrste M. 

incognita ustanovljeno je da nove satelitne DNA (R1, R5, R7 i R8) ne posjeduju nikakvu 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�X���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�X���K�R�P�R�O�R�J�L�M�X niti homologiju s prije opisanim satelitnim DNA (INC, 

MPA1, MPA2, MARJA, i AJL) vrste M. incognita. Moglo se ustanoviti da se radi o 

potpuno novim satelitnim DNA u vrsti M. incognita. 

  

Tablica 4.3. Karakteristike novo�R�E�U�D�ÿ�H�Q�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$�����F�U�Y�H�Q�R���R�]�Q�D�þ�H�Q�H����u usporedbi s ranije 

opisanim satelitnim DNA vrste M. incognita. 

naziv satelitne 
DNA 

duljina 
monomera (bp) udio A+T (%) 

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�D��
nukleotidna 

varijabilnost-Pi 
(%) 

udio u genomu 
(%) 

R1 184 66,9 0,7 <0,1* 

R5 184 62,5 1,1 <0,1* 

R7 183 70,5 4,5 <0,1* 

R8 138 69,6 2,9 <0,1* 

INC 312a 68,6a 6,0a 3,5a 

MPA1 170b 74,6b 5,0b 0,2b 

MPA2 170c 74,4c 5,8c 1,0c 

MARJA 170b 72,1b 4,0b 0,2b 

AJL 170d 69,8d 0,5d 0,2d 
* Udio u genomu usta�Q�R�Y�O�M�H�Q���M�H���P�H�W�R�G�R�P���N�D�S�O�M�L�þ�Q�H���D�Q�D�O�L�]�H. �8���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���P�H�W�R�G�D���N�D�S�O�M�L�þ�Q�H���D�Q�D�O�L�]�H���Q�L�M�H��
�E�L�O�D���G�R�Y�R�O�M�Q�R���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�D���G�D���R�G�U�H�G�L���W�R�þ�D�Q���X�G�L�R���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���X���J�H�Q�R�P�X�� 
a �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U�������������� 
b �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U�������������� 
c �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���V�X�U���������������E 
d �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü���L���Vur., 2006a 
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 �2�V�L�P�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�H�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H�� �]�D�� �R�Y�X�� �Y�U�V�W�X�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �Q�R�Y�H��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� ���5������ �5������ �5���� �L�� �5������ �S�R�N�D�]�X�M�X�� �L�� �R�V�W�D�O�H�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K��

sljedova kao što su duljina monomera ~170 pb, visok AT sastav (62-70%) i niska 

varijabilnost monomernih varijanti (Tablica 4.3.). Za razliku od prije opisanih satelitnih 

�'�1�$�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �X�� �J�H�Q�R�P�X�� �M�H�� �L�]�U�D�]�L�W�R�� �Q�L�V�N�D�� ������ �������������� �2�Y�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �M�H��

vjerojatno razlog što do sada još nisu bile izolirane konvencionalnim metodama (npr. 

�U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�R�P�� �F�M�H�O�R�N�X�S�Q�H�� �J�H�Q�R�P�V�N�H�� �'�1�$�� �L�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H�P���� �Q�H�J�R�� �V�X�� �X�R�þ�H�Q�H�� �W�H�N�� �Q�D�N�R�Q��

pažljive analize cjelokupnog sekvenciranog genoma. 
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4.2.2. Pretraživanje vrsta roda Meloidgyne na prisutnost novih satelitnih DNA 

 

Da bi se dobili podaci o evoluciji novih satelitnih �'�1�$�� ���Q�M�L�K�R�Y�R�� �U�D�ÿ�D�Q�M�H�� �X��

�J�H�Q�R�P�L�P�D���W�H���S�U�R�P�M�H�Q�X���L�O�L���R�þ�X�Y�D�Q�R�V�W���X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P���V�O�L�M�H�G�X�����S�U�R�Y�H�G�H�Q�R���M�H���S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H��

srodnih vrsta roda Meloidogyne na prisutnost novih satelitnih DNA osjetljivom metodom 

PCR-a. 

 

4.2.2.1. Procjena kvalitete genomske DNA vrsta roda Meloidogyne 

 

Osnovni preduvijet za vjerodostojne rezultate pretraživanja srodnih genoma na 

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�H�� �L�]�� �V�U�R�G�Q�H�� �Y�U�V�W�H���� �X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �L�]�� �Y�U�V�W�H��M. 

incognita, je kvaliteta izolirane genomske DNA. Izdvajanje je napravljeno korištenjem 

k�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�J�� �N�R�P�S�O�H�W�D�� �]�D�� �L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �'�1�$�� �L�]�� �P�D�O�L�K�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �W�N�L�Y�D���� �D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

�L�]�R�O�L�U�D�Q�H���J�H�Q�R�P�V�N�H���'�1�$���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�D���M�H���X�V�S�R�U�H�G�E�R�P���V���'�1�$���S�R�]�Q�D�W�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���� 

 

Slika 4.7. Procjena koncentracije genomske DNA izolirane iz vrste M. paranaensis usporedbom s 

��-�'�1�$���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�����������Q�J�����O�������������3�U�R�Fijenjena koncentracija: P1,1 20 ng/µl (genomska DNA iz 

1. uzorka organizama u 1. eluciji), P2,1 30 ng/µl (genomska DNA iz 2. uzorka organizama u 1. 

eluciji), P1,2 20 ng/µl (genomska DNA iz 1. uzorka u 2. eluciji), P2,2 20 ng/µl (genomska DNA 

iz 2. uzorka u 2. eluciji. 

 

Kontaminacija pojedinog uzorka genomske DNA drugom vrstom može se otkriti SCAR 

�D�Q�D�O�L�]�R�P�����6�&�$�5���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���X�P�Q�D�å�D�M�X���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�H���'�1�$���R�G�V�M�H�þ�N�H���N�R�M�L���V�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���V�D�P�R��

�]�D�� �M�H�G�Q�X�� �Y�U�V�W�X���� �X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Y�U�V�W�X��M. incognita (Zijlstra i sur, 2000). Nakon 

elektroforetskog razdvajanja produkata PCR reakcije dobiveno je umnažanje samo u 
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�V�O�X�þ�D�M�X���J�H�Q�R�P�V�N�H���'�1�$���Y�U�V�W�H��M. incognita �ã�W�R���G�R�N�D�]�X�M�H���þ�L�V�W�R�ü�X���X�]�R�U�N�D���J�H�Q�R�P�V�N�H���'�1�$��

ostalih vrsta (Slika 4.8.). 

 

 

Slika 4.8. SCAR analiza genomskih DNA vrsta  M. incognita (I), M. javanica(J), M. paranaensis 

(P), M. hapla B (HB), M. hapla A (HA) i M. fallax ���)���� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �]�D�� �J�H�Q�R�P�V�N�X��

DNA vrste M. incognita (OPB06). Linija NK predstavlja negativnu kontrolu (PCR smjesu bez 

genomske �'�1�$�������0���M�H���E�L�O�M�H�J���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�G�V�M�H�þ�D�N�D. 
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4.2.2.2. Analiza genoma vrsta roda Meloidogyne na prisutnost R1, R5, R7 i R8 

satelitnih DNA 

 

Analiza prisutnosti novih satelitnih sljedova (R1, R5, R7 i R8) u genomima nekih 

vrsta roda Meloidogyne (M. javanica, M. paranaensis, M. hapla B, M. hapla A i M. 

fallax���� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �O�D�Q�þ�D�Q�R�P�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�� ��PCR, engl. polymerase chain 

reaction���� �V�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �]�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�X�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�X�� �'�1�$�� �W�H�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�R�P��

�D�Q�D�O�L�]�R�P�� �S�R�� �6�R�X�W�K�H�U�Q�X���� �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �]�D���S�R�M�H�G�L�Q�X�� �V�D�W�H�O�L�W�Qu DNA dizajnirane su 

programom Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/) na temelju konsenzusnih sljedova 

pojedine satelitne DNA (Slika 4.9.). Standardna PCR reakcijska smjesa za svaku satelitnu 

DNA sadržavala je specifi�þ�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �W�H�� ������ �Q�J�� �J�H�Q�R�P�V�N�H�� �'�1�$�� �L�]�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D����

Kao pozitivna kontrola korištena je genomska DNA vrste M. incognita, a kao negativna 

kontrola reakcijska PCR smjesa bez genomske DNA. 

R1 monomer

CAAAAAATTTGCTGGTAGGCATATTTTATTTAATTTTTTCTTAAAAATTCCTACACGAATTTACACGAACTGGCTAGATCTAGTA

GTTACTCGAGCTGCTGCATCCATATCAGGTGAGATCTTCCAGAATTATCGATTTTAAAAAAAGTTATTCCATGGTTAATAAAGA

GATAGCCATTTTTTT

R5 monomer

TAAGTTATTCAATAGTAGTGATGCCAAAAATGAAGTATATCGAAAATTATTAGGCACTTATACACTTCAAAGCTTCAGGGCATC

ACGAATTCGAATCCGATTTGGCTAATATATAGCTCATTCGAACAAGCATAAAAAACTGTATCAGAATCCTTCTGCCTTTTTGTT

TCCAT

R7 monomer

TTAGATTGATAGATTTGATTCTGTCAACTTATACGGTCGAATAACGATAAATAATCATAAAAAAGAAATAAGTCCCTCTTAAATT

TTGGTAATAGGGAATAACCGTTTGTAGACCATTATTTTCTATTCGGTCTATTTATGATAAATAAGAACTAAATTCATCTTAAAAT

TTTAGAAACAGTA

R8 monomer

AGTCTAAATGAAAACAAAATTTAGATTTTTATTATTCACACACAATTGACATTATCTGCTTATTTAGTTCGTAGAACTTTTATATC

GAATTCGAATACATTACTAGAATAAATATGGCACTAATAATTTTGACG
R8RR8L

R1R

R1L

R5L R8R

R7R

R7L

R1 monomer

CAAAAAATTTGCTGGTAGGCATATTTTATTTAATTTTTTCTTAAAAATTCCTACACGAATTTACACGAACTGGCTAGATCTAGTA

GTTACTCGAGCTGCTGCATCCATATCAGGTGAGATCTTCCAGAATTATCGATTTTAAAAAAAGTTATTCCATGGTTAATAAAGA

GATAGCCATTTTTTT

R5 monomer

TAAGTTATTCAATAGTAGTGATGCCAAAAATGAAGTATATCGAAAATTATTAGGCACTTATACACTTCAAAGCTTCAGGGCATC

ACGAATTCGAATCCGATTTGGCTAATATATAGCTCATTCGAACAAGCATAAAAAACTGTATCAGAATCCTTCTGCCTTTTTGTT

TCCAT

R7 monomer

TTAGATTGATAGATTTGATTCTGTCAACTTATACGGTCGAATAACGATAAATAATCATAAAAAAGAAATAAGTCCCTCTTAAATT

TTGGTAATAGGGAATAACCGTTTGTAGACCATTATTTTCTATTCGGTCTATTTATGATAAATAAGAACTAAATTCATCTTAAAAT

TTTAGAAACAGTA

R8 monomer

AGTCTAAATGAAAACAAAATTTAGATTTTTATTATTCACACACAATTGACATTATCTGCTTATTTAGTTCGTAGAACTTTTATATC

GAATTCGAATACATTACTAGAATAAATATGGCACTAATAATTTTGACG
R8RR8L

R1R

R1L

R5L R8R

R7R

R7L

 
Slika 4.9. Konsenzusni sljedovi monomera R1, R5, R7 i R8 satelitnih DNA vrste M.incognita. 

�6�P�M�H�ã�W�D�M���L���Q�D�]�L�Y���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q���V�W�U�H�O�L�F�D�P�D���L�V�S�R�G DNA sljedova.  
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�*�H�O�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �V�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �]�D��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�X�� �'�1�$�� �5���� ���6�O�L�N�D�� �������������� �L�� �5���� ���6�O�L�N�D�� �������������� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'NA 

R1 i R8 u svim testiranim vrstama. Hibridizacijskom analizom po Southernu pri strogim 

�X�Y�M�H�W�L�P�D�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H�� �������ƒ�&���� �G�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R�� �V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�Q�L��

izvornoj R1 (Slika 4.10.) odnosno R8 (Slika 4.11.) satelitnoj DNA iz vrste M. incognita. 

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �J�H�Q�R�P�D�� �V�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�R�P�� �'�1�$�� �5���� �X�� �Y�U�V�W�D�P�D��M. incognita, M. 

javanica te M. paranaensis �G�R�E�L�Y�H�Q�L���V�X���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�L���Y�H�ü�H���G�X�O�M�L�Q�H���ã�W�R���V�H���S�U�L�S�L�V�X�M�H���Y�H�ü�H�P��

udjelu ove satelitne DNA u genomu koji je utjecao na dinamiku PCR reakcije. Gel 

e�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�H���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���]�D���V�D�W�H�O�L�W�Q�L���V�O�L�M�H�G���5����

�N�D�R���L���K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P���S�R���6�R�X�W�K�H�U�Q�X���S�U�L���V�W�U�R�J�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H���X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R��

je da je vrlo homologna satelitna DNA R5 osim u vrsti M. incognita prisutna još samo u 

vrsti M. javanica�����(�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���S�U�R�G�X�N�D�W�D���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���]�D��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�X�� �'�1�$�� �5���� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �R�Y�R�J�� �V�O�L�M�H�G�D�� �X�� �Y�U�V�W�D�P�D��M. javanica i M. 

paranaensis. Hibridizacijskom analizom po Southernu pri strogim uvjetima hibridizacije 

�G�R�E�L�Y�H�Q���M�H���V�Q�D�å�D�Q���V�L�J�Q�D�O���X���V�O�X�þ�D�M�X��M. javanice�����D�O�L���M�H���W�D�M���V�L�J�Q�D�O���X���V�O�X�þ�D�M�X��M. paranaensis 

�E�L�R���]�Q�D�W�Q�R���V�O�D�E�L�M�L�����D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D���E�L�O�D���M�H���Y�U�O�R���V�O�L�þ�Q�D�����6�O�D�E�L�M�L���V�L�J�Q�D�O���S�U�L��

�V�W�U�R�J�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H���P�R�å�H���X�S�X�ü�L�Y�D�W�L���Q�D���Q�R�Y�X���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���V�D�W�Hlitnog slijeda R7 ili 

na prevladavanje jedne od izvornih varijanti, s obzirom da strogi uvjeti hibridizacije 

�S�R�G�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�M�X���Y�L�ã�H���R�G�����������V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P���V�O�L�M�H�G�X�� 
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Slika 4.10. Elektroforetsko odvajanje produkata PCR-a dobivenih umnažanjem satelitnih DNA 

genomske DNA vrsta M. incognita (I-pozitivna kontrola), M. javanica (J), M. paranaensis (P), M. 

hapla B (HB), M. hapla A (HA) te M. fallax ���)�����V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���]�D���V�D�W�H�O�L�W�Q�L���V�Oijed R1 

(A) i R5 ���&�������2�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�D���K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���S�R���6outhernu sa sondom na satelitni slijed R1 

(B) i R5 (D). Linija NK predstavlja negativnu kontrolu (PCR reakcijsku smjesu bez genomske 

�'�1�$�������0���M�H���E�L�O�M�H�J���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�G�V�M�H�þ�D�N�D�� 
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Slika 4.11. Elektroforetsko odvajanje produkata PCR-a dobivenih umnažanjem satelitnih sljedova 

genomske DNA vrsta M. incognita (I-pozitivna kontrola), M. javanica (J), M. paranaensis (P), M. 

hapla B (HB), M. hapla A (HA) te M. fallax ���)�����V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���]�D���V�D�W�H�O�L�W�Q�L���V�O�L�M�H�G���5����

���$�����L���5�������&�������2�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�D���K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�D���D�Q�D�O�L�]�D po Southernu sa sondom na satelitni slijed R7 

(B) i R8 (D). Linija NK predstavlja negativnu kontrolu (PCR reakcijsku smjesu bez genomske 

�'�1�$�������0���M�H���E�L�O�M�H�J���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�G�V�M�H�þ�D�N�D. 
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�3�U�R�G�X�N�W�L�� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �V�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �]�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�� �V�O�L�M�H�G�� �5���� �L��

genomskom DNA vrsta M. javanica i M. paranaensis podvrgnuti su cijepanju 

restrikcijskim enzimima HindII i Dra�,�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�O�R�� �G�D�� �O�L�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

varijantama satelitnog slijeda R7 ili prevladavanju jedne od izvornih varijanti. Odabrani 

su restrikcijski enzimi HindII i DraI jer na temelju konsenzusnog slijeda R7 satelitna 

DNA sadrži restrikcijska mjesta za ove enzime. Gel elektroforezom produkata 

�U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�H�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �V�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �R�E�U�D�V�F�L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �R�G�V�M�H�þ�D�N�D�� ���X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

restrikcijskog enzima DraI razlika je izraženija) što govori u prilog novoj varijanti 

satelitnog slijeda R7 u M. paranaensis. 

 

Slika 4.12. Elektroforetsko razdvajanje produkata restrikcije R7 satelitne DNA iz vrsta M. 

javanica (J) i M. paranaensis (P)  restrikcijskim endonukleazama HindII i DraI. M je biljeg za 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�G�V�M�H�þ�D�N�D�� 

 
�3�U�R�G�X�N�W�L���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���]�D���V�D�W�H�O�L�W�Q�X���'�1�$���5�����X�P�Q�R�å�H�Q�L����

na genomskoj DNA vrste M. paranaensis klonirani su u AT-vektor. Bakterijske kolonije 

podvrgnute su PCR-u na k�R�O�R�Q�L�M�D�P�D���V���Y�D�Q�M�V�N�L�P�����S�O�D�]�P�L�G�Q�L�P�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���0�������N�D�N�R���E�L��
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�V�H���R�G�U�H�G�L�O�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D���X�J�U�D�ÿ�H�Q�L�K���R�G�V�M�H�þ�D�N�D�����6�O�L�N�D�������������������=�D���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H���V�X���R�G�D�E�U�D�Q�L���Y�H�ü�L��

�R�G�V�M�H�þ�F�L���S�R�G���U�H�G�Q�L�P���E�U�R�M�H�Y�L�P�D����1,2,4,6,9,12,13,14,15,17,18. 

 

Slika 4.13. Elektroforetsko odvajanje produkata PCR-a na kolonijama dobivenih umnažanjem 

�X�N�R�O�R�Q�L�U�D�Q�L�K���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���0�������Y�D�Q�M�V�N�L�P�����S�O�D�]�P�L�G�Q�L�P�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�����=�D���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H���V�X���R�G�D�E�U�D�Q�L��

�Y�H�ü�L���R�G�V�M�H�þ�F�L���S�R�G���U�H�G�Q�L�P���E�U�R�M�H�Y�L�P�D����������������������������������������������������������. 

 
Sljedovi nukleotida dobiveni sekvenciranjem pGEM-T plazmida s ukloniranim 

produktima PCR-a na genomskoj DNA vrste M. paranaensis �V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P��

�]�D�� �5���� �V�D�W�H�O�L�W�Q�X�� �'�1�$�� �R�E�U�D�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �X��DNAStar programu u smislu odstranjivanja 

plazmidnog nukleotidnog sljeda. Napravljeno je sravnjivanje R7 satelitne DNA iz vrste 

M. paranaensis �]�D�M�H�G�Q�R���V���P�R�Q�R�P�H�U�L�P�D���5�����V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���L�]�O�X�þ�H�Q�L�P���L�]��contig-a (ctg1441, 

ctg2097, ctg2750, ctg2676) vrste M. incognita ���6�O�L�N�D�����������������8�R�þ�H�Q�R���M�H���G�D���V�X���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�L��

�P�R�Q�R�P�H�U�L�� �M�H�G�Q�D�N�L�� �Q�H�N�L�P�� �Y�H�ü�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�L�P�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�D�P�D�� �5���� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �L�]�O�X�þ�H�Q�L�K��iz 

ctg1441, ctg2097 i ctg2750. Prema tome, slabiji hibridizacijski signal koji je dobiven 

Southern hibridizacijskom analizom pri strogim uvjetima hibridizacije (više od 80% 

�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�H���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D���M�H���S�U�H�Y�O�D�G�D�Y�D�Q�M�D���M�H�G�Q�H���Y�H�ü���L�]�O�X�þ�H�Q�H���Y�D�U�L�M�D�Q�W�H���X���Jenomu 

vrste M. paranaensis, a ne postojanja nove varijante. 
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P2a         . .. . .. .. . ... . . . . . .. .. . . .... . . . .. . .. . . T. ... AG.. . ... . G. . .. C. ... TT. . . - . .. . A.. ... TA. ... . . G. . .. . . . .. . . . . . A.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . .. . . ..   
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P4b         . .. . .. .. . ... . . . . . .. .. . . .... . . . .. . .. . . T. ... AG.. . ... . .. . .. C. ... TT. . . - . .. . A.. ... TA. ... . . G. . .. . . . .. . . . . . A.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . .. . . ..   
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ctg 2097.3   . .. . .. .. . ... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . .. .... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2097.4   . .. . .. .. . ... . . . . . . G.. . T.... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . ... . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . . T. . ..   
ctg 2676.3   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . T.   
ctg 2676.4   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . G... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.6   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.7   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . . G. . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.8   . .. . .. .. . ... . . . T. .. .. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.9   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.10   . .. . .. .. . ... . . . T. .. .. . . .... . . . C. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . T.. A.. . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.11   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . G... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G. G. .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . . G. . A. . . . . ...... . ... . . . . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.12   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . G... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.13   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.14   . .. . .. .. . ... . . . . . . G.. . T.... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. .. . . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . A... . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.15   . .. . .. .. . ... . . . . . . G.. . T.... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . ... . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . . .. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.16   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.17   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ... G. . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.18   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . . . . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.19   . .. . .. .. . ... . . . T. .. .. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . . . . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.20   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . . G. . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..   
ctg 2676.21   . .. . .. .. . ... . . . T. .. .. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . . ---- . . .. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . ... . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... A.. . T. C. . . .. ... ... C.. . .. . . ..   
ctg 2676.22   . .. . .. .. A... . . . . . . G.. . . .... . . . .. . .. . . . T... A... . ... . .. C.. .. ..... . . . - . .. . . .. ... . . . ... . . .. . .. . . . .. . . . . . G.. . .. .. . .. . . .. . .. . . . ... . . . .. . .. . . . . ... . A. . . . . ...... . ... . .. . T. C. . A.. ... .... .. . .. . . ..    
 

Slika 4.14. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���P�R�Q�R�P�H�U�D���5�����V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��izdvajanjem iz contig-a (ctg1441, ctg2097, ctg2750, ctg2676) i 

sekvenciranih produkata PCR-�D���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���]�D���V�D�W�H�O�L�W�Q�X���'�1�$���5�������R�]�Q�D�þ�H�Q�R���å�X�W�R�P���S�R�G�O�R�J�R�P�������2�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���S�U�R�P�M�H�Q�H���X��

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P���N�O�R�Q�R�Y�L�P�D���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���N�R�Q�V�H�Q�V�X�V�Q�L���V�O�L�M�H�G������–�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�H�O�H�F�L�M�H���X���V�O�L�M�Hdu 
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4.3. USP�2�5�(�'�%�$���3�5�,�6�8�7�1�2�6�7�,���1�2�9�,�+���,���9�(�û���2�3�,�6�$�1�,�+���6�$�7�(�/�,�7�1�,�+���'�1�$��

U VRSTAMA RODA Meloidogyne 

 
Kako bi se dobile informacije o evoluciji satelitne DNA potrebno je istražiti 

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �X�� �J�H�Q�R�P�L�P�D�� �E�O�L�V�N�L�K�� �Y�U�V�W�D���� �9�U�V�W�H�� �U�R�G�D��

Meloidogyne �P�H�ÿ�X�Vobno �G�L�M�H�O�H�����E�L�E�O�L�R�W�H�N�X�����V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���N�R�M�X���V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�M�X���Y�H�ü���R�S�L�V�D�Q�H��

satelitne DNA: MPA1, MPA2, MARJA, INC, AJL, pMcCo i pMhM ���0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������

2005, 2006a, 2006b, 2009; Castagnone-Sereno i sur., 1998; Piotte i sur., 1994) kao i 

novoopisane satelitne porodice R1, R5, R7 i R8 (Slika 4.15.). Satelitna DNA R1 i R8 

prisutna �M�H���X���V�Y�L�P���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�L�P���Y�U�V�W�D�P�D���W�H���V�H���S�R�Q�D�ã�D���N�D�R���L���Y�H�ü���R�S�L�V�D�Q�H���S�R�U�R�G�L�F�H���0�3�$�����L��

MPA2. Satelitna porodica R5 prisutna je u mitotskim partenogenetskim vrstama M. 

incognita i M. javanica isto kao �L���Y�H�ü���R�S�L�V�D�Q�D���S�R�U�R�G�L�F�D���$�-�/�����3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���5�����S�R�U�R�G�L�F�H���N�R�M�D��

je prisutna u mitotskim partenogenetskim vrstama M. incognita, M. javanica i M. 

paranaensis �Q�L�M�H�� �U�D�Q�L�M�H�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �Q�L�W�L�� �X�� �M�H�G�Q�R�M�� �Y�H�ü�� �R�S�L�V�D�Q�R�M�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�R�M�� �S�R�U�R�G�L�F�L���� �1�L�W�L��

�M�H�G�Q�D�� �R�G�� �Q�R�Y�R�S�U�R�X�þ�H�Q�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �S�R�U�R�G�L�F�D�� �Q�L�M�H�� �L�P�D�O�D�� �G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�X�� �P�H�ÿ�X�� �Y�U�V�W�D�P�D�� �U�R�G�D��

Meloidogyne �N�D�R���Y�H�ü���R�S�L�V�D�Q�H���V�D�W�H�O�L�W�Q�H���'�1�$���,�1�&�����S�0�F�&�R���L���S�0�K�0�� 

  
 
Slika 4.15. Distribucija novokarakteriziranih satelitnih DNA ���F�U�Y�H�Q�R�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H����u 

�X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �Y�H�ü�� �R�S�L�V�D�Q�L�P�� �P�H�ÿu vrstama roda Meloidogne (Mi-M.incognita, Mj-M. 

javanica, Mp-M. paranaensis, MhB-M. hapla B, MhA-M. hapla A, Mf-M. fallax.
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Iznimna raznolikost satelitnih DNA u nukleotidnom slijedu, složenosti, udjelu u 

genomu, kao i postoja�Q�M�H�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �E�U�R�M�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �X�� �M�H�G�Q�R�P�� �J�H�Q�R�P�X����

�R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D���G�L�U�H�N�W�Q�R���S�U�L�S�L�V�L�Y�D�Q�M�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���R�Y�D�N�Y�L�P���X�]�D�V�W�R�S�Q�R���S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�P���V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D����

�8�Q�D�W�R�þ�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �E�U�R�M�X�� �V�W�X�G�L�M�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�Lh �'�1�$�� �Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �P�R�G�H�O�Q�L�P�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�L�P�D��

izravni dokazi o njihovoj ulozi �L���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�P���P�H�K�D�Q�L�]�P�L�P�D���M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���Q�H�G�R�V�W�D�M�X�����9�H�ü�L�Q�D��

�]�D�N�O�M�X�þ�D�N�D���R���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�P���P�H�K�D�Q�L�]�P�L�P�D���Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�D�����ã�L�U�H�Q�M�D���L���P�L�M�H�Q�M�D�Q�M�D���R�Y�L�K���V�O�L�M�H�G�R�Y�D���X��

�J�H�Q�R�P�X�� �M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N�� �S�R�þ�L�Y�D�� �Q�D�� �S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L�P�� �]�D�N�O�M�X�þ�F�L�P�D�� �X�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�N�X�� �L�]�U�D�Y�Q�L�K��

eksperimentalnih dokaza (Plohl i sur., 2008). Poznato je da se evolucija satelitnih DNA 

odvija dvostupanjskim procesom nazvanim molecular drive koji se sastoji od 

�K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �P�H�ÿ�X�� �þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D�� �S�R�U�R�G�L�F�H�� �W�H�� �I�L�N�V�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �J�U�X�S�H��

reproduktivno povezanih jedinki (Dover 1982, 1986). Veli�N�D�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

provedena je �Q�D���R�U�J�D�Q�L�]�P�L�P�D���V���P�R�Q�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�P���N�U�R�P�R�V�R�P�L�P�D���S�D���W�D�N�R���L���V�W�X�G�L�M�H���H�Y�R�O�X�F�L�M�H��

�V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �S�U�H�P�D�� �P�R�G�H�O�X�� ���E�L�E�O�L�R�W�H�N�H������ �0�D�O�R�� �M�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �S�R�]�Q�D�W�R�� �R�� �Q�D�þ�L�Q�L�P�D��

fiksacije i dinamici "biblioteke" u partenogenetskih organizama s hol�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�P��

kromosomima poput vrsta roda Meloidogyne. 

Kako je genom vrste M. incognita sekvenciran 2008. godine (Abad i sur., 2008) 

�R�P�R�J�X�ü�H�Q�D�� �M�H�� �L�]�U�D�Y�Q�L�M�D�� �D�Q�D�O�L�]�D��ovih sljedova u genom�L�P�D�� �R�E�O�L�ü�D�� �N�R�Ujenovih kvržica. 

�0�H�W�R�G�H���N�R�M�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�X���S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�H���Q�R�Y�L�K��satelitnih DNA u sekvenciranim genomima i 

njihovu detaljnu analizu  doprinose stvaranju kompletne slike o strukturi i evoluciji ovih 

sljedova u genomu pa tako i poimanju genoma u cjelini.  

�8���V�O�X�þ�D�M�X���X�]�D�V�W�R�S�Q�R���S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D��shotgun metoda sekvenciranja kojom 

je sekvenciran genom vrste M. incognita �L�P�D���P�Q�R�J�D���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D�����R�G���S�U�R�E�O�H�P�D���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�D��

�S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D���V���Y�L�V�R�N�L�P���X�G�M�H�O�R�P���$���L���7���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�����S�D���G�R���S�U�R�E�O�H�P�D���D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�J��

slaganja (engl. assembly���� �X�]�D�V�W�R�S�Q�R�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D���� �2�E�M�H�N�W�L�Y�Q�R�� �S�Ltanje koje se 

�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��shotgun sekvenciranja i slaganja ponovljenih sljedova jest da li 

ovakva metoda daje vjerodostojne rezultate o strukturi ponovljenih sljedova u genomu. 

Pretragom sekvenciranog genoma vrste M. incognite s INC satelitnom DNA izoliranom 

�U�D�Q�L�M�H�� �L�]�� �R�Y�H�� �Y�U�V�W�H�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �S�H�W�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��contiga-a koji sadrže navedenu satelitnu 

DNA. Sravnjenje svih monomera iz contig-�D���Q�L�M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�X���G�L�Y�H�U�J�H�Q�F�L�M�X���P�H�ÿ�X��

�P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�P���V�O�M�H�G�R�Y�L�P�D���ã�W�R���X�S�X�ü�X�M�H���Q�D���]�D�N�O�M�X�þ�D�N���G�D���V�H���G�H�I�L�Q�L�W�L�Y�Q�R���U�D�G�L���R jednoj porodici 

�V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$���� �1�D�G�D�O�M�H���� �D�Q�D�O�L�]�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��contig-zima 
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�S�R�N�D�]�D�O�D�� �M�H�� �Y�H�ü�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W��ako su analizu uzeti svi monomeri od varijabilnost 

monomera unutar jednog contig-�D���� �2�Y�D�N�Y�D���V�O�L�þ�Q�R�V�W���P�R�Q�R�P�H�U�D���X���Q�L�]�X���P�R�å�H���X�N�Dzivati na 

�K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�V�N�H���S�U�R�F�H�V�H���N�R�M�L���G�M�H�O�X�M�X���Q�D���U�D�]�L�Q�L���Q�L�]�D���L���G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�L�M�L���V�X���P�H�ÿ�X���P�R�Q�R�P�H�U�L�P�D��

�N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �I�L�]�L�þ�N�L�� �E�O�L�å�H���� �0�H�ÿ�X�W�L�P�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�H�� �S�L�W�D�Q�M�H�� �N�R�M�H�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �L�]�� �R�Y�L�K��

analize je da li su contig-�]�L���L�]�O�X�þ�H�Q�L���L�]���J�H�Q�R�P�D���Q�D�N�R�Q���D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�J���V�O�Dganja stvarni nizovi 

ili se radi o artefaktima programa koji nije usmjereno konstruiran za obradu uzastopno 

ponovljenih sljedova. S druge stane, veliki broj INC satelitnih monomera se nalazi u bazi 

unplaced reads �N�R�M�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �V�O�L�M�H�G�R�Y�H�� �N�R�M�L�� �Q�L�V�X�� �P�R�J�O�L�� �E�Lti definirani automatskim 

slaganjem. �=�D�N�O�M�X�þ�D�N���J�R�U�H���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K���D�Q�D�O�L�]�D���M�Hst �G�D���V�H���S�R�G�D�F�L���R���X�]�D�V�W�R�S�Q�R���S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�P��

sljedovima dobiveni shotgun metodom sekvenciranja i automatskim slaganjem moraju 

nadopuniti dodatnim analizama. Za detaljniji uvid strukture ovih sljedova u genomu 

neophodno je provesti daljnje sekvenciranje klonova iz BAC biblioteke, zatim njihovu 

RE analiza i rekloniranje BAC-ova.  

�1�D�G�D�O�M�H���� �)�,�6�+�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �J�H�Q�R�P�D�� �V�R�Q�G�R�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P�� �]�D�� �,�1�&�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�X�� �'�1�$��

�X�R�þ�H�Q�D���M�H���O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�D���V�L�J�Q�D�O�D���Q�D���M�H�G�Q�R�P���L�Oi dva mjesta što govori u prilog smještaju INC 

�V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �Q�D�� �M�H�G�Q�R�P�� �L�O�L�� �G�Y�D�� �N�U�R�P�R�V�R�P�D���� �,�]�� �R�Y�R�J�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �,�1�&��

satelitna DNA s 3 %-tnim udjelom u genomu definitivno nije jedini posrednik u 

�F�H�Q�W�U�R�P�H�U�Q�R�M���I�X�Q�N�F�L�M�L���K�R�O�R�F�H�Q�W�U�L�þ�Q�L�K���N�U�R�P�R�V�R�P�D�����D�N�R���X�R�S�ü�H���M�H�V�W���S�R�V�U�H�G�Q�L�N�����V���R�E�]�L�U�R�P���G�D��

pokazuje smještaj samo na jednom ili dva kromosoma. 

Do sada je opisano sedam satelitnih porodica u genomima vrsta roda 

Meloidogyne; (�0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������ ������������ ���������D���� ���������E���� ������������ �&�D�V�W�D�J�Q�R�Q�H-Sereno i sur., 

1998, Piotte i sur., 1994). Pretraživanjem sekvenciranog genoma vrste M. incognita 

�L�]�O�X�þ�H�Q�D�� �V�X�� �þ�H�W�L�U�L�� �Q�R�Y�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�D�� �V�O�L�M�H�G�D�� ���5������ �5������ �5���� �L�� �5����. �,�]�O�X�þ�H�Q�H�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �Q�H��

razlikuju se od ranije opisanih po duljini monomera (~170 pb), udjelu A i T nukleotida 

(62-70%) te nukleo�W�L�G�Q�R�M���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���P�R�Q�R�P�H�U�D���Y�H�ü���V�D�P�R���S�R���X�G�M�H�O�X���X���J�H�Q�R�P�X���N�R�M�L���M�H��

izrazito mali (<0,1%.). Nizak udio u genomu najvjerojatniji je razlog zbog kojeg 

navedene satelitne porodice nisu ranije otkrivene, �Y�H�ü�� �V�X�� �X�R�þ�H�Q�H�� �W�H�N�� �Q�D�N�R�Q��analize 

sekvenciranog genoma vrste M. incognita. Pretraživanjem genoma mitotskih 

partenogentskih vrsta M. javanica, M. paranaensis, M. hapla B te mejotskih 

paretnogentskih vrsta M. hapla A i M. fallax �Q�D���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���Q�R�Y�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$���R�G�U�H�ÿ�H�Q��

je potpuniji satelitski profil navedenih vrsta koji je diskutiran u okvirima poznatih 
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filogenetskih odnosa. Pretraživanje genoma srodnih vrsta roda Meloidogyne nedvojbeno 

je pokazalo da se radi o evoluciji satelitnih sljedova prema modelu "biblioteke" 

���0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U., ������������ �0�H�ã�W�U�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U., 2009). U ovom radu nadopunjeni su rezultati 

raspodjele satelitnih DNA u ovim vrstama ukl�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���D�Q�D�O�L�]�X���Q�R�Y�R�R�W�N�U�L�Y�H�Q�L�K���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K 

DNA dobivenih pretraživanjem sekvenciranog genoma vrste M. incognita. U prijašnjim 

�U�D�G�R�Y�L�P�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �L�]��"biblioteke" vrsta roda Meloidogyne ostaju 

�V�D�þ�X�Y�D�Q�H���X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�R�P���V�O�L�M�H�G�X���� �,�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L���R�Y�R�J���U�D�G�D���G�R�N�D�]�X�M�X���L�V�W�R�����1�D�L�P�H���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H���L��

sekvenciranje R7 satelitne DNA iz vrste M. paranaensis pokazalo je usporedbom s R7 

satelitnom DNA iz vrste M. incognita da se rad�L���R���S�R�W�S�X�Q�R���V�D�þ�X�Y�D�Q�R�M���V�D�W�H�O�L�W�Q�R�M���'�1�$���S�U�L��

�þ�H�P�X���M�H���M�H�G�L�Q�R���X�G�L�R���Y�D�U�L�M�D�Q�W�L���P�R�Q�R�P�H�U�D���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���J�H�Q�R�P�L�P�D���R�V�F�L�O�L�U�D�R���� 

 

Slika 5.1. Pretpostavljeni evolucijski razvoj vrsta roda Meloidogyne temeljen na distribuciji 

satelitnih DNA (str�H�O�L�F�H���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X���S�R�U�L�M�H�N�O�R���L���G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�X���V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K���'�1�$�������&�U�Y�H�Q�R���V�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�H��

satelitne DNA koje su analizirane u ovom radu. 

 

�0�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���D�Q�D�O�L�]�H��monomernih �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D���P�H�ÿ�X���V�U�R�G�Q�L�P���Y�U�V�W�D�P�D��

roda Meloidogyne nisu filogenetski informativn�H���� �G�R�N���V�H�� �D�Q�D�O�L�]�D���Q�M�L�K�R�Y�H�� �U�D�]�G�L�R�E�H�� �P�H�ÿ�X��

vrstama pokazala informativnom.  

Nove satelitne DNA R1 i R8 zajedno s prije analiziranim MPA1 i MPA2 pojavljuju se 

najvjerojatnije u pretku svih vrsta roda Meloidgyne te su do danas ostale prisutne u svim 

   M. arenaria 

M. hapla B 

M. hapla A 

M. chitwoodi 

M. fallax 

M. incognita 

M. javanica 

Predak  
M. paranaensis 

Predak  
M. hapla 

Predak  
Meloidogyna M. paranaensis 

R8 
R1 

MPA1 
MPA2 

 

pMhM  
 

pMcCo  

R7 
MARJA  

INC 

R5 
AJL  

 

�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�L���G�R�J�D�ÿ�D�M 



 

 50

promatranim vrstama. Nova satelitna DNA R7 zajedno s prije analiziranima MARJA i 

INC pojavljuje se kasnije na evolucijskoj skali te je prisutna samo u mitotskim 

partenogenetskim vrstama. R5 porodica pojavljuje se najkasnije te je prisutna samo u 

srodnim vrstama M. incognita, M. javanica i M. arenaria. Grupiranje ovih vrsta je 

nedvojbeno pokazano i na temelju filogenetskih analiza s drugim biljezima (npr. rDNA, 

Hugall i sur., 1999; ESTs, Scholl i Bird, 2005). 

Na temelju ranije opisane razdiobe satelitnih DNA kao i razdiobe novih satelitnih 

DNA najteže je bilo obrazložiti evolucijski put vrsta M. paranaenisis i M. hapla (soj A i 

B). Vrste M. paranaensis i M. hapla B spadaju u mitotske partenogenetske vrste za 

razliku od vrste M. hapla A koja je mejotska paretnogentska vrsta. Iako se M. hapla 

definira  kao jedina vrsta (Triantaphyllou, 1985; Hugall i sur., 1994) �V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���Q�D�þ�L�Q�R�P��

partenogenetskog razmnožavanja pa se s obzirom na to dijeli na soj A i B mnoge analize 

vezane za njihovo evolucijsko porijeklo i srodstvene odnose su �R�S�U�H�þ�Q�H��i još nejasne. 

Rezultati filogenetskih analiza zasnovanih na cjelokupnoj ITS (engl. internal transcribed 

spacer) pokazale su rezultate gdje se M. hapla B grupira s mitotskim vrstama M. 

arenaria, M. incognita i M. javanica dok se M. hapla A grupira s mejotskim vrstama M. 

chitwoodi i M. trifoliophila (Hugall i sur., 1999). Ovi rezultati su u skladu s našim 

rezultatima te dovode u sumnju postavljenu hipotezu direktnog prijelaza sa fakultativne 

mejotske partenogeneze vrste M. hapla A u obligatornu mitotsku partenogenezu vrste M. 

hapla B. Nadalje, razdioba satelitnih DNA u vrstama M. hapla B i M. paranaensis 

�X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �P�R�J�X�ü�L�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�L�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�� �X�� �S�U�H�G�D�N�D�� �R�Y�L�K�� �G�Y�L�M�X�� �Y�U�V�W�D���� �6�Y�H�� �R�Y�G�M�H��

navedeno sugerira kompleksni evolucijski put opisanih vrsta k�R�M�L�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H��

�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�V�N�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�H. �6�O�L�þ�Q�L���G�R�J�D�ÿ�D�M�L���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L���V�X��i kod partenogenetskih vrsta 

guštera (Moritz, 1993) �L���S�R�O�L�S�O�R�L�G�Q�L�K���D�S�R�P�L�N�W�L�þ�Q�L�K���U�D�þ�L�ü�D����Little i Hebert, 1997).  

�0�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�P�� �P�R�G�H�O�R�P��"biblioteke", razdioba 

�V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �P�H�ÿ�X�� �V�U�R�G�Q�L�P�� �Y�U�V�W�D�P�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �Y�D�O�M�D�Q�L�� �E�L�O�M�H�J�� �]�D�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

filogenetskih odnosa. Nedavne studije kromosomske distribucije dvije satelitne DNA u 

vrstama porodice Bovidae (Chaves i sur., 2005) pokazale su da su ovakve analize 

�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�Y�Q�H�� �X�� �I�L�O�R�J�H�Q�H�W�V�N�L�P�� �R�N�Y�L�U�L�P�D�� �Q�D�G�R�S�X�Q�M�X�M�X�ü�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �N�O�D�V�L�þ�Q�L�P��

filogenetskim biljezima (npr. mtDNA).  
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N�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �E�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�L�K�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �L�]�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�R�J�� �J�H�Q�R�P�D��

vrste Meloidogyne incognita te pretraživanjem genoma srodnih vrsta roda Meloidogyne 

na prisutnost novootkrivenih satelitnih DNA mogu �V�H���G�R�Q�L�M�H�W�L���V�O�M�H�G�H�ü�L���]�D�N�O�M�X�þ�F�L�� 

 

1. �9�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K��contig-�D�� �,�1�&�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�H�� �'�1�$�� �Y�H�ü�D�� �M�H�� �R�G��

varijabilnosti unutar pojedinog contig-�D�� �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �G�D�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�V�N�L��

mehanizmi ovih uzastopno ponovljenih sljedova djeluju na razini niza. Naime pri tom se 

�Q�H�� �V�P�L�M�H�� �]�D�E�R�U�D�Y�L�W�L�� �Q�D���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D�� �� �P�H�W�R�G�D�� �D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�J�� �V�O�D�J�D�Q�M�D�� �J�H�Q�R�P�D�� �S�U�L�� �V�O�D�J�D�Q�M�X��

ovakvih uzastopno povovljenih sljedova može davati i nevjerodostojne rezultate te bi 

�G�D�O�M�Q�M�H���D�Q�D�O�L�]�H���P�R�J�O�H���S�R�W�Y�U�G�L�W�L���L�O�L���R�S�R�Y�U�J�Q�X�W�L���J�R�U�H���L�]�O�R�å�H�Q���]�D�N�O�M�X�þ�D�N���� 

 

2. �)�,�6�+���D�Q�D�O�L�]�R�P���V�D���V�R�Q�G�R�P���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P���]�D���,�1�&���V�D�W�H�O�L�W�Q�X���'�1�$���G�R�E�L�Y�H�Q�D���M�H���O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�D��

signala na jednom ili dva m�M�H�V�W�D���X���N�R�P�S�O�H�W�X���N�U�R�P�R�V�R�P�D���ã�W�R���X�S�X�ü�X�M�H���Q�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���V�H��

INC satelitna DNA nalazi na jednom ili eventualno dva kromsoma. 

 

3. �5�������5�������5�����L���5�����X�]�D�V�W�R�S�Q�R���S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L���V�O�M�H�G�R�Y�L���L�]�O�X�þ�H�Q�L���L�]���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�R�J���J�H�Q�R�P�D���Y�U�V�W�H��

M. incognita �Q�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�X�� �K�R�P�Rlogiju niti homologiju s prije 

opisanim satelitnim sljedovima što dokazuje da se radi o novim satelitnim porodicama. 

 

4. �1�R�Y�R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�R�� �S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�� �V�O�M�H�G�R�Y�L�� �L�P�D�M�X�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H��

satelitnih DNA: duljinu monomera ~170 pb, visok AT sastav (62-70%) te nisku 

varijabilnost (0,7-4,5%). Zastupljenost u genomu je vrlo mala (<0,1%), što je vjerojatni  

razlog da do sada nisu bile otkrivene standardnim metodama kloniranja iz genoma. 

 
5. Analize distribucije novih satelitnih DNA u genomima srodnih vrsta roda Meloidogyne 

pokazale su da se njihova evolucija odvija prema modelu "biblioteke". Ove analize su 

�W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�R�G�U�å�D�O�H�� �S�U�L�M�H�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�X�� �K�L�S�R�W�H�]�X�� �G�D���U�D�]�G�L�R�E�D�� �V�D�W�H�O�L�W�Q�L�K�� �'�1�$�� �P�H�ÿ�X�� �V�U�R�G�Q�L�P��

�Y�U�V�W�D�P�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �Y�D�O�M�D�Q�L�� �E�L�O�M�H�J�� �]�D�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �I�L�O�R�J�H�Q�H�W�V�N�L�K�� �R�G�Q�R�Va u srodnim 

�R�U�J�D�Q�L�]�P�L�P�D���W�H���G�D���X���Q�H�N�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���P�R�å�H���U�D�]�O�X�þ�L�W�L���Q�H�N�H���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�H���G�R�J�D�ÿ�D�M�H���N�R�M�L���V�H��

�N�O�D�V�L�þ�Q�L�P���I�L�O�R�J�H�Q�H�W�V�N�L�P���E�L�O�M�H�]�L�P�D���Q�H���P�R�J�X�� 
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