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ODULQR .RUOHYLU

Laboratorij za strukturu i funkciju heterokromatina, Institt X yHU % RaMRMIHIQLp ND
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2EOLUL NRULMH Q RveloidodynesuadiljrilpataRtiGoD iznimne agronomske
vaznosti koji iPDMX YUOR UD]JQROLNH QDpPLQH UHSURGXNFLM
razmnozavanje do mitotske partenogeneZesta Meloidogyne incognitanedavnoje

odabrana kao modelni organizam te je njezin genomski projekt postao dostupan. U ovom

radu, provedena je cjelokupmaaaliza satelitnih DNA u vrstama rodiéeloidogynekoja

MH VDGUADYDOD DQDOL]JH QRYRRWNULYHQLK VDWHOLWQ
sekvenciranog genoma zajedno s ranije opisanih satelitnim sljedovima.

Analize monomernih varijantL ] O X p HoQrltiéca kdjji su sadrzavali ranijepisanulNC

satelitnu DNA otkrleVX YDULMDELOQRVW MHGLQLFD SRQDYOMDQM!|
ukazuje na homogenizacijske procese na razini niza. Kako bi se odredio polozaj INC
VDWHOLWQH '"1$ QD KR ORFHQaMeldidogyhé inbbgriR@Pr&edeiaL PD Y

je FISH analiza. Rezultati su pokazali lokalizaciju signala na samo dva kromosoma.
Nadalje,contigg]L NRML VX VDGUADYDOL SUHGYLGLYR QRYH VOMH
programima Repeat Scout i Tandem Repeat Firtdesu karakteriziranin silico

analizom. Sljedovi novih satelitnih DNA (R1, R5, R7 i R8) pokazuju nisku
XQXWDUVDWHOLWQX YDULMDELOQRVW PRQRPHUD YLVRD
PHYXVREQX VOLPQRVW X QXNOHRWLGOQL®P M) MNMIG&YLPD WH
PHYyXYUVQD UDVSURVWUDQMHQRVW QRYLKMEDAWOLWQLK "1
provedena je metodom PGRIi hibridizacijskom analizom po Southernu. Na temelju
rasprostranjenosti novih satelitnih DNA (R1, R5, R7, R8) i onih opisdDiQ. MH SRWYUVHQ!I
je hipoteza prema kojoj rasprostranjenost satelitnin DNA moZze biti relevantni kriterij za
RGUHYLYDQMH HYROXFLMVNLK RGQRVD
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IDERUDWRU\ IRU VWUXFWXUH DQG IXQFWLRQ RI KHWHURF
%LMHQLpPND =DJUHE &URDWLD

Rootknot nematodes (RKN) of the gendeloidogyneare plant parasites of major
agricultural importancewhich exhibit different modes of reproduction, from classical
amphimixis to mitotic parthenogenesis. Recerlgloidogyne incognitavas selected as
amodel organism and its genompmject became available. In this work, compredesn
analyses of satellite DNAs based on data published in the genome project including
already characterized satellite DNvegre performed.

Analyses of monomer variants retrieved from contigs containing already characterized
INC satellite DNA revealed ey specific variability pointing out that sequences are
predominantly homogenized on the array leVel define the localization of INC satellite
DNA on holocentriaV. incognitachromosomes, FISH analyses were performed. Results
showed localization of INGatellite DNA on only two chromosomes. In addition, contigs
with candidate satellite DNA sequences were extracted by RepeatScout and Tandem
Repeat Finder and furtheharacterizedn silico. Sequences of ndywdescribedsatellite

DNAs (R1, R5, R7 and R8xhibit low intrasatellite monomer variability, hight+T
content,insignificant mutual sequence similarity and each of tmeakes up <0,1% of

the genomeln addition, the interspecific distribution of new satellite DNAs detected in
five congeneridvieloidog/nespecies 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 drgbution 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. UvOD



1.1.321%$9/-%-80, 6/-('29, 8 *(120,09%

Nukleotidni sljedovi u genomima eukariotskihn organizama dijele se na
jedinstvene sliedoveX WDNYH XE UDdém)PuRadtophél pon@vhene sljedove te
rasprSene ponovljene sljedove (Slika 1.1.). Uzastopno pondvljeW OMHGRYH pLQH
mikrosatelitha DNA, minisatelitna DNA, satelitha DNA, telomerna DNA te segmentalne
duplikacije (Moran i Morish, 2005). Mikrosatelin '1$ VDpPLQMDYDMX X]DVWF
ponovljene jedinice duljine -B pb (parova bazadok kod minisatelitne DNA talke/
jedinice imaju duljinu 150 parova bazaSatelitha DNA sadrzi uzastopno ponovljene
jedinice duljine od nekoliko parova baza do 1 kb. Ono Sto razlikuje satelithu od
mikrosatelitne i minisatelitne DNA jesu nekoliko Mb (megabaza) dugi nizovi
ponovljenih jalinica smjeSteni u konstitutivnom heterokromatinu koji suV O X p D M X
mikrosatelitne i minisatelitne DNA mnogo diskretniji i smjeSteni uglavnom u
eukromatinskim regijama (Plohl i sur., 2008). Poseban oblik mikrosatelitne DNA je
telomerna DNA koja gradi kraje svih eukariotskin kromosoma (Moran i Morish, 2005).
6HIPHQWDOQH GXSOLNDFLMH SUHGVW D300 KoDkigfeX sSIQ X NOHR W
prisutne na dva ili viSe mjesta u genompLMD MH VOLPQRVW X QXNOHRWLG
(Lander i sur.2001)

JEDINSTVENI SLIEDOVI (GENI)

GENOM

SEGMENTALNE RASPRSENO PONOVLJENI SLJEDOVI
DUPLIKACUE \ NEPOZNATOG PORIJEKLA

TELOMERNA DNA |+— UZASTOPNO PONOVLJENI RASPRSENOPONOVLJENI |,
SLJEDOVI SLJEDOVI TRANSPOZONI

MIKROSTATELITNA / RETROPOZON!I LTR-RETROTRANSPOZONI

DNA
MINISATELITNA DNA SATELITNA DNA / \

| SINE | | LINE |

Slika 1.1.Vrste nukleotidnih sljedova u genomima eukariotskih organizama



5DVSUEHQH SRQRYOMHQH VOMHGBMakspdzor® EngWWUDQ VSR
LTR, long terminal repeaj, retropozoni te rasprSeni ponovljeni sljedovipoenatog
porijekla. TranspozonV DGU&H JHQ ]D VSHFLILPpQX LQWHJUD]X WUD
RPRJXuDYD SUHPMHAWDQMH WUDQVSR]J]RQD V MHGQRJ PMH
QDpLQD WUDQVSR]JLFLMH QHUHSOLNDWLYQD NRQ]JHUYDWL
kopija transpozona UHSOLNDWLYQD WUDQVSR]LFLMD pLML VX SUR
(Kleckner, 1990). Retropozoni se dijele na LINE (engl. LIN#hg interspersechuclear
element$ i SINE (engl. SINE short interspersechuclear element$. LINE retropozoni
sadrze nekolikoJHQD PHYyX NRMLPD L JHQ ]D UHYHU]X WUDQVNU
UHYHU]QX WUDQVSR]JLFLMX 6,1( UHWURSR]RQLiM®H VDGUA&H

kodirane LINE retropozonima (Moran i Morish, 2005).

1.2. SATELITNA DNA

"Satelithna DNA" kao pojam uveden je povijesnih razloga jer je prvi puta
LIROLUDQD L] VDWHOLWQLK YUSFL X HNVSHULPHQWLPD FH
YHUHJ XGMHOD $ L 7 QXNOHRWLGD RG RVWDWND '1$ 6]\E
uzastopno ponovljeni sljedovyrisutni u velikom broju kopija u genomu. Osnovna
jedinica ponavljanja satelitne DNA naziva se monomer. Satelithe DNA su organizirane u
dugim nizovima koji su smjesteni u konstitutivnom heterokromatinu, eukariotskim
kromosomskim regijama koje ostaju kondenzirane krozQ@ie VWDQLpPQL FLNOXV

.RQVHQ]XVQL VOLMHG SRMHGLQH VDWHOLWQH '1$ Mt}
izveden iz QDVXPLPpQR NO®RIQ MDIMALIK PR Q FhPiH b poB@dtaka ]OXpHQ
VHNYHQFLUDQRJ JHQRPD 2GUHVYHQX ondnwrh, Qukiaofiddi '1$ RSLV
VOLMHG L EURM NRSLMD PRQR P Hdd,BZatdtrV ONAYQriemS8ikR QDY OMD M
sadrze velikudio Ai T nukeotida te duljinu monomera®¥ SRQX QDMpHAaUH RG G
pb te od 300 do 360 plyzastopngonovljenisljedovi mogu grditi monomerne nizove
duljine do 100 Mb. Sadrzaj satelitne DNA u genomima eukariotskih organizama
]OQODpDMQR YDULUD WH PR&H VDpLQMDYDWsdeuveBd@m XNXSQF
EURMX VOXpPDMHYD J]QDWQR UDJOLNXMX X DM QHROWIVON@R P
srodnih vrsta (Henikoff i sur., 2001).



Prve hipoteze o ulozi satelithe DNA u genomu osporavale su bilo kakvu funkciju
VPDWUDMXiUL VDWHOLW Q Xn dtpadobh YOhRoULIVADili fenbhskim P V N L
parazitom (Orgel i Crick, 1980). Suprotn@vim hipotezama razvieno je
IXQNFLRQDOLVWLpPpNR JOHGLAWH NRMH SUHGYLYD XORJX V
NURPRVRPVNH RUJDQL]DFLMH L VSDULYDQMD GR VWDQLpQI
isur,200l) 1RYLMD VD]QDQMD SRWWHUSXNWISRY WDLYRNHMHD SR V M/]XpWN
satelitne DNA s mnogim kompleksnim osobinama eukariotskog genbimaavo je
VDWHOLWQR]JURNPpMM@WLNH UDJOLNH X YHOLPLQL JHQRPD P*H
(Plohl i sur., 2008).

Satelitna DNA uglavnom nije transkripgiVNL DNWLYQD aWR MH RPpHN
nalazi u transkpcijski suprimiranom heterokromatinskom okruzenju PHYyXWLP
LVWUDALYDQMD QRYLMHJ GDWXPD XSXiUXMX QD SRVWRMD
VDWHOLWQD '1$ QH VDGUAL RW Yiftddijd Q@adnskripata ldokelzgna WD QM D
PRIJXUH VX QHNH RVWDOH IXQNFLMH WUDQVNULSDWD VDW
ekspresija satelitnih DNA ovisno o tkivu ilirazvopm VW DGLMX aWR XSXUXMH QD L
funkciju (Pathak i sur., 2006). Poznato je daQrafe NULSWL VDWHOLWQH '"1$ L] NX
YRGR]JHPDFD PRJX LPDWL ULER]JLPVNX DNWLYQRVW 5RMDV
VH WUDQVNULSWL QHNLK FHQWURPHUQLK VDWHOLWQLK V
RNA (siRNA, engl. small interfering RNA) koje sudjeluju u heterokromatinskoj

kondenzaciji i epigenetskoj regulaciji gena (Grewal i Elgin, 2007).



1.2.1.Evolucija satelitnih DNA

Satelitne DNA obiljeZzava brza evolucijska promjena kako u kvantitativnom tako i
u kvalitativnom smislu kroz promjenu haokopija monomera i promjene nukleotidnog
VOLMHGD PRQRPHUD IDYHGHQH SURPMHQH YUOR pHVWI
VSHFLILPQRJ SURILOD VDWHOLWQLK '1$ OHYyXYUVQD UD]!
(kvalitativna promjena), te u isto vrijeme, niska umatsna varijabilnost posljedica je
PHKDQL]DPD XVNODYyHQH HYROXFLMH 1DYHGHQL PHKDQL]
procesa nazvanogolecular dive NRML VH VDVWRML RG KRPRJHQL]DFL
PODQRYLPD SRURGLFH WH LVWRY Ueprodu®tRnb paverahiuDQMD L]
jedinki (Dover, 1982, 1986).

OROHNXODUQL PHKDQL]JPL SRSXW WRpPNDVWLK PXWDFL
sudjeluju u nastajanju novih varijanti monomera pojedine satelitne porodice (Smith,
1976). Homogenizacija mutacija monomeraym¢ pODQRYLPD SRURGLFH XQXWD
se procesima nejednolikogrossing overa konverzije gena, umnazZanja mehanizmom
NRWUOMDMXUOHJ NUXJD UHLQVHUFLMRP L (SiephaiQRP SRV
1986; Dovey 2002; Glinka i sur.,, 2006)Nadalje, fihovo rasprostranjenje kroz
populaciju (fiksacija) osiguravéde QDVXPLPQRP UD]J]GLRERP KRPRORJQLK
tijekom spolne reprodukcije. Prenmocesumolecular drivebrza evolucija satelitnih
sljedova posljedica je ptupne DNXPXODFLMH PXWD RALRE X XVRDRMH XpW Q
porodicama te homogenizacije i fiksacije u reproduktivno odvojenim organizmima.

OHYyXWLP-VBHFQR. pQL SURILO VDWHOLWQLK '1$ PRA&H EL
kvantitativne promjene satelitnih DNA u kratkom evolucijskom periodu wmméma

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

"biblioteke¢' YU\ L 6DOVHU 0 HO®8Y. DR ¥ddd jeotir¥emo podosta
primjera gdje genomi srodnih vrsta dijélablioteku® UD]OLp LW L Kedd\KEOBLW QLK V C
i sur, 1997; Pons i suy. S8PQDA&DQMH LOL NRQWUD Ndfjgddd SRMHGLC

iz "biblioteke' MH X WRP VOXpDMX X]U-R/MN HRMDpYIORMLS DR MD Dr W\DC
'l$ X VURGQLP YUVWDPD 8JDUNRYLU YUSWRKRGUHYH@BL SK
"biblioteke" moZe biti umnoZzZen i pojavljivati se kao glavna satelitna DNA, dok su ostali

prisutni u malom broju kopija. Smatra se kako je nejednalikissing overglavni



mehanizam ekspanzije ili kontrakcije nekog satelitnog niza (5mf76). Dokazano je

da su satelitne DNA tbiblioteci” VDpXYDQH X QXNOHRWLGQRP VOLMHG X
kukacaTenebrionidaep D N PLOLMXQD JRGLQD OURKFLRQDOEK MH XD VX
LQDIoHSURPMHQMLYL VOMHGRYL rdzdugilvRendedsRiRétia® D VDp X Y|
OHYyXWLP QRYLMD LVWUDALYDQMD PRQRPHURitE&I'VOMHGRYLC
XND]XMX QD SRVWRMDQMH YUOR YDULMDELOQLK XPMHU
QXNOHRWLGQRJ VOLMHGD PRQRAMHIIRIDVARMIR YRXb XMRBUKOG

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

OHAWURYLU L VXU BHOHNFLMVNL SULWLVDN VH QD
VDWHOLWQH '1$ V YH]XMXuLPcijg UskWWudda@al iz DprdmijedeDu MH H Y R
VDWHOLWQRM '1$ +DOO L VXU OHAWURYLU L VXU



122.&8HQWURPHUQD SRGUXpMD NURPRVRPD

Sljedovi satelitnih DNAglavni su sastavni dio centromernog i pericentromernog
heterokromatina, dviju epigenetski determinira regija odgovornih za pravilno
sparivanje i odvajanje eukariotskin kromosoma u mitozi i mejozi (Plohl i sur., 2008).
IDYHGHQL SURFHVL YH]DQL X] FHQWURPHUQR SRGUXpMH L
GRN VX VDWHOLWQH '1$ L SURWHRQP QRH EW LRPHRIODA.U 5!
+HQLNRII L VXU SUHWSRVWDYND MH GD EU]JRHYROXI
adaptivnu evolucijuN-WHUPLQDOQRJ GLMHOD KLVWRQX + VOLpPQR
CerH3 koji sluzi NDR VSRQD L]PHYyX EUJRHYROXLWDHEXWYWBQYRWH
NLQHWRKRUD +HQLNRII L VXU 2YD GXDOQD SULURG
SRPLULWL KLSRWH]RP GD FHQWURPHUQR SRGUXpMH V MH(
obavlja u mitozi i mejozi, a s druge strane ima ulogu akumulatora raaijkamogu
LPDWL ELWQX XORJX X UHSURGXNWLYQRM L]JRODFLML YUVV
1998, 2006). Modelbiblioteke' QD QHNL QDpPpLQ PLUL RYX GXDOQX SUL
SRGUXpMD SRVWRMDQMH UD]OLpLWLKdeZDaNsEl€hdijW® LK '1$ X
ulaz u biblioteku, (vjerojatno prema principu da mogu biti posrednici u centromernoj
IXQNFLML RVLIXUDYDMX UD]JOLpLWRVW NRMD PR&H RVL]J
SURPMHQRP X EURMX NRSLMD SR&WMGR QPIB@AOEOWHOLWQH

&LWRORANLP WHKQLNDPD GDYQR MH XRpHQR GD H>
NURPRVRPD V REJLURP QD FHQWURPHUQR SRGUXpMH ORQ
PLNURWXEXOH QD RGUHYHQRM ORNDOL]JLUDQRM UHJLML F
polovima VWDQLFH YRYHQL FHQWURPHURP 1DSURWLY KRO
PLNURWXEXOH FLMHORP VYRMRP GXOMLQRP WH VH X DQD
+RORFHQWULpPpQL VH NURPRVRPL SRMDYOMXMX VSRUDGLDC
biljnog carstva te su mpgerojatnije produkt konvergentne evolucije ili je predak svih
HXNDULRWVNLK RUJDQL]DPD VDGUADYDR KRORFHQWUL
Caenorhabditis eleganisvrste rodaMeloidogyneLPDMX KRORFHQWULPQH NURPF
dobi PRGHOQL RUJDQL]PLKIPRORURXPDYDM FHQWURPHUH '"HU

9HULQD VWXGLMD HYROXFLMH RUJDQL]DFLMH L VWUXN
YUVWDPD NRMH SRVMHGXMX PRQRFHQWULPpQH NURPRVRPF



kromosomima malobrojne. S obzirom da se radiSSRWSXQR UD]JOLpLWRP V.
FHOQOWURPHUQRJ SRGUXpMD VWXGLMH VDWHOLWQLK "13$ X F

razumijevanju uloge satelitnih DNA u genomima.

13.2%/,0, .25,-(129,+ .95 a;Mehidogyne spp.

2EOLUL NRULMHQRY LK rodtkhbanematod&ss meli@3D0 pn
mm) crvoliki organizmi koji pripadaju razredu Tylenchida i endoparaziti su korijenja
ELOMDND 6WYDUDMX NYUALFH QD NRULMHQMX aWR LPD ]D
te zbog toga predstavljaju veliki agronomski geob (Castagnon&ereno, 2006).

ALYRWQL LP FLNOXV L QDpLQ UHSURGXNFLMH YDULL
DPILPLNVLMH GR REOLJDWRUQH PLWRWLpPpNH SDUWHQRJHQ
DPILPLNVLMH PHMRWLpPpNRP VH GLRERP aplaavijp thbviigX JDPHWE

VOMHGHUD (CHsG@aghoreeFH WHDQ R $PILPLNWLPNH YUVWH V
UDVSURVWUDQMHQRVW EURM GRPDULQD L HNRQRPVNL XW
NRULMHQRYLK NYUALFD -HSVRQ 9 HiirazgnBozavel REOL 1D

QHNLP RG GYLMH YUVWH UD]J]OLpLWLK SDUWHQRMHQHWVNLK

chitwoodj M. exigua M. fallax YHUOLQD SR SXVObapla D raétdrivXsuvdju

VSROQR L PHMRWLPNRP DXWRPLNWLpPpNRP iji BrBuiWHQRJIHQH

muZjaci razmnozavanje je spolno, anedostatku muzjakgje prolazi kroz redukciju

EURMD NURPRVRPD PHMR]RP QDNRQ pHJD VH EURM NURPR\

pronukkusa jajne stanice sa sekunaannpolarnom jezgrom (Triantaphyllou, I®6Van

GHU %HHN L VXU 7UHUL QDpLQ UHSURGXNFLMH MH F

partenogeneza koja se javlja u geografski najraSirenijih i agronomski najStetnijin vrsta

kao Sto suM. arenarig M. incognitai M. javanica U ovakvom obliku ramnozavanja

XRSUH QH SRVWRML UHGXNFLMVND GLRED PHMR]D YHU VH
2SUHQLWR MH SULKYDUHQR NDNR MHM&dds@ieLGQL EUR

n PHYyXWIHULQL SRSXODFLMD VRPDWVNL EURMD NURPRVR

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

kromosomaNRML MH G MH O Eth Ykavuje n&@velRiHpd)adnosV aneuploidije ili

polisomije te strukturnih rearanzmana kao Sto su delecije, duplikacije lokaoge.



6PDWUD VH NDNR VX RYDNYL GRJDYyDML pHVWL MHU RE
KRORFHQWULpPQH FHQWURPHUH NRMLPD QHGRVWDMH O
(Triantaphyllou, 1983).

1.3.1.Filogenetski odnosi rodaMeloidogyne

Trenutno je opisano 80 vit REOLUD NRULMHQRYLK NYUALFD NRN
teSko usporedivu s bilo kojom skupinom unutar zivotinjskog carstva (Karssen i Van
+RHQVHODDU 1DM]QDpPpDMQLML REOLUGL NRULMHQR
partenogenetski te je stoga definicija biolskste temeljena na reproduktivnoj izolaciji
QD QMLK QHSULPMHQMLYD '"HWHUPLQDFLMD REOLUD NRULMN
PRUIRORANLP ]QDpDMNDPD NDR aWR VX GXOMLQD L REOLN
muZjaka i sl. Podaci dobivenifQHWLpNLP LVWUDALYDQMLPD XJODYQRI
temeljenje na morfoloSkim osobinama. Istrazivanja temeljenja na elektroforezi aloenzima
GRND]DOD VX GD VH YHULQD REOLUD NRULMHQRYLK NYU
esteraznih aloenzima. ZadnjR0 gdlina istrazivanja temelleD QD SURXPDYDQMX "1
sljedova poput dijagnostike ribosomske DNA, mitohondrijske DNA i anonimnih lokusa

QSU 5)/3 5%$3'" L $)/3 RPRJXULOH VX GRGDWQH LQIRUPDF
korijenovih kvrzica. Novija saznanja uglavho®i RW YUy XMX PRUIRORANX GHWHU

(Castagnonet6 HUH QR 7TDNRYHU QD %au0j® ¥aieMrie @DAWX L LVWL
PHMRWLPpNLK S Dvsi&Me@iagyReChaplgRidtte Ksur., 1995) Meloidogyne
exigua 5DQGLQJ L VXU XQ N RV UMD IMH QRRWM RGUHYHQR.

VOLMHGD QD SRSXODFLMH NRMH SULSDGDMX LVWRM YUV
satelitne DNA kao taksonomskog biljega.

1D WHPHOMX SRGDWDND GRELYHQLK FLWRJHQHWLpPpNLF
pretpostavljase® VX GUHYQL REOLUL NRULMHQRYLK NYUALFD ELO
danadnjinpEOLAL VURGQLFL DPILlvBte NM\WarpliNghsisl MVridedhatyl® S U
Fakultativni partenogenetski (mejotski) oblici razvili su seDARP ILPLNWLPpNLK GRN VX
obligatorni partenogenetski (mitotski) oblici razvili iz fakultativnih partenogenetskih

oblika potiskivanjem mejoze tijekom sazrijevanja oocite (CastagBeneno, 2006).



KLSRWHWLpPNL pédbkPLNWLpPpNL

amfimiksija IDNXOWDWLYQD PHMRWLpPND SDUWHQRJIHQH]D

43 Mg (?)

PHyXYUVQD

poliploi dizacija hibridizacija

PLWRWLpPND

(obligatorna)
partenogeneza

DPILPLNWLPpNH YHMRMWLPNH SDUWHQRJIJH@®HWRWHpPWHYBMHUWHQRIHQWVNH YUVWH

npr. M. carolinenesis npr. M. chitwoodi npr. M. arenaria
M. microtyla M. exigua M. hapla B
M. hapla A M. incognita

M. javanica
M. paranaensis

Slika 1.2. Shematski prikaz evolucije vrsta rolfeeloidogye (Mg-milijuna godina; Castagnone
Sereno, 2006)

1.3.2.Sekvenciranje genoma vrstévieloidogyne incognita

*HQRP REOLUD NRULM HNERMdgneNncahaitasevencloav \é H
2008 godine (Abad i sur., 200&hotgunmetodom. Kodshotgun sekvenciranja DNA se
SRFLMHSD QDVXPLPQR QD YUOR PDOHE SUBDNBGRSRGINHKLY B J
primarne struture dobju se segmenti duljine oko 500 pbhzvanireads Ovi segmenti se
PHWRGRP DXWRPDWVNRJ VODJDQMD JHQRPD SUHPD SULQ
slazu ucontige i supercontigH 8 NRQWHNVWX VHNYHQFLUDQMD JHQR
veliki problemi u izlaznim analizama povezani s regijama genoma koji posjeduju
ponovljene sliedoveNDURPLWR MH WR L]JUD&HQR NRG GXJLK QL]JRY
VDWHOLWQLK '1$ 3UREOHPL YHU SRpLQMX QD UD]JLQL NOF
SUREOHPDWL mj@,H dridla N RaQihi $lRganja genoma s obzirom da se radi o
YHOLNRP EURMX YUOR VOLPpQLK VOMHGRYD 3O0ORKO L VXU

Slaganjem genoma vrstd. incognifh dobiveno je 2817&upercontiga ukupne
YHOLPLQH OE JHQRPD VDGUAL Nehb ¥jedev8 ARadLi UDV SUA F
sur., 2008) Sveukupno je detektirano 4 JHQRPD UD]JOLPpLWLK SRQD



SRURGLFD RG pHJD RNR-UHWWRSDGIQQHPRIRDH L WUDQVSR
SRURGLFD QHPD XRpHQD RELOMHAMD W Uaijqjy &RizBQD ,DNR
RYLK SRQRYOMHQLK VOMHGRYD DXWRUL VPDWUDMX GD VH
satelitnim DNA.

1.3.3.Evolucija satelitne DNA u vrstama rodaMeloidogyne

Vrste roda Meloidogyne dijele "biblioteku' satelithih DNA koje su ostale
VDpXH DXQ QXNOHRWLGQRP VOLMHG X'biblidtgk(' YDV WDPWDY DINDX H
PHYXVREQR YUOR VURGQHNDR/L PHRYUXRGE®RIR YUOR UD]OLp
DNA (INC, MPA2, OHAWURYLUO L VXU D E ,VWUDALYDQMH
sljedova INC satetine DNA (originalno izolirane iz vrst®l. incognita L] pHWLUL UD]OLDpL
mitotske partenogenetske vrste rolieloidogyne(M. arenaria M. paranaensis M.
incognitg i M. haplaB) pokazé je R p XY Dn@uedénih sljedovad p DN PLOMXQD
godina i najvjeragtniju prisutnost u hipotetskom pretku u nepromijenjenom obliku.
3UHPD WHRULML XVNODYHQH HYROXFLMH PHYyXGMHORYDQ
SULWLVND RPRJXUXMH NRQJHUYDFLMX RGUHYHQLK VDW
evolucijskog razdoblja@hta i Dover, 1984) Za razliku odnonomernihnukleotidnih
VOMHGRYD NRML QLVX ELOL GRYROMQR LQIRUPDWLYQL
VDWHOLWQH SRURGLFH X JHQRPX RGUHYHQH YUVWH XJO!
filogenetske odnose rodsleloidogyne OHaAWURY,LU L VBWUYUYVHQR MH GD V
analizirane vrste roddeloidogynesadrze MPAl i MPA2 satelithe DNA. Mitotska
skupina rodéeloidogyneN R M Xviste Q. khcognita M. javanica M. paranaensis M.
haplaB sadrze MARJA i INC satelitnu porodcG RN MH VDWHOLWQD '1$ $-/ RJ
samo na vrsti. incognitai sestrinske vrstdl. javanica i M. arenaria Satelitha DNA
pMcCo prisutna je samo u mejotskoj partenogenetskoj Mistallax, a pMhM satelitna
DNA samo u vrstiM. hapla Prisutnost odnosndR GV XWQRVW RGUHYHQH VDWHC
SUHGVWDYOMD PRJXuUL ILORJHQHWVNL ELOMHJ NRML VD \
ELOMH]LPD PRaH SRQXGLWL d8LUX VOLNX HYROXFLMVNLK GF

1C



2. CILJ RADA



Poznato je da je satelitna DNA glavi sastavni dio centromernog i
SHULFHQWURPHUQRJ SRGUXpMD NURPRVRPD 30RKO L V.
LVWUDALYDQMD SHUL FHQWURPHUQRJ SRGUXpMD PRQRFH
relevantnih podataka o struktUL VDWHOLWQH '1$ KRORFHQWULPQLK N
rasprostranjenost pojedine satelitne porodice kroz populaciju (fiksacija) osigurava se,
premamolecular drive PHKDQL]PX QDVXPLpPpQRP UD]JGLRERP KRPROI
tijekom spolne reprodukcije. Malo je pzkDWR R QDpPpLQLPD ILNVDFLMH SRN
porodice u partenogenetskih organizama (Dover, 1982, 1986). Iz navedenih razloga vrste
rodaMeloidogyneQDPHUX VH NDR SRJRGDQ PRGHOQL RUJDQL]DP ]
satelitnih DNA zbog posjedovanja holocefti@ LK NURPRVRPD L SDUWHQRJHQF
razmnozavanja.

Genom vrsteMeloidogyne incognitasekvenciran je 2008. godine (Abad i sur.,

2008) shogun PHWRGRP a@aWR RPRJXUDYD DQDOL]X GR VDGD RSI
razini duljih genomskih slijedova in silico detekciju novih satelitnih DNA.
Eksperimentalnim pristupom do sada je opisano sedam porodica satelitnih DNA
OH&AWURYLUO L VXU D -Sdfeno i sur., & 9P WRIE@.R Q H
1994 u vrstamaodaMeloidogyne
Cilj prvog dijela rala bilo je istraziti genomsku strukturu INC satelithe DNA
SLRWWH L VXU NRMD VH QDOD]JL X QDimygditaHP EURM X
%LRLQIRUPDWLpPNLP PHW®GRIAKEi @B INC] sadtebi LDNAXz
sekevnciranog genoma te&sM. incognitau cilju dobivanja rezultata o strukturi ovih
monomernih nizova u genomu. Nadalje, flurescencijskidonidizacijomin situ (FISH)
cilj je bio utvrditi polozaj INC satelithe DNA na kromosomima viisteincognita

Cilj drugog dijela rada biof ELRLQIRUPDWLpPNLP PHWRGDPD L NDS
RGUHGLWL RVQRYQH NDUDNWHULVWLNH GR VDGD QHRSL
sekvenciranog genoma vrdte incognita Nadalje, pretraziti vrste roddeloidogynena
prisutnost novih satelitnih DNA o WOMLYRP PHWRGRP ODQpDQH UHDN

(PCR, englpolymerasechainreactior) te hibridizacijskom analizom po Southernu.

11



3. MATERIJALI | METODE



3.1. MATERIJALI
3.1.1.0snovne kemikalije i materijali

fTris: Sigma Chemical Company,MiIHP D p N D

fOQODWULMHY GRGHFLO VXOIDW 6'6 HWLGLMHY EURPLG 6H

fUHDJHQV |D EORNLUDQMH 5RFKH 1MHPDpPpND

fTween 20: Sigma Chemical Company, SAD

fstreptavidinYH]DQ QD DONDOQX IRVIDWD]X 5RFKH 1MHPDpND

fpozitivno nabijene najlonske MPEUDQH 5RFKH 1MHPDpPND

fautoradiografski filmovi, Amersham, Engleska

f5-brom4-klor-3-indolil- -D-galaktozid (%gal), izopropit -D-tiogalaktozid (IPTG),

fLB-agar: GIBCO BRL, SAD

fagaroza: Sigma Chemical Company, SAD

forange G: Sigma Chemical Company, SAD

fmarNHU YHOLpLQ HeheRuEPNAR IUd& Mix, readyto-use’, Fermentas,
IMHPDpPND

fsmjesa dNTFRova (10 mM svaki) New England BioLabs, SAD

fAmM biotindNTP @ mM dCTP, dGTP, dTTP i 0,84 mM dATP/0,16 mM biotin-

dATP): New England BioLabs, SAD

fDAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol dihidroklorid): Roche Njemafka

fDABCO (1,4diaza[2.2.2]biciklooktan): Sigma Chemical Company, SAD

f51D]D $ 5RFKH 1MHPDpPND

fSHSVLQ 5RFKH 1MHPDpND

fdekstramsulfat: Sigma Chemical company, SAD

favidin-FITC: Vector Laboratories, SAD

f .-avidin®®™™ Vector Laboratories, SAD

2VWDOH NHPLNDOLMH ELOH VX XRELPDMHQH ODERUDWRULNM

12



3.1.2.0snovne puferske otopine

fELEKTROFORETSKI PUFERTAE (pH 8,3): 10 mM TrisHCI, 20 mM Naacetat, 2

mM EDTA (puferu se dodaje etidijevbro@@ GR NRQDPQH NRQB/HPWUDFLMH F
fDENATURACIJSKI PUFER 0,4 M NaOH
f20xSSC(pH 7,0): 3 M NaCl, 0,3 M Naitrat
fPUFERZA 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)
fPUEERZA ISPIRANJESONDE U SOUTHERN HIBRIDIZACI2I20 mM NaHPQ,,

1 mM EDTA, 1% SDS
fPUFER 1(pH 8,0): 0,1 M maleinska kiselina, 3 M NacCl, 0,3% Tween 20

fPUEER 2 reagens za blokiranje otopljerpuferu 1do koncentracije od 0,01 g/mli

fPUFER 30,1 M TrisHCI (pH9,5), 0,1 m NaCl

fTE PUFER(pH 8,0): 10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA

fNEUTRALIZACIJSKI PUFER 0,5 M TrisHCI (pH 7,4), 1,5 M NaCl

fEIKSATIV: octena kiselina:etanol u omjeru 1:3

fOTOPINA DAPFa: DAPI u 2xSSC puferu (2 pg/ml)

fOTPINA ANTIFADE REAGENSA 23,3 mg/ml DABCO, 8% ddD (v/v), 2% Tris
HCI (pH 8,0; v/v), 90% glicerol (v/v)

fDENATURACIJSKA OTOPINA 70% formamid u 2xSSQ

fDeSQ PUFER 4xSSC, 20% dekstrasulfat (v/v), 50 mM natrijev fosfapH 7,0)

fHIBRIDIZACIJSKI PUFER ZA FISH 60% deionizirani formamid (v/v), 40®eSQ
pufer

fPUFER ZA ISPIRANJE SONDE ZA FISH0% formamida (v/v) u 2xSSC puferu

f4AM PUFER 5% reagensa za blokiranje (v/v) u 4xSSC puferu

f4T PUFER 0,05% Tween 20 (v/v) u 4xSSCfpw

13



3.1.3.Kompleti reagencija

fkomplet "DNaeasy Tissue Kit" za izdvajanje DNA iz tkiva; QIAGEN, SAD
fkomplet 'GoTagFlexi DNA Polymerase |D ODQpDQX UHDNFLMegbEROLPHUD]
polymerasechain reaction) koji sadrzavaTaq polimerazu (5 U/ul), 5x koncentrirani

GoTaq Flexi puferi 25 mM MgGlPromega, SAD
fNRPSOHW 4,$TXLFN *HO ([WUDFWLRQ .LW ]D SURpLEUDY
QIAGEN, SAD
fkomplet"QIAquick PCR PurificationKit" ]|D SURpPpLAUDYDQMH SURGXNDWD
QIAGEN, SAD
fkompleti restrikcijskih endonukleazéindll i Dral sa puferima za restrikcijsku analizu,
JHUPHQWDYV 1MHPDpPpND
fkomplet "pGEMT EasyVector Systemi za klonranje produkata PGR koji sadrzava:

plazmidni vektor pGEMI (50 ng/ul), enzim T4 DNA ligazu i pufer za T4 DNA ligazu;

Promega, SAD
fkomplet "QIAGEN Plasmid Mini Kit" za izolaciju plazmidne DNA; QIAGEN, SAD
fkomplet "CDRStar, ready to use" za detekciju saja koji sadrzava: 25x koncentrirani

pufer i otopinu kemiluminiscentnog supstrata za alkalnu fosfatazu &84 Roche,

IMHPDpPND
fNRPSOHW NRPSHWHQWQLK '+ . EDNWHULMVNLK VWDQLFD

3.1.4.Plazmidni vektor

Produkti PCR reakcije klonirani su u pGEMplazmidni vektor iz kompleta
"PGEM-T Easy Vector System'Taq polimeraza ostavlja na 3' krajevima umnozenih
RGVMHpDND G$03 NRML VH NRPSOHPHQWDUQR VSDUXMH V
RPRJIXUXMH GLUHNWQX Od Ibdkiavsk vatd RidaXjal D plabmidrées
konstrukte s 3' slobodnim dTIdm naziva ATkloniranje.

PGEM-T vektor sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik ampicitmg) Sto
RPRIJXUXMH VHOHNFLMX EDNWHULMD S:NRMR LGR PV U/IDQ\RNRHF
sadrZi ilacZ gen koji RGLUD ]D -BOPIDANWR]JLGD]X aAWRbijEPRIXUXMH

14



VHOHNFLMX EDNWHULMVNLK NRORQLMD V SOD]JPLGRP NRN

interesa.

3.1.5.Bakterijski soj i hranjive podloge za uzgoj bakterija

Za umnazanje plazmida koriStene su kompetentne fjakee stanice vrste
Escherichia coiVRMD '+ . ,QYLWURJHQH %DNWRMLIM B UXXWRIN D/¥L
(Lurija-% HUWDQL SRGOR]L 7THNXUD SRGORJD MH VDGUAaDYI
NYDapHYRJ HNVWU-BNW BHW Ba dobdvahjp Bn@e LBSRGORJH X WHNXIUX
/% SRGORJX GRGDQ MH DJDU GR NRQDpPQH NRQFHQWUL
WUDQVIRUPLUDQLK EDNWHULMD NRULAWHQ MH DQWLELRWI
iznosila 0,1 mg/ml. Za plavbijelu selekciju bakterija s rekombinantnintepmidnim
vektorom na krutu LB podlogu dodano je 50 pkgAl otopine (20 mg/ml u
dimetilformamidu) i 50 pl otopine IPT@ (100 mM).

3.16. BUHYDML

=QDpDMQLML XUHYyDML NRML VX NRUL&WHQL X HNVSH
(2720 Thermal Cycler, Applied Biosyshs) sustav za elektroforezu (Biorad), UV
transiluminator sa sustavom za snimanje agaroznih gelova (G:BOX, Syngene), stolna
PLNURFHWULIXJD (SSHQGRUI KLEULGL]DFLMVND SHUQLFD
analizu (Minifold | DotBlotter), termobl&, vodena kupelj, tresilica, termostatski
inkubator, fluorescencijski mikroskop Olympus BX51 s filterima za plavu (DAPI) i

zelenu (fluresceinbojui digitalna kamera Olympus DP70.
3.1.7.Zivotinjski materijal
Organizmi rodaMeloidogyne X ] JR MH QL V nmaQ3labuinMyjeadpe dicum
cv. Saint Pierrpu stakleniku na 20°C u Laboratoriju za istrazivanje interakcija nematoda

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

zarazenog korijenja prema protokolu opisanom u Castegfdereno i sur., 2000.
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3.2.METODE

321.%LRLQIRUPDWLp NSjed@DOL]D '1$

.RULVWHUL SRGDWNH VD PUHaQH VW WBlddogyHe VHNYHQF

incognita (http://meladogyne.toulouse.inra.fr/cdiin/consortium/meloidogyne.dgi
$EDG L VXU ELRLQIRUPDWLpDU LvrsteRVQ inRadfitaMD ]D DQ
SRPRUX SURJUDPD 5HSHDW 6FRXW 3ULFH L VXU L 71

L ] O X pao6Xige Kofi sadrze uzastopno ponovljene sljedove. Kako se radi o
VXUDGQLPpNR P, rextitatRjihdvevdRalizavogli su biti koriSteni kao osnova za
daljnju analiai koja je opisana u ovom radu. Uzastopno ponovljeni sljedovi dobiveni su u
FASTA formatute s\QDMSULMH REUDYHQL SURJUDPRP :LQ.6$ 5RVD
RPRJXUDYD UH]DQMH X]DVWRSQR SR {@dnte® pbHaljatga VO MH G R
(monomere)

Program BioEdit (Hall, 1999) koriSten je za analize nukleotidnih sljedova poput:
sravhjivanja SHGRYD RGUHVLYDQMH QXN @tvRatjekd3eéhdusd DVWDY D
QXNOHRWLGQLK VOLMHGRYD LWG '1$VS SURJUDPRP RGU]I
unutar satelitnih porodica (Rozas i sur., 1999). DNAStar program (DNAStar, Inc.,

Madison, WI) je kori&n za odstranjivanja nukleotidnog slijeda plazmidne DNA te za

analizu nukleotidnih sljedowvdot plotom kako bi se utvrdilo uzastopno ponavljanje.
3.2.2.1zolacija genomske DNA iz organizama
Genomska DNA iz pojedine vrste rofiéeloidogyneizolirana je iz 10200 — O
jaja korisWHUUL "IDHDV\ 7LVVXH .LW SUHPD XSXWDPD SURI

JHQRPVNH '"1$ X HOXDWX SURFLMHQMHQD MH XVSRUHGERP

DNA koncentracije 50 ng/ul) nakon elektroforeze na 1% agaroznom gelu.
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323./DQpDQD UHDNFLMD SROLPHUD]RP 3&5

PULVXWQRVW RGUHYHQH VDWHOLWQH Mebidégyhd QRPLPD S
XWYUYyLODQD DMQHR P potinieMEOINMPRCIR, engbolymerasechain reaction
NRULV®HIRILILPQH SRpPHWQLFH ]D RGUHYHQL VDWHOLWQL VO
kao lalup.

3231..RQVWUXNFLMD SRpPHWQLFD

6SHFLILPQH SRPpHWQLFH NRUL&AWHQH ]D XPQDADQMH pl
5 5 5 NRQVWUXLUDQH VX NRUL VAtd/EraddPiiliite@l) SURJUDP
na temelju komensusnog slijieda monomera pojedinih satelitnih DNA. Odabrane su
VOMHGHUH VSHFLILPQH SRpPHWQLFH
R1L 5-GGCTATCTCTTTATTAACCATGGAA-3’

RIR 5*TTTGCTGGTAGGCATATTTTATTT-3’
R5L 5-CTACTATTGAATAACTTAATGG-3
R5R 5 TGATGCCAAAAATGAAGTATATCG-3’
R7L 5-CCAAAATTTAAGAG GGAC-3’

R7R 5:GGAATAACCGTTTGTAGACGC3’

R8L 5-CTAGTAATGTATTCGAATTCG-3’

R8R 5-AAATATGGCACTAATAATTTTGAC -3’

SURFMHQD pLVWRUH SRMHGLQRJ X]J]RUND @ RbQRPVNH "1
sequencecharacterizedamplified region analizom (Zijlstra i sur, 2000). Kadaminacija
SRMHGLQRJ X]JRUND JHQRPVNH '"1$ GUXJRP YUVWRP RWNUL"®
NRMH XPQD&DMX SROLPRUIQH '1$ RGVMHpPNH VSHFLILPQH \
23% SRPHWQLFH VSHFLILPQH ]DM.JH@FmPaVNRMHGHYHY W H
nukleotdnog slijeda:

L(inc) 5*-CTCTGCCCAATGAGCTGTCE3'
R(inc) 5*CTCTGCCCTCACATTAAG-3'
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3.2.3.2.PCR reakcijska smjesa i uvjeti reakcije

UmnaZanje satelitnih sljedova P& provedeno je u ukupnom volumenu
reakcijske smjese od 25 pl koja je sadrala: 1XPCR pufer, 2,68M MgCl,, 0,2 mM
smjesu dNTRy, 1,5 U Tag polimeraze (GoTaq Flexi), 0,4 uM spér@® LK SRpHWQLFD L
QJ JHQRPVNH '1$ 3URJUDP XPQDADQMD ]DSRpLQMDR MH
94°C, nastavljao se s 30 ciklusa koji su se sastojali od: denaturacijen8094°C,
VSDULYDQMD SRpHWQLFD V KRPRORJQLP VOMHGRYLPD \%
72°C, a zavrsno produljivanje lanca bilo je 10 min. na 72°C. Zavrsno produljenje lanca u
trajanju od 10 minuta je osiguralo dodatak dANIP Q D NUDaM X RGVMHpPN

3&5 X VOXpDMX 6&%$5 DQDOL]JH SURYHGHQ MH X XNXSQR
od 10 ul koja je imala isti sastav kao prethodno opisana. Programzamaarilikom
SCAR DQDOL]H ]DSRpLQMDR MH SUHGGHQWXUDFLMRP PLQ (
koj VX VH VDVWRMDOL RG GHQDWXUDFLMH V QD f& VS
sljedovima 30 s na 61°C i produljivanja lanaca 1 min. na 72°C, a zavrsno produljivanje
lanca bilo je 7 min. na 72°C.

Produkti PCRD VX ]D GDOMQMX DQD O kjxipl& ORAguikiHQL NRUL
3&5 3XULILFDWLRQ .LW SUHPD XSXWDPD SURL]JYRYDpD

3.2.4.Elektroforetsko razdvajanje fragmenata DNA u agaroznom gelu

Satelitne DNA umnozene PG& ili produkti razgradnje restrikcijskim
endonukleazama razdvajani su na 1% agaroznom @l je pripremljen otapanjem
agaroze elektroforetskom puferI AE koji je sadrzavao etidijev bromid u koncentraciji
0,5 pug/ml. Elektroforeza se odvijala u istom puferu u elgk@RP SROMX MDNRVWL ¢
9HOLPLQD UD]J]GYRMHQLK IUDJPHQWIpgdtnGDHYHODRIDQKMHI%VSH
R G V M'Ggné&lRuler DNA Ladder Mix, reaetp-use”.
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3.2.5.Analiza restrikcijskim endonukleazama

Produkti PCRa (satelitni sljedovi) podvrgnuti su dodatnoj analizi restrikcijskim
HQGRQXNOHD]DPD 3UR piaandi@rani SuURSBikchsWinL elzéntima
NRULVWHiUOL NRPSOHW UH Wi L DraL (dadidd WastitiQiGxX &poN O H D ] D
SXIHU SUHPD XSXWDPD SURL]JYRYDpPD

3.2.6.AT -kloniranje i transformacija kompetentnih bakterijskih stanica

Produkti PCRD SUHGYLYHQL ]DklovitaiN $uHWQFGEMDakhtidni
YHNWRU NRML RiehRahkiDHONEZLMD OLIJDFLMH SURYHGHQD MH
"PGEM-7 (DV\ 9OHFWRU 6\VWHP SUHPD XSXWDPD SURL]JYRYDpD
Kompetentne stanicersteEscherichacoli VRMD '+ . WUDQVIRUPLUDQH V)
T vekiorom metodom temperaturnog Sokb50 pl otopine kompetentnih stanica na ledu
dodano je 2 pl ligacijske smjese i inkubirano 30 min. na ledu. Temperaioknije
postignut inkubacijom smjese kompetentnih stanica i ligacijske smjese 20 s@rie37°
ponovniP YUDUDQMHP VPMHVH QD OHG PLQ %DNWHULMH VX
LB medija i inkubacijom na 37°C 1 sat. Nadalje, bakterije sujeyafEne na selektivhu
LB podlogu s ampicilinom kojoj je dodan-gal i IPTG.

3.2.7.PCR na bakterijskim kolonijama

Koritenje pGEM7 SOD]PLGQRJ YHNWR U EBbijeRPRIBRC{ILDYD S OD
NRORQLMD OHYXWLP NDNR EL VH RG provGdics® PERIGALpLQD XJ
bakterijskm kolonijama. Sterilnim nastavkom dotakne se bakterijska kolonija te se uroni
ubpul mQ HO. Uzorak VH LQNXELUD X 3&5 XUHYDMX SUL f& P
provodi se u volumenu od 5 pl reakcijske smjese kojazsatixPCR pufer, 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM smjesu dNTR, 0,5 UTaq polimeraze (Gdaq Flexi), 0,4 uM M13F i
0O 5 SOD]PLGQLK SR pHMEQADIR® pripremljene suspenzije bakterija.
SURJUDP XPQDabDQMD ]DSRpLQMDR MH SUHGGHQDWXUDFLM
FLNOXVD NRML VX VH VDVWRMDOL RG GHQDWXUDFLMH
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58°C iproduljivanjalanca30 s na72°C, a zavrsngroduljivanje lancailo je 7 min. na
72°C.

Produkti PCRa na bakterijskim kolonijama analizirani su na 1% agaroznom gelu.
.RORQLMH NRMH VX VDGUADYDOH RGVMHpPNH aHOMHQH YH
selektivne podloge s ampiciinoUHNR QRuUL QD WHPSHUDWXUL RG f& X

3.2.8.1zolacija plazmidne DNA

%DNWHULMH V XJUDYHQLP 8HOMHQLP RGVMHpPNRP NRM}I
/% SRGOR]L RERUHQH VX FHQWULIXJLUDQMHP 30D]PLGQD
"QIAGEN Plasmid MLQL .LW SUHPD XSXWDPD SURL]YRYyDpD

329.2GUHYyLYDQMH VOLMHGD QXNOHRWLGD VDWHOLWQH "1%

2GUHYLYDQMH VOLMHGD QXNOHRWLGD VDWHOLWQH '1¢
]JD VHNYHQFLUDQMH .RUHMD V SOD]PLGQLP SRpPHWQLFDPD

3.2.10.Hibridizacijska analiza po Southernu

Hibridizacijska analiza po Southernu koriStena je kako bi se dobila dodatna potvrda
SULVXWQRVWL RGUHYHQRJ VDWHOLWQRJ VOLMHGD X JHQ
RWNORQLOD PRIXUQRVW SRVWRMDQMD YDULMDQWL RGUHY
PCRom.

3.2.10.1.Obiljezavanje sondi

6SHFLILPQH VRQGH ]D KLEULGL]DFLMVNX D@DOL]X SR 6
dUTP-om PCRom. Reakcijska smjesa ukupnog volumena 50 plzsadida je: 1XPCR
pufer, 2,5 mM MgCJ, 0,1mM biotindNTP-ovi 5 U Tag polimeraze (GoTdgexi), 0,4
UM specifipQLK SRpHWQLFD L QJ S URpuranoEQiR SatsitdiR G X N W D
sliedova iz genomske DNArste M. incognita 3 URJUDP XPQDADQMD ]DSRpl
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preddenaturacijom 3 min. na 94°C, nastavljao se s 30 ciklusa koji su se sastojali od
GHQDWXUDFLMH V QD f& VSDULYDQMD SRpHWQLFD V K
polimerizacije 30 s na 72°C, a zavrSavao je polimerizacijom 10 min. na 72°C.

3.2.10.2 Predhibridizacija, hibridizacija i detekcija

Nakon razdvajanja produkata P@Rna 1% agroznom geluuslijedio je
kapilarni prijenos na pozitivno nabijene najlonske membrane koji se provodi u
denaturacijskom puferE UHNR QRUL 7LMHNRP S UeRauEREBkNoUR] JHO O X:
GHQDWXULUD RGVMHpPpNH '1$ WH SUHQRMLNabieneLODUQLP
MHGQRODQPDQH RaGpoktMipNiabijeb$ najlonskumembranu. Nakon
priienosa membrana je isprana2ySSCpuferu, osuSena na zraku i DNA je dodatno
ILNVLUDQD QD PHPEUDQX-33himHQMHP QD f&

Predhibridizacija, hibridizacija i jBranje membrana odvijalo se u staklenim
YDOMFLPD X KLEULGL]DFLMVNRM SHUQZ2GEBdta a8 @KLEULGL]I
puferu za Southern hibridizacijuDNA sonda je denaturirana na 100°C 10 min.
+LEULGL]DFLMD VH R@¥M® Subed HibriNiRaciikejilje sAdrzavao

DNA sondu u koncentraciji 220 ng/ml. Nakon hibridizacije su membrane su isprane

3x20 min. upuferu za ispiranje sonae 65°C.
'"HWHNFLMD VH RGYLMDOD X SODVWLpPpQLP NDGLFDPD X
tenperaturi. Membrane su ispranepuferu 15 min., te inkubirane puferu 260 min.

Inkubacija membrana sa streptavidinom vezanim na alkalnu fosfatazu YQhH5u

puferu 2 UDJUMHYHQMH VWUHSWDYLGLQD X SXIHUX W
ispiranje membrana 5x10 min. puferu 1 te inkubacija 2x5 min. upuferu 3

. HPLOXPLQLVFHQWQD GHWHNFLMD VLJQDGtr, @QMURCHGHQD M
XVH SUHPD XSXWDPD -S4 RIH YRYWAMHEBQ X YODVWLWRP S
1:100). Nakon kmiluminiscentne detekcije membrane su izlozene autoradiografskim
ILOPRYLPD $XWRUDGLRJUDIVNL ILOPRYL VX UD]JYLMHQL
pojavljivanja signala i fiksirani u fotografskom fiksiru.
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32.11..DSOMLpQD DQDOL]D

.DSOMLPQD DQ@@bd)] MHHQUBULGL]DFLMVND PHWRGD NRI
udio pojedinog nukleotidnog slijeda u ukupnoj genomskoj DNA nekog organizma.
KoriStena je kako bi se utvrdio priblizni udio pojedinog satelitnog slijeda u genostau
Meloidogyne incognita

Uzorci genomske DNA/rste Meloidogyne incognitaUD]JULMHYHQL VX X RGUH
koncentracijama TE SXIHUX GR NRQDpQR JuYRGXRtjQU20RKaA je
L]YUAHQD PLQ QD f& QDNRQ pHJD VX X]JRUFL VWDYOMH
centrifugiraju kako bi se obd&f R VDGUA&DM VD pHSD pneexSSeperh. GRGDMH
1DQRAHQMH X]JRUDND QD PHPEUDQX SURYHGHQR MH NRUL
(Minifold | Dot-% ORWWH U JLOWHU SDSLU MH SRVWDYOMHQ QD C
QMHJD D VYH MBWDpQYMEDRQORVEOYVWUDQH L SULNOMXpHQR
pojedine jazice naneseni su uzorci koji su usisani na pozitivno nabijenu najlonsku
PHPEUDQX OHPEUDQD VH RVX3alm@.ha]ll200C kakevidise/BNAS Hp H
fiksirala. Nakon fiksiranja membma je inkubirana wenatuacijskompuferu5-10 min.

QDNRQ pHJD MH VO Lndutr&zbcdRorm@pfeng BB min MJaljnf postupci
SUHGKLEULGL]DFLMH KLEULGL]DFLMH LVSLUDQMD L GH
hibridizacijske analize po Souttme.
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3.2.12 Fluorescencijska hibridizacija in situ (FISH)

3.2121.3ULSUHPD FLWRJHQHWLpPNLK SUHSDUDWD

Kromosomski preparati pripremljeni su iz juvenilnog stadija videdoidogne
incogni@a nakon izolacije organizama iz korijenovih kvrzica u 0,9% otopini NaC
PURYHGHQ MH KLSRWRQLpPQL -DRN RLQ PQODRWRShBID. MMM V(
fiksacija u fiksativu 10 min. Preparati su pripremljesiguashtehnikom u 45%noj
RWRSLQL RFWHQH NLVHOLQH QDNRQ pHJD MH VOLMHGLOR \

3.2.12.2 Postupak hbridizacij ein situ

Fluorescencijska hibridizacijan situ provedena je premaUDQLMH XWYUVHQR
SURWRNROX /LFKWHU L &UDPHU X] RGUHYHQH SUHLQI
proveden je u staklenim posudama za predmetna stakgitia {2o.

Preparati su tretirani RNazom A (100 pg/ml u 2xSSC) 1 sat na 37°C, a potom
pepsinom (100 pg/ml pepsina u 10 mM H@QI10 min. na 37°C. Dehidracija preparata

provedena je prolaskom kroz seriju hladnih etanola (70%: PLQ VYDNL
Q D N R §jelsljetlila denaturacijadenaturacijskoj otopir? min. na 70°C. Preparati su
ponovno dehidrirani prolaskom kroz seriju hladnih etanola (70%: PLQ
svaki).

Sonde koje su koristene u FISHobiljezene su PGam biotin16-dUTP-om kao
Sto je olgsSnjeno u poglavlji8.2.10.1 100 ng liofilizirane DNA sonde otopljeno je u 10
I hibridizacijske otopineWH MH GHQDWXULUDQR PLQ QD f& 6RQG
QDQHVHQH QD NURPRVRPVNH SUHSDUDWH +LEULGL]DFLMD

na 37°C u vlaznoj komorici.

Posthibridizacijsko ispiranje kromosomskih preparata provedenoojepini za
ispiranje 3x5 min. na 37°C. Imunodetekcija je provedena upotrebom akidiG- D L
avidin”™™- D 1HVSHFLILPQL VLJQDOL EORrAtd UAMQufekil80 LQNXEDF L
PLQ QD f& X YODAQRM NRPRULFL QD H&WRfepHdiDe MH VOLMH
sadrzavao avidin),7& X UD]JUMHYHQMX ,OQNXEDFLMRP SUHSDU
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avidin®""-u u4M puferu(1:100) te naknadna inkubacija u rattiy H Q R P -EITYCLWUL Q
4M puferu(1:2000) osiguravala je amplifikaciju signala. Inkubacije u avilinC- X L
avidin”™™ X SURYHGHQH VX PLQ QD f& GRN VX LVSLUDQMD
u 4T puferu3dx5 min.

Kromosomski preparati su zavrsSnehadrirani prolaskom kroz seriju hladnih
etanola (70% : PLQ VYDNL QDNRQ pHJD MétopeW OLMHGLO
DAPI-ate nakon suSenja uklapanj@tpinu antifade reagensa

Mikroskopiranje je provedeno na Olympus BX51 flurescencijskom mikroskopu
uz koriStenje filtera za plavu (DAPI) i zelenu (flurescein) boju. Signali su fotografirani
GLIJLWDOQRP NDPHURP 20\PSXV '3 VSRMHQRP QD UDpXC
programu Adobe Photoshop 7.0.
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4. REZULTATI



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 vrstd. incognitakloniranjem nakon restrikcije
FMHORNXSQH JHQRPVNH '1$ WH VX RGUHRHIRLSW,OMHGRYL
1994 7D NRYHUWa j& @Gulirdymdnomera od 312 pb i udio INC satelitne DNA u
JHQRPX NRML L]JQRVL pDN .DNR MH JRGLQH VHN
incognita RPRJXUHQD MH RSVHAaQLMD DQDOL]D RYLK VOLMHGF
QDPHUH X shotyursekveRdraja, kakvo je provedeno kod vratk incognit, je
da li je automatsko slaganje genoma (emgkembly uzastopno ponovljenih sljedova
YMHURGRVWRMQR V RE]JLURP GD VH UDGL R YUOR VOLDPQLP
u velikom broju kopijainara@ LpLWLP SR]JLFLMDPD &LOM RYRJ GLMHC(
contig-e koji sadrze INC satelitnu DNA te analizirati duge nizove monomernih sljedova.

Svi contigzi analizirani u ovom poglavlju dobiveni su pretrazivanjem
sekvenciranog genoma vrste M. incognia na mreznoj stranici

(http://meloidogyneoulouseinrafr/cgi-bin/consortiunimeloidogynecqi) S monomernim

slijedom INC satelitne DNARiotteetal., 1994. Prvi dio obade sadrzavao je izrezivanje
PRQRPHUQLK VOMHG Rahilg D] SIRAVRHIXL QLIMh @ KSURJUDPD 5RVE
VXU IDYHGHQL SURJUDP VDGUAL PRJXUQRVW L]JOX}|
LJUH]XMXUL LK QD PMHVWLPD ]DGDQRJ-6 pb)) INAKBIHRJ QXN OH
VUDYQMLYDQMD PRQRPHUQLK V@MHDRYDDO X ROWVDD SR M HEGM. K
SURVMHPQD QXNOHRWLGQD YDULMDELOQRVW 3L WH YDU
sljedova (Tablica 4.1.)
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Tablica 4.1. 3 U R V Mukle®idnavarijabilnoswW 3L
contig-a te svih analiziranih monomernih sljedova koriStenih u analizi INC satelithe DNA

broj analiziranit SURVMHpPpQD

PRQRPHUQLK VOMHGRYD QL]RY

contigs monomera varijabilnostPi (%)
Svi monomercontig-a 256 6,2
ctg492 (1-61. monomer: 61 21
ctg492 (62-156. monomer: 94 0,8
ctg70:z 10 0,5
ctgl54¢ 76 1,2
ctg190( 23 0,8
ctg277: 12 0,6

10 20 30 40 50 60 70 80
O T OV O N O OO OO OO O O O O |

clg 492(1 .-61.)  TATTTCTGAAAGAAATACTTA AAATTGAATI

g 492(62 . -156.) ... .. ... .

9 100 110 120
|

CAATAATTAAAAGTTTTTAAAAAAAGTTCATCOAAAATTTTTAAAAATAAACT TTTAAATAAAAGTATTTTAT ACAATATAGAAG G\

ctg 702 CUALAAL AL LTI T L TAL T.. ATT.. CIT. TC CGTLTLT
ctg 1546 Y G. G A T LGT..
ctg 2772 e LA L LG A TC GT

130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240

ctg 492(1 .- 61.)

AAAGAAGT AGAGAAT GTACACTATCTCTCATTAAATGAAAAAAAAACCTAAT TTTATATCCGTCAAATTTTTTTTAAT TTTATG G\CATT TTTGTCATTCTATTAAACGAAT TCCTT

clg 492(62 . -156.) ... G L TTAL . . TCo ... L Co T . TTT. .
ctg 702 T N AL . T...TTT
ctg 1546 ATTA. . ..TCo ... G .... TTT
ctg 1900

ctg 2772 CTTA. e . TCe L. c. T...TTT

250 260 270 280
TN OO O S OO T M o
ctg 492(1 .-61.)  GGTTAATT ACCAGTTTAAGGATG - TTAAAT- CTTTAATACTTGGBAAAATTTGGAATTG
Clg 49262 . -156.) .o o o e e A..C [
ctg 702 .o

290 300 310

CLAACT.L LT LU

ctg 1546 L LAAC...
ctg 1900 e L
ctg 2772 CTAT. e AL C L LTA

Slika4.l.6 UDYQMHQMH NRQVHQ]XVQLK V OddttigaRcWgBOBRIQIR PHUD SRMHC
61. monomera), ctg492(od 62. do 156. monomera), ctg702, ctg1546, ctg1900, ktg2772

Usporedbom navedenih nukleotidnih varijabilnbst 7DE OL FD

PHYyX PRQRPH

PRaH VH XRpLWL GD PRQRPHUL NRML VH QDOD]H X MHGQ

varijabilnost od varijabilnosti sveukupnih monomera. Ovo ukazuje na sklonost grupiranju
LVWLK LOL YUOR VOLPpQLK YdhtigMD QW{ X WR® R RHDU PD X O@ILX] X

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 slggadijelova genoma koji sadrze

uzastopno ponovljene sliedove nakshotgun sekvenciranja su sekvenciranje BAC

biblioteke, RE analiza i rekloniranje BA@va.
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4.1.2.Preliminarne analize smjeStaja INC satelithe DNA na kromosomima vrsté/.

incognita

Poznato je daVH VDWHOLWQH '1$ QDMpHaUH QDOD]H QD F
NURPRVRPD L WR YUOR pHVWR QD VYLP FHQWURPHUDPD NI
LPD QDMYHUOL XGLRINcogh@R do Yada/dpisanih satelitnih DNA ove
vrste, provela se fluorescenéigshibridizacijain situ ), 6+ UDGL XWYUyYLYDQMD V|
na kromosomima. Za pripremu kromosomskih preparata koriStene su Zenske jedinke u
VUHGQMRM ID]JL VDJULMHYDQMD NRMH VX ELOH L]JROLUDQ
SULSUHPD SUHS DRAMHMWN X HiP MGIDOQISDQLPHQMD V REJLURP
koja bi mogla dati neke smjernice za izradu preparata. Prvo, radi se o organizmina koji se
UD]JPQRADYDMX REOLJDWRUQRP PLWRWVNRP DSRPLNWLDpPN
6HUHQR aWhe shQrizprepr@ibktivne organe s jezgrama u mejotskim
PHWDID]DPD NRMH VX QDMSRJRGQLMH ]D ),6+ DQDOL]JH 1D
MHGLQNH X RYRM ID]L L P DprxdoY2Hrdnl). prie@ogiu® S DOYBH LDRODF L M
tkiva (npr. reproduktivnog orga) koje je mitotski aktivno tako da se na preparat
nanosila cijela zivotinja. To je smanjivalo udio pogodnih jezgara te je pridonijelo pojavi
YHOLNH NROLpPpLQH QHSRWUHEQRJ PDWHULMDOD QD SUHSEL
PDWHULMDOD Ku, RofaNeXjédihB pGg¥dinh 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
VRQGH VSHFLILPpQH ]Dd,B& i \h2yurEmD pikeQ LbojsrmaL AR bojom i
flurescencijskih signala (C)

Nakon mnogobrojnih izrada preparata jedino Sto se moglo utvrditi FISH analizom
na interfaznim jezgrama sa sondom INC satelitne DNA (Slika 4.2.) bilo je grupiranje
signala na jedom ili dva mjesta. S obzirom da se nije uspjela izolirati nijedna metafaza
RYDNYD ORNDOL]JDFLMD XSXuXMH QD SULVXWQRVW ,1& VD
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 satelitnin DNA iz sekvenciranog genomerste

Meloidogyne incognita

8]DVWRSQR SRQDYOMDMXiuL VOMHGRYL SUHGYLGOMLYR
VXUDGQLpNRJ ODERUDWRULMD NRML MH GLR MIRQJRUFLM
incognita % LRLQIRUPDWLpPND JUXSD RYRJ NRQ]JRUFLMD MH QTC
Repeat i Tandem Repeat Finder odabrala aomgige koji su imali obiljeZzja 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 mreznoj stranici
(http://meloidogyneoulouseinrafr/cgi-bin/consortiunimeloidogynecgi). Tablica 4.2
VDGUAL LPHQD L G Xd®idakbii SIRMdir@Lehp Qdtiksatelitne DNA
(R1, R5, R7 i R8) od koje su sastavljeni.
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Tablica 4.2.0dabrancontigzi koji posjeduju potencijalno nove satelithe DNA iz sekvenciranog
genomavrsteM. incogrita.

satelitne DN/ contig YHOLpL
MiV1ctg924 2561¢
MiV1ctg299] 664
R MiV1ctg295E 278¢
MiV1ctg275¢€ 405¢
MiV1ctg256¢ 452¢
Ro MiV1ctglO1=t 2267
MiVlctgl44] 276(
MiV1ctg275( 1470¢
R7 MiV1ctg267¢ 4262
MiV1ctg2304 529t
MiV1ctg2097 612¢
MiV1ctgl797 7867
R8 MiV1ctgl55¢ 1116¢
MiV1ctgl90t 699:

Cilj daljnjih analiza navedenibontg D ELR MH RGUHYLYDQMH RVQRYQL
(duljina monomera, udio A i T nukleotida i nukleotidna varijabilnost) pojedinih satelitnih
DNA (R1, R5, R7 iR8) te usporedba s do sada opisanim satelithnim DNA Wite
incognita. 3UYL GLR REUDGH VDGUADYDR MH LJUH]JLYDQMH PRQR
contig D SRPRUX :LQ.6% SURJUDPD 5RVDQGLU Lcontigd, 1DN
monomerni sliedovi p HGLQDpPQLK VDWHOLWQLK '1$ VX VUDYQMH(
%LR(GLW +DOO WH MH L]JOXpHQ NRQVHQ]XVQL VOLMHC
4.4. 45. 4.6.) prema kriteriju 60%/QH SULVXWQRVWL RGUHYHQRJ QXNOH

poziciji monomenog slijeda.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 1 10 120 130 140 150 160 170 180
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Consensus CAAAAAA TTGCTGE AGBCATATTTTATTTAATTTTTTCT TGAAAAT TCCT ACACGAAT TTACACGAACT GGCTAGAT CTAGTAGT GACTOGAGCT GCTGCATC CATATCAGG GAGATCT TCCAGAAT TATCGATTTTAAAAAAAST TATTCCATGAE TAATAAAGAGATAGCCATTTTTTT
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
ctg2756.9
ctg2756.10
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

Slka 43.UsSRUHGED SRMHGLQDPQLK PRQRPHUD 5 VDW®hGEDVQHNV IS GRELY HQLKWL]GY DMDOMH® HL
SURPMHQH X SRMHGLQDpPQLP NORQRYLPDRYQOHRYR FGHDHFRAWHHY VOLMHERLMH G
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Consensus TAAGT TATTCAAT AGTAGT GATGCCAAATATGAAGTATATCGAAAAT TATTAGGCACTTATATACACT TCAAAGCTTCAGG @A TCACGAATTCGAATCCGATT TGGCTGATATAT - AGCT CAT TCGAACAAGCATAAAAALTGTATCAGAATCCTTCTGCCT TTTTGI TTCCAT
ctg 1015.1 A A
ctg1015.2 A
ctg1015.3 T
ctg1015.4
ctg1015.5
ctg1015.6
ctg1015.7 A
ctg1015.8
ctg1015.9
ctgl 015.10
ctg1015.11
ctg1015.12 G
ctg1015.13
ctg1015. 14
ctg1015.15 [
ctg1015.16
ctg1015.17 A
ctg1015.18 A
ctg1015.19
ctg1015.20
ctg2569.1 A A
ctg2569.2 A
ctg2569.3 A
ctg2569.4
ctg2569.5
ctg2569.6
ctg2569.7
ctg2569.8
ctg2569.9
ctg2569.10
ctg2569.11
ctg2569.12
ctg2569.13
ctg2569.14 A
ctg2569.15
ctg2569.16
ctg2569.17 A A
ctg2569.18 A A
ctg2569.19
ctg2569.20
ctg2569.21
ctg2569.22
ctg2569.23
ctg2569.24
ctg2569.25 T
ctg2569.26
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Slika 4.4. Usporedba nekitS R M H G InQrioin€d_R5 satelitne DNdobivenihizdvajanjem izontig-a (ctgl015, ctg2569)2 ]QDpHQH V X
SURPMHQH X SRMHGLQDbQ L konsedsrirsNedP DRY QOB Y R BB&@IDHFLMH X
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
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Consensus GAATAACOGTTTGTAGACGAATAT TTTCTATTCGAE CGTTTTAAAATAAAT AAGAAT TAAAAACGT TCTTAGAAT TTATGAAACAT TATTAGAT TGATAGA TCAATTCGG CAACT TATAG GG CGAATAACGATAAATAATCATAAAAAGAAAT AAGT CCA CTTAAATTTTGETAATAGG
ctgl441.1 CT TA TG C. TT. A A TA. G A. TG T C.

ctgl441.2 T TA TG C. TT. A A TA. G T
ctg1441.3 T TA TG C. TT A TA. G A
ctgl441.4 T A C. C T G A
ctg2097.1
ctg2097.2
ctg2097.3
ctg2097.4 T T T
ctg2676.3
ctg2676.4
ctg2676.6
ctg2676.7
ctg2676.8
ctg2676.9
ctg2676.10
ctg2676.11
ctg2676.12
ctg2676.13
ctg2676.14
ctg2676.15
ctg2676.16
ctg2676.17
ctg2676.18
ctg2676.19
ctg2676.20
ctg2676.21
ctg2676.22
ctg2750.1
ctg2750.2
ctg2750.3
ctg2750.4
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Slika4.5.8VSRUHGED Srdidihéra R Dspt@litn€ DNdobivenihizdvajanjem izcontiga (ctg1441, ctg2097, ctg2676, ctg2750).
2]QDpHQH VX SURPMHQH X SRMH G L kpbspiigushi slljeR QRNQLOPID V RGO RPPL @B X
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Consensus AGTCTAAATGAAAALCAAAAT TTAGAT TTTTATTATTCACACACAGAT TGACATTATCTGTTTATTTAGT TQGTAGAACTT TTATATGGAA TTCGAATACAT TACTAGAATAAATATGGCACTAATAATTTTGACG
ctg1555.1 ¢
ctg1555.2 C G C C. G ACTA
ctg1555.3 A ACTA
ctg1555.4 ACTA
ctg1555.5
ctg1555.6 T
ctg1555.7
ctg1555. 8 G
ctg1555.9
ctg1555.10 G
ctg1555.11
ctg1555.12
ctg1555.13 G A
ctg1555.14 G A
ctg1555.15
ctg1555.16
ctg1555.17 TT
ctg1555.18
ctg1555.19
ctg1555.20
ctg1555.21
ctg1555.22 A G
ctg1555.23 G
ctg1555.24 G A
ctg1555.25
ctg1555.26
ctg1555.27
ctg1555.28 T
ctg1555.29
ctg1555.30
ctg1555.31
ctg1555.32
ctg1555.33
ctg1555.34
ctg1555.35
ctg1555.36 T
ctg1555.37 C A
ctg1555.38
ctg1555.39 G
ctg1555.40
ctg1555.41
ctg1555.42 G
ctg1555.43
ctg1555.44
ctg1555.45
ctgl797.1
ctgl797 .2
ctgl797.3
ctgl797.4
ctgl797.5
ctgl797.6
ctgl797.7
ctgl797.8
ctg1797.9
ctg1797.10
ctg1905.1
ctg1905.2
ctg1905.3
ctg1905.4
ctg1905.5
ctg1905.6
ctg1905.7 T
ctg1905.8
ctg1905.9 A
ctg1905.10 T.
ctg1905.11 T
ctg1905.12 C

Slika4.6.8VSRUHGED SRMHGLQDpPpQLK PRQR P hzdvajabjemizDoitig OLWQH '1$ BWELYHQWK 2]QDpHQH VX
SURPMHQH X SRM lhtals Qu2im® b&@kdhseRsQsRi ¥lijed, ( R]QDpDYD GHOHFLMH X QXNOHRWLGQRP VOLMHGX
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1IDGDOMH GD EL VH XVWDQR YsligRovina/ Xa&® @oMih VOLPpQRYV
satelitnih DNA (R1, R5, R7 i R) tako i u usporedbi s prije opisanim napravljéhagal
BLAST" anDOL]D X %LR(GLW SURJUDPX 2YRP DQDOL]JRP RPR
KRPRORJLMH PHyYyX QXNOHRWLGQLP VOMHGRYLPD RGDE
SRMHGLQDpQH QRYH VDWHOLWQH '1$ VD VYuksBMRVWDOLP V
incognitaustanovljeno je da nove shilee DNA (R1, R5, R7 i R8) ne posjeduju nikakvu
]QDPpDMQX PHY XV R BiphonRgiRsPrieopisbXim satelitnim DNA (INC,
MPA1, MPA2, MARJA, i AJL) vrsteM. incognita Moglo se ustanoviti da se radi o

potpuno novim satelitnim DNA u vratl. incognita.

Tablica 4.3.KarakteristikenovoOREUDYHQLK VD WH 9 HW R LR @xPioddIs) $ranije
opisanim satelitnim DNA/rsteM. incognig.

nalZI\IZ/)IiIaAte“tne mondourglé]r?a (bp) udio A+T (%) v:rli?zlbei(l)r'lﬂc()jsrllii o l(JO/%)])fﬂomu

(%) _

R1 184 66,¢ 0,7 <0,1
RS 184 62,F 1,1 <0,T
R7 182 70,F 4.5 <0,1
RS 13€ 69,€ 2,8 <0,T
INC 312 68,6 6,0° 35
MPA1 17¢° 74,6 5,0° 0,2
MPA2 17¢° 74.£ 5,8 1,0°
MARJA 17¢° 72,1 4,0° 0,2°
AJL 17¢° 69, 0,5° 0,2°

" Udio u genomu us@® RYOMHQ MH P HW R G.RP RNWIRPOWIQ ¥ RIHIMXQPHOW RGD NDSOMLpPQ
ELOD GRYROMQR RVMHWOMLYD GD RGUHGL WRpDQ XGLR SRMHGLQDpQ*F
A0HAWURYLUO L VXU

POHAWURYLU L VXU

COHAWURYLUO L VXU E

9 0HaWU RrY, 2@D6a V
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2VLP X]DVWRSQH RUJDQL]DFLMH PRQRPHUD NDUDNWHULYV
VDWHOLWQH '1$ 5 5 5 L 5 SRND]XMX L RVWDOH XREL
sljedova kao Sto su duljina monomera ~170 pb, visok AT sastav0®? i nika

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

'1$ QMLKRYD ]JDVWXSOMHQRVW X JHQRPX MH L]JUD]JLWR Q
vjerojatno razlog Sto do sada joS nisu bile izolirane konvencionalnim metodama (np

UHVWULNFLMRP FMHORNXSQH JHQRPVNH '1$ L NORQLUDQ

pazljive analize cjelokupnog sekvenciranog genoma.
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4.2.2.Pretrazivanje vrsta roda Meloidgynena prisutnost novih satelitnin DNA

Da bi se dobili podaci o evoluciji novih sateltnihl$ QMLKRYR UDyYDQMH
JHQRPLPD WH SURPMHQX LOL RpXYDQRVW X QXNOHRWLGQF
srodnih vrsta roddeloidogynena prisutnost novih satelitnin DNA osjetljivom metodom
PCRa.

4.2.2.1.Procjena kvalitete genomske DNA vrsta roddeloidogyre

Osnovni preduvijet za vjerodostojne rezultate pretrazivanja srodnih genoma na
SULVXWQRVW VDWHOLWQLK '"1$ NRMH VX L]JROLMDQH L] VU
incognita je kvaliteta izolirane genomske DNA. Izdvajanje je napravljeno koriStenjem
kRPHUFLMDOQRJ NRPSOHWD ]D L]GYDMDQMH '1$ L] PDOLK
LIROLUDQH JHQRPVNH '1$ RGUHYLYDQD MH XVSRUHGERP V'

Slika 4.7. Procjena koncentracije genomske DNA izoliranergeM. paranaensisisporedbom s
-'1$ NRQFHQWUD F L M Hijenjer@ kon€entracijed PIRLFR20 ng/ul (genomska DNA iz
1. uzorka organizama u 1. eluciji), P2,1 30 ng/pl (genomska DNA iz 2. uzorka organizama u 1.

eluciji), P1,2 20 ng/ul (genomska DNA iz 1. uzorka u 2. eluciji), PB,ag/ul (genomska DNA

iz 2. uzorka u 2. eluciji

Kontaminacija pojedinog uzorka genomske DNA drugom vrstom moze se otkriti SCAR
DQDOL]RP 6&%5 SRpHWQLFH XPQDA&DMX SROLPRUIQH '1$ RC
]D MHGQX YUVWX X RM.Rfogdi@a Xzjbtid X sitrU2000X Nakon

elektroforetskog razdvajanja produkata PCR reakdgbiveno je umnazanje samo u
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VOXpDMX JHQRP WNikcoghta ¥ WRWERND]XMH pLVWRU#X X]J]RUND J
ostalih vrsta (Slika 4.8.).

Slika 4.8. SCAR analiza geomskih DNAvrsta M. incognit (I), M. javani@a(J), M. paranaensis

(P), M. haplaB (HB), M. haplaA (HA) i M. fallax ) VSHFLILpQLP SRpHWQLFDPD ]D
DNA vrste M. incognith (OPBO06). Linija NK predstavlja negativhu kontrolu (PCR smjesu bez
genomske'1$ O MH ELOMHJ YHOLPpLQH RGVMHpPDND
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4.2.2.2 Analiza genoma vrsta rodaMeloidogyne na prisutnost R1, R5, R7 i R8
satelitnih DNA

Analiza prisutnosti novih satelitnih sljedova (R1, R5, R7 i R8) u genomima nekih
vrsta rodaMeloidogyne(M. javanicg M. paranaensisM. haplaB, M. hapla A i M.
falax SURYHGHQD MH ODQpDQRPPUOR énylFbliyhRRseSROLPHUD]RP
reacton V SRpHWQLFDPD VSHFLILPQLP ]D SRMHGLQX VDWHC
DQDOL]JRP SR 6RXWKHUQX 6SHFLILp@BENS&iapie@IséH ]D SR M
programom Primer 3 htp://frodo.wi.mit.edd/ na temelju konsenzusnih sljedova

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

DNA sadrzavala je speciQH SRpHWQLFH WH QJ JHQRPVNH "1$ L] |
Kao pozitivna kontrola koriStena je genomska DNA vidteincognitg a kao negativna

kontrola reakcijska PCR smjesa bez genomske DNA.

R1 monomer

CAAAAAATTTGCTGGTAGGCATATTTTATTTAATTTTTTCTTAAAAATTCCTACACGAATTTACACGAACTGGCTAGATCTAGTA

R1R
GTTACTCGAGCTGCTGCATCCATATCAGGTGAGATCTTCCAGAATTATCGATTTTAAAAAAAGTTATTCCATGGTTAATAAAGA

R1L

~GATAGCCATTTTTTT

R5 monomer

TAAGTTATTCAATAGTAGTGATGCCAAAAATGAAGTATATCGAAAATTATTAGGCACTTATACACTTCAAAGCTTCAGGGCATC

R5L R8R
ACGAATTCGAATCCGATTTGGCTAATATATAGCTCATTCGAACAAGCATAAAAAACTGTATCAGAATCCTTCTGCCTTTTIGTT

TCCAT

pAIni g

R7 monomer

TTAGATTGATAGATTTGATTCTGTCAACTTATACGGTCGAATAACGATAAATAATCATAAAAAAGAAATAAGTCCCTCTTAAATT

R7L
TTGGTAATAGGGAATAACCGTTTGTAGACCATTATTTTCTATTCGGTCTATTTATGATAAATAAGAACTAAATTCATCTTAAAAT

R7R

TTTAGAAACAGTA

R8 monomer

AGTCTAAATGAAAACAAAATTTAGATTTTTATTATTCACACACAATTGACATTATCTGCTTATTTAGTTCGTAGAACTTTTATATC

GAATTCGAATACATTACTAGAATAAATATGGCACTAATAATTITTGACG
R8L R8R

Slika 4.9. Konsenzusni sljedovi monomera R1, R5, R7 i R8litaite DNA vrste M.incognita.
6PMHAWDM L QD]JLY SRpHWQLFDNAGdJDpHQ VWUHOLFDPD LVSRC
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*HO HOHNWURIRUH]RP SURGXNDWD 3&5 UHDNFLMH V
VDWHOLWQX '1$ 5 60OLND L 5 60LND NAXWYUYHQF
R1 i R8 u svim testiranim vrstama. Hibridizacijskom analizom po Southernu pri strogim
XYMHWLPD KLEULGL]DFLMH f& GRND]DQR MH GD VH UD
izvornoj R1 (Slika 4.10.) odnosno R8 (Slika 4.11.) satelitnoj DNA iz Wktencognita
8 VOXpDMX SUHWUDALYDQMD JHQRPD WDinddmiaHVOLWQRP '1
javanicate M. paranaensisGRELYHQL VX 3&5 SURGXNWL YHUH GXOMLQ
udjelu ove satelitne DNA u genomu koji je utjecao na dinamiku PCR reakcije. Gel
eOHNWURIRUH]RP SURGXNDWD 3&5 UHDNFLMH V SRpHWQLFI
NDR L KLEULGL]DFLMVNRP DQDOL]JRP SR 6RXWKHUQX SUL V\
je da je vrlo homologna satelitha DNA R5 osim u vidtiincognitaprisutna jos amo u
vrsti M. javanica (OHNWURIRUH]JRP SURGXNDWD 3&5 UHDNFLMH V
VDWHOLWQX '1$ 5 XWYUYyHQD MH SULW ¥avaqQiiRVM. RYRJ VO
paranaensisHibridizacijskom analizom po Southernu pri strogim uvjetima hibridjgaci
GRELYHQ MH VQDAaDMjavanit® DD X M B X/ DM X.lpar@aesiX VOXpDM;
ELR ]QDWQR VODELML D NROLPLQD GRELYHQLK 3&5 SURGX
VWURJIJLP XYMHWLPD KLEULGL]DFLMH RiRaghligdaRElliyDWL QD
na prevladavanje jedne od izvornih varijanti, s obzirom da strogi uvjeti hibridizacije
SRGUD]XPLMHYDMX YLaH RG VOLPQRVWL X QXNOHRWLGQ
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M 1 J P HB HA F NK M I J P HB HA F NK

I J P HB HA F NK

3000 pb

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Slika 4.10. Elektroforetsko odvajanje produkata P@Rlobivenih umnaZanjem sateiit DNA

genomske DNA vrstdl. incognit (I-pozitivha kontrola)M. javania (J), M. paranaensigP), M.

hapla B (HB), M. haph A (HA)teM. fallax ) VD VSHFLILPQLP SRpHIWIRIFDPD |D VO
(A)iR5 & 2GJRYDUDMXUuD KLE U LoGthdrBursa [govidomD nB aiini §ljedSR 6

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

'L$ 0 MH ELOMHJ YHOLPpLQH RGVMHpPpDND
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M 1 J P HB HA F NK M I J P HB HA F NK

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Slika 4.11. Elektroforetsko odvajanje produkata P@Rlobivenih umnazanjem sateiii sljedova

genomske DNA vrstdl. incognit (I-pozitivna kontrola)M. javania (J), M. paranaensigP), M.

hapla B (HB), M. haph A (HA)teM. fallax ) VD VSHFLILPQLP SRpHWQLFDPD |D VL
$ L5 & 2GIJRYDUDMXUD Kb Bdiih&nu] EasandomhB s&iedtbi SlijefiR7

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

'L$ 0 MH ELOMHJ YHOLPpLQH RGVMHpPpDND
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SURGXNWL 3&5 UHDNFLMH V SRpHWQLFDPD VSHFLILp
genom&om DNA vrsta M. javania i M. paranaensispodvrgnuti su cijepanju
restrikcijskim enzimimaHindll i Dra, NDNR EL VH XWYUGLOR GD OL VH
varijantama satelitnog slijeda RI¥ prevladavanju jedne od izvornih varijantbdabrani
su restrikcij&i enzimi Hindll i Dral jer na temelju konsenzusnog slijeda R7 stali
DNA sadrz restrikcijska mjesta za ove enzime. Gel elektroforezom produkata
UHVWULNFLMVNH UD]JJUDGQMH GRELYHQL VX UD]JOLPpLWL
restrikcijskog enzimaDral razlika je izrazenija) Sto govori u prilog novoj varijanti

satelitnog slijeda R7 M. paranaensis

Slika 4.12. Elektroforetsko razdvajanje produkata restrikcije R7 satelitne DNArsta M.
javania (J) i M. paranaensigP) restrikcijskimendonuklazamaHindll i Dral. M je biljeg za
RGUHYLYDQMH YHOLpLQH RGVMHpPDND

BURGXNWL 3&5 UHDNFLMH V SRpHWQLFDPD VSHFLILPpQL
na genomskoj DNA vrst®l. paranaensiklonirani su u AFvektor. Bakterijske kolonije
podvrgnute su PCRnakRORQLMDPD V YDQMVNLP SOD]JPLGQLP SRpt
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VH RGUHGLOD YHOLpPLQD XJUDYHQLK RGVMHPDND 6OLND
RGVMHpPFL SRG UHEGQ6PIEIIRAME,Y7L18.D

Slika 4.13. Elektroforetsko odvajanje produkaPCRa na kolonijama dobivenih umnazanjem
XNRORQLUDQLK IUDJPHQDWD 0 YDQMVNLP SOD]JPLGQLP SRpHW
YHUL RGVMHpFL SRG UHGQLP EURMHYLPD

Sljedovi nukleotida dobiveni sekvenciranjem pGHNplaznida s ukloniranim
produktima PCRa na genomskoj DNArste M. paranaensisV SRpHWQLFDPD VSHFLIL
]JID 5 VDWHOLWQX '1$%$ DRASLAD piagddmu X$miXlu odstranjivanja
plazmidnog nukleotidnog sljeddlapraviljeno je sravnjivanj®7 satelithe DNAz vrste
M. paranaensi§ DMHGQR V PRQRPHULPD 5 VD&HEaLWIA4,'1$ L]OXpl
ctgr097,ctg750,ctg2676)vrsteM. incognita 6 OLND 8RPHQR MH GD VX VH
PRQRPHUL MHGQDNL QHNLP YHU SRVWRMHULP ¥DULMDQWI
ctgl441, ctg2097 i ctg2750. Prema tome, slabiji hibridizacijski signal koji je dobiven
Southern hibridizacijskom analizom pri strogim uvjetima hibridizacije (viSe od 80%
QXNOHRWLGQH VOLPpQRVWL SRVOMHGLFD MHe®bhHYODGDYD

vrsteM. paranaensisa ne postojanja nove varijante.
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P9a GAATAACCGT T TGTAGACGAATAT TTTCTATTOGG CGAT TTCAAATAAAT AAGAAT TAAAAAOGT- CTTAGAAT TTATGAAACAT TATTAGAT TGATAGT TTCAATTCGG CAACT TATAG GG CGAAT AACGATAAATGATCATAAAAAGAAAT AAGCCTCTCTTAAATTTTGGTAATAGG

P9b e A e e e s T TG
. DG AL AL AL .

ST

TT. A

(o]
@

P4a
P13a
P13b
P13c
P13d
Pl4a
P14b
P15a
P15b
P15¢c
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43.USP25('%$ 35,6871267, 129,+ , 9(0 23,6$1,+ 6$7(/,71,+ '1$
U VRSTAMA RODA Meloidogyne

Kako bi se dobile informacije o evoluciji satelitne DNA mbtmo je istraziti
SULVXWQRVW RGUHYHQLK VDWHOLWQLK VOMHGRYD X Jl
MeloidogynePHyob"0o GLMHOH ELEOLRWHNX VDWHOLWQLK '"1$ NRN
satelitne DNA MPA1, MPA2, MARJA, INC, AJL, pMcCo i pMhM OHAWURYLUO L VXU
2005, 2006a, 2006hb, 2009; Castagn&eeeno i sur., 199&iotte i sur., 1994kao i
novoopisane satelitne patice R1, R5, R7 i R&Slika 4.15.) Satelitna DNA R1 i R8
prisutnaMH X VYLP SURXpDYDQLP YUVWDPD WH VH SRQDAaD NDI
MPAZ2. Satelitna porodica R5 prisutna je u mitotskim partenogenetskim vrsthma
incognitai M. javanicaisto kaoL YHU RSLVDQD SRURGLFD $-/ 3ULVXWQR
je prisutha u mitotskim partenogenetskim vrstaMa incognita M. javanica i M.
paranaensisQLMH UDQLMH ]DELOMHAHQD QLWL X MHGQRM YHU
MHGQD RG QRYR SQURX [SHRQIRG VIDDV BOMW LPDOD GLVWULEXFL
MeloidogyneNDR YHUO RSLVDQH VDWHOLWQH '1$ ,1& SOF&R L SOK

= T T
283235552288t
> > 73 A=
N G <
> (@]
- ID0ODODNN
y ] |
mitotska grana Mp
<
mejotska grana L] L I O I

mhal | [] [ |:|
i D
Slika 4.15. Distribucija nouarakteriziranih satelitnih DNA FUYHQR RPQDpPpHQH

XVSRUHGEL V YHiu Rsfamd Dagd\veloiBddye (Mi-M.incognita Mj-M.
javanica Mp-M. paranaensis MhB-M. hapla B, MhA-M. hapla A, Mf-M. fallax.

46



5. RASPRAVA



Iznimnaraznolikost satelitnin DNA u nukleotidnom slijedu, sloZzenosti, udjelu u
genomu, kao i posto@MH YHOLNRJ EURMD UD]JOLpLWLK VDWHOLWC
RQHPRJXUDYD GLUHNWQR SULSLVLYDQMH IXQNFLMH RYDNY
8QDWRpP YHOLNRP EURMXS$ VWX GLIM D LY DWIHO IPRGHOQLP RU
izravni dokazi o njihovojulozL HYROXFLMVNLP PHKDQL]JPLPD MR& XYLM|
]JDNOMXpDND R HYROXFLMVNLP PHKDQL]PLPD QDVWDMDQMD
JHQRPX MR& XYLMHN SRpLYD QD SDUFLMDOQLP ]DNOM
eksperimentalnih dokaza (Plohl i su2008). Poznato je da se evolucija satelitnin DNA
odvija dvostupanjskim procesom nazvanimolecular drive koji se sastoji od
KRPRJHQL]DFLMH PXWDFLMD PHYyX PpODQRYLPD SRURGLF
reproduktivno povezanih jedinki (Dover 1982, 1986JeliND YHULQD LVWUDALY
provedenge QD RUJDQL]PLPD V PRQRFHQWULPQLP NURPRVRPLPCL
VDWHOLWQLK '1$ SUHPD PRGHOX ELEOLRWHNH ODOR M
fiksacije i dinamici "biblioteke" u partenogenetskih organizama sRHOHQWULpPQLP
kromosomima poput vrsta rodiéeloidogyne

Kako je genom vrst®l. incogniar sekvenciran 2008. godine (Abad i sur., 2008)
RPRJIJXUHQD MH L]ovihYsggddvieDu Be@dphPLE) DR E Oj¢niovh K/REida.
OHWRGH NRMH RPRJXuX Ma3teBrihFDQID WsbldehCidshitn QeRoYnina i
njihovu detaljnu analizu doprinose stvaranju kompletne slike o strukturi i evoluciji ovih
sljedova u genomu pa tako i poimanju genoma u cjelini.

8 VOXpDMX X]DVWRSQR SHQUDeiaBdkdeidnaksonM HG R Y D
je sekvenciran genom vrsig. incognitaLPD PQRJD RJUDQLPHQMD RG SUREC
SROQDYOMDMXiULK VOMHGRYD V YLVRNLP XGMHORP $ L 7 QX
slaganja (englassembly X][DVWRSQR SRQDYOMDMX idnie @ BEHGRYD 2
SRVWDY OM Bhaguivsek¥dnbirnsinya i slaganjponovljenih sljedova jst da i
ovakva metoda daje vjerodostojne rezultate o struktomiovljenihsljedova u genomu.
Pretragom sekvenciranog genoma vidteincognites INC satelitnom DNAzoliranom
UDQLMH L] RYH YUVWH S WBfida Ka) Radkié¢! navétenu $ddidip L W LK
DNA. Sravnjenje svih mnomeraz contig D QLMH SRND]DOR ]1QDpDMQLMX GL
PRQRPHUQLP VOMHGRYLPD @WR XSXiuXMHednd) ppotli® MXpDN Gl
VDWHOLWQH '1$ 1DGDOMH DQDOL]D YDUtdtgEh®OQRVWL P
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SRND]DOD MH YHiaKo SuDanaliruDUz&tiOs9i RMokdmeri adrijabilnost
monomeraunutar jednogontiggD 2YDNYD VOLPpQRVW PRQAR&HMED X QL]X
KRPRJHQL]DFLMVNH SURFHVH NRML GMHOXMX QD UD]LQL Q!
NRML VH QDOD]H IL]LpPNL EOLAH OHYyXWLP QDMYDAQLMH SI
analize jedalisgontig ]L LIOXpHQL L] JHQRPD QbnaRrtQ@ard KX\ R PDW V NR J
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 readsNRMD XNOMXpXMH VOLMH @&inrani BuioMatsknLV X PRJO
slaganjem.=DNOMXpPpDN JRUH Q&8 GHDGHH) SR GRPIOR|IBIMMWRSQR SR
sljedovima dobivenshotgunmetodom sekvenciranja i automatskim slaganjem moraju
nadopunitidodatnim analizama. Za detaljniji uvid struktureiho sljedova u genomu

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

RE analiza i rekloniranje BAGva

1DGDOMH ),6+ DQDOL]RP JHQRPD VRQGRP VSHFLILpQ
XRpHQD MH ORNDOL]D F LdwDmj¢dtal §oDyovdri Q [rildg shgeStEPINCO
VDWHOLWQH '1$ QD MHGQRP LOL GYD NURPRVRPD ,] RYF
satelitna DNA s 3%-tnim udjelom u genomu definitivno nije jedini posrednik u
FHQWURPHUQRM IXQNFLML KR ORFHQ WHY MQE R VWIHGRRMR P\D R
pokazuje smjeStaj samo na jednom ili dva kromosoma.

Do sada je opisano sedam satelitnih porodica u genomima vrsta roda
Meloidogyne (OHaAWURYLUO L VXU D -Fereno i surf& DVWDJQR
1998 Piotte i sur. 1999. Pretrazivanjem sekvenciranog genoma vigteincognita
LJOXpHQD VX pHWLUL QRYD VDWHQDWRHQWOVMWBOLWQH '1
razlikuju se od ranije opisanih po duljini monomera (~170 pb), udjelu A'i T nukleotida
(62-70%) te nukledWWLGQRM YDULMDELOQRVWL PRQRPHUD YHU VDPE
izrazito mali (<0,1%.). Nizak udio u genomu najvjerojatniji je razlog zbog kojeg
navedae satelithe porodice nisu ranije otkriven& HU VX XRpHQHmazEN QDNRQ
sekvanciranog genoma vrg M. incognita Pretrazivanjem genoma mitotskih
partenogentskih vrstavl. javanica M. paranaensis M. hapla B te meptskih
paretnogentskih vrstisl. haplaAi M. fallax QD SULVXWQRVW QRYLK VDWHOLW

je potpuniji satelitski profil navedenih vestkoji je diskutiran u okvirima poznatih
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filogenetskih odnosa. Pretrazivanje genoma srodnih vrstaMedi@dogynenedvojbeno

je pokazéo da se radi o evoluciji satelitnisljedova prema modelu"biblioteke'
OHAWURYLUO L O/EKKAW UR.Y2009)U VWohh radu nadopunjeni su rezultati

raspodjele satelitnin DNA u ovim vrstama &kIXp XM X UL L DQDOL]X QRYRRWNUL

DNA dobivenihpretrazivanjem sekvenciranog genoma vidteincognit.. U prijasnjim

UDGRYLPD XWYUVHQR M Mbillidieky DretaHradaMeRitiogyhdostaju

VDpXYDQH X QXNOHRWLGQRP VOLMHGX , UH]XOWDWL RYRJ

sekvenciranje R7 satelithne DNA iz vrdtk paranaensigpokazalo je usporedbom s R7

satelitnom DNA iz vrsteM. incognitadaserad R SRWSXQR VDpXYDQRM VDWHC

PHPX MH MHGLQR XGLR YDULMDQWL PRQRPHUD X UD]JOLpPLW

M. arenaria
R8 R5

R1 R7 AJL
MPA1 MARJA M. incognita
MPA2 INC i

Predak
Meloidogyna Predak M. paranaensis
M. paranaensis
-
Predak
T M. hapla M. hapla B

pMcCo M. hapla A

|:| KLEULGL]DFLMVNL GRJDYyDM M. chitwoodi

Slika 5.1. Pretpostavljeni evolucijski razvoj vrsta roddeloidogynetemeljen na distribuciji
satelitnih DNA (sttHOLFH R]QDpPDYDMX SRULMHNOR &UG HWQWR UL X XH IQNDX HADF

satelitne DNA koje su analizirane u ovom radu.

OR&H VH ]DNOMXmardhierGHD OXQOWRWL.GQLK VOMHGRYD PHYX V
rodaMeloidogynenisu filogenetski informativid GRN VH DQDOL]D QMLKRYH UL
vrstama pokazala informativnom.

Nove satelitne DNA R i R8 zajedno s prije analiziranim MPAL i MPA2 pojavljuju se

najvjerojatnije u pretku svih vrsta rodéeloidgynete sudo danasostaleprisutne u svim
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promatranimvrstama. Nova satelitha DNA R7 zajedno s prije analiziranima MARJA i
INC pojavljuje se kasnijena evolucijskoj skali te je prisutna samo u mitotskim
partenogenetskim vrstama. R5 porodica pojavljuje se najkasnije te je prisutna samo u
srodnim vrstamaM. incognitg M. javanicai M. arenaria Grupiranje ovih vrsta je
nedvojbeno pokazano i na temelju filogenetskih analiza s drugim biljezima (npr. rDNA,
Hugalli sur.,1999; ESTs, SchoilBird, 2005).

Na temelju ranije opisane razdiobe satelitnin DNA kao iicdnovh satelitnih
DNA najteze je bilo obrazloziti evolucijski put vrath paranaenisis M. hapla(soj A i
B). Vrste M. paranaensis M. hapla B spadaju u mitotske partenogenetske vrste za
razliku od vrsteM. hapla A koja je mejotska paretnogentskasta. lako seVl. hapla
definira kao jedina vrstéTriantaphyllou, 1985; Hugallsur., 1994)V UD]JOLpPLWLP QDpPLQ
partenogenetskog razmnoZavanja pa glez&#om na to dijeli na soj A i B mnoge analize
vezane za njihovo evolucijsko porijeklo i srodstveneas® suR S U H [joQ kkjasne.
Rezultati filogenetskih analiza zasnovanih na cjelokupnoj &rgl(internaltranscribed
spacel) pokazale su rezultate gdje #& hapla B grupira s mitotskim vrstama.
arenaria, M. incognitai M. javanicadok seM. haplaA grupira s mejotskim vrstanm.
chitwoodi i M. trifoliophila (Hugall i sur, 1999). Ovi rezultati su u skladu s naSim
rezultatima te dovode u sumnju postavljenu hipotezu direktnipglgra sa fakultativne
mejotske partenogenexeste M. hapla A u obligatonu mitotsku partenogenezuste M.
hapla B. Nadalje, razdioba satelitnih DNA u vrstariva hapla B i M. paranaensis
XND]XMH QD PRJXuUL KLEULGL]DFLMVNL GRJDYyDM X SUHG
navedeno sugerira kompleksni evolucijski mptisanihvista kRML YMHURMDWQR XNC
KLEULGL]DFLM&®Hp GR JORDDHHD M L SKoHpaHR YeneBMOwstd Q L V X
gusStera (Moritz, 19931. SROLSORLGQLK DStiReH HobdrtL10Q0).K UDpLUD

ORaAaH VH ]DNOMXpLWL GD X VNO DhGIKteke HYRDXFLMVNLP
VDWHOLWQLK '1$ PHYyX VURGQLP YUVWDPD PR&H ELWL
filogenetskih odnosa. Nedavne studif@mosomskedistribucije dvije satelitne DNA u
vrstama porodice Bovidae (Chaves sur, 2005) pokazale su da su ovakve liaea
LQIRUPDWLYQH X ILORJHQHWVNLP RNYLULPD QDGRSXQMX
filogenetskim biljezima (npmtDNA).

5C
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ND WHPHOMX ELRLQIRUPDWLpPpNLK DQDOL]D VDWHOLWQ
vrste Meloidogyneincognitate pretrazivanjem genoma srodnih vrsta rdiloidogyne
na prisutnost novootkrivenih satelitnih DNMoguVH GRQLMHWL VOMHGHUL J]DNOI

1.9 DULMDELOQRVW PRQRP¢tbhtip DL],R B Y X DIRHVCHOM@H K1$ YHUD
varijabilnost unutar pojedinogcontig D aWR XSXUXMH QD ]DNOMXpDN GD K
mehanizmi ovih uzastopno ponovljenih sljedova djeluju na razini niza. Naime pri tom se
QH VPLMH ]DERUDYLWL QD pLQMHQLFX GD PHWRGD DXWR
ovakvih uzatopno povovljenih sljedova moze davati i nevjerodostojne rezultate te bi
GDOMQMH DQDOL]H PRJOH SRWYUGLWL LOL RSRYUJQXWL JF

2.),6+ DQDOL]RP VD VRQGRP VSHFLILPQRP ]D ,1& VDWHOLWC
signala na jednomilidva M HVWD X NRPSOHWX NURPRVRPD aWR XSXi>

INC satelitna DNA nalazi na jednom ili eventualno dva kromsoma.

3.5 5 5 L5 X]JDVWRSQR SRQRYOMHQL VOMHGRYL L]JOXpH
M. incognita QH SRND]XMX ]1QDpDM QIxgijiP Kity Xam®IBEgQuX s iviReP R

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

4, IRYRNDUDNWHUL]JLUDQL X]DVWRSQR SRQRYOMHQL VOMH
satelitnih DNA: duljinu monomera ~170 pb, visok AT sast®2-70%) te nisku
varijabilnost (0,74,5%). Zastupljenost u genomu je vrlo mala (<0,1%), Sto je vjerojatni

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

5. Analize distribucije novih satelitnih DNA u genomima srodnitarredaMeloidogyne

pokazale su da se njihova evolucija odvija prema modelu "biblioteke". Ove analize su
WDNRYHU SRGUADOH SULMHDRVYRDY O/MMHDO KWORWH1S$ 8By
YUVWDPD PR&aH ELWL YDOMDQL ELOMHJIa DsrodiY UyLYDQM
RUJDQL]PLPD WH GD X QHNLP VOXpDMHYLPD PR&H UD]JOXpL
NODVLpPQLP ILORJHQHWVNLP ELOMH]LPD QH PRJX
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