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1. UVOD

Ponavljajuée DNA su brzo evoluirajuée te je njihova razlic¢itost vrlo vazna u odredivanju
vrsta. Smatralo se da ponavljajuée DNA nemaju funkciju u organizmu, ali novija istraZivanja
pokazuju da su vazne pri regulaciji razli¢itih procesa u stanici te da utjecu na veli¢inu i
organizaciju genoma. Usprkos navedenom znacaju, ponavljajuée DNA su jo$ uvijek
neistrazeno podrucje na organizacijskoj i funkcionalnoj razini gnoma. Dosadasnja istraZzivanja
pokazala su da je rod Tanacetum zanimljiv evolucijski model obzirom na organizaciju gena za
ribosomsku RNA i varijabilnost u njihovom poloZaju izmedu vrsta. Dalmatinski buhac
(Tanacetum cinerariifolium (Trevir.) Sch. Bip) je Hrvatski endem i ima veliku vaznost u
ekoloskoj poljoprivredi zato Sto se iz njega proizvodi ekoloski najvazniji prirodni insekticid,
piretrin. Bez obzira na vrlo vaznu primjenu i relativno velike kromosome koji olakSavaju
citogeneticka istraZzivanja, dalmatinski buhac je citogeneticki neistrazena biljka. Cilj ovog
istrazivanja je odrediti polozaj i organizaciju ponavljajuéih DNA (satelitne, telomerne i
ribosomske DNA) na kromosomima. PoloZaj i organizacija ponavljajuéih DNA na

kromosomima utvrdit ée se fluorescencijskom hibridizacijom in situ (FISH).

1.1. Porodica glavocika (Asteraceae)

Glavocike (Asteraceae) su jedna od najbrojnijih porodica s viSe od 25 000 vrsta. Velika
raznolikost porodice i Siroki areal rasprostranjenosti rezultat je prilagodljivosti i otpornosti
vrsta. Sve vrste povezuju morfoloSke znacajke kao na primjer glavicasti cvat sastavljen od
jednog ili dva tipa cvjetova, nastavak papus na sjemenkama koji sluzi za rasprostranjivanje i
stranooplodnja. Ekonomska vaznost ove porodice je velika u prehrani (salata endivija,
¢icoka, articoka, cikorija i dr.) i hortikulturi (krizanteme, dalija, cinija i dr.), a zbog
sekundarnih metabolita, vitamina i minerala koje proizvode i skladiSte raznolika je uporaba i

proizvodnja mnogih vrsta biljaka iz ove porodice.



1.2.  Dalmatinski buhac (Tanacetum cinerariifolium (Trevir.) Sch. Bip.)

Dalmatinski buhac je visegodisnja biljka i pripada porodici glavocdika (Asteraceae). Biljka
moZze narasti do 100 cm u visinu i ima dubok razgranati korijen koji prodire do 35 cm u
zemlju. Uz glavnu stabljiku koja nosi cvat granaju se i sekundarne stabljike. Cvatovi
dalmatinskog buhaca karakteristi¢ni su za porodicu. Cvatovi se sastoje od dva tipa cvjetova,
jezicasti cvjetovi su bijeli te se nalaze na samom rubu glavice, dok su cjevasti cvjetovi Zuti i
spiralno rasporedeni (slika 1). Zuti cvjetovi su dvospolni tj. sadrie i tucak i prasnike na
svakom cvijetu, dok su jezi€asti cvjetovi Zenski, sadrZe samo tucak. Tucak se otvara tek
nakon S$to prasnici otpuste sav zreli pelud te se na taj nacin onemogucuje samooplodnja.
Kod buhada je uocena i sporofitska inkompatibilnost koja onemogucuje klijanje peluda na
njuski tucka (Brewer 1968, 1974). U nasem podneblju cvatnja zapocinje sa svibnjem i
zavrSava krajem lipnja, a cvjetovi se otvaraju otprilike mjesec dana nakon pojave pupa.
Oprasivanje obavljaju kukci tako da zreli pelud jednog cvijeta raznasaju na tucke drugih
potpuno otvorenih cvjetova. Stranooplodnja kukcima omogucduje veliku heterozigotnost i
varijabilnost u mnogim agronomskim i drugim svojstvima (Singh i sur. 1987). Plod
dalmatinskog buhaca je jednosjemena, svijetlosmeda roska s 5-7 brazda. Uz spolno

razmnozavanje, dalmatinski buhac se moze i vegetativno razmnozavati dijeljenjem busena.



Slika 1. Dalmatinski buhaé (Tanacetum cinerariifolium/ Trev/Schultz Bip.)

Kao i u vedini glavocika, rod Tanacetum karakterizira haploidni broj kromosoma x=9.
Dalmatinski buhac je diploidna vrsta s 2n =2x= 18 kromosoma (MacDonald 1995), a opisani
su i prirodni triploidi (2n =3x= 27), dok su tetraploidi (2n =4x= 36) uglavnom dobiveni
tretiranjem sjemena kolhicinom (Ottaro 1977, MacDonald 1995). Triploidi se razlikuju od
diploida i makroskopski; imaju vece i teze cvjetove te im je stabljika deblja i visa. Poliploidija
u rodu Tanacetum vrlo je Cesta. Nadena je biljka sa c¢ak desetorostruko (10x) vise
kromosoma od haploidnog broja (Chehregani i Mehanfar 2008). Novija istraZivanja koja se
bave karioloskom karakterizacijom genoma roda Tanacetum pokazuju da je poliploidija vrlo
vazna za evoluciju vrsta te da neparna ploidija, aneuploidija i B-kromosomi nisu rijetke
pojave u ovom rodu.

Rod Tanacetum obuhvaca oko 160 vrsta koje su uglavnom rasprostranjene na sjevernoj
hemisferi u umjerenim zonama Europe, Azije, Sjeverne Afrike, a najvec¢a koncentracija vrsta
je u vegetaciji Sredozemlja i Irano-Turskih regija (Olanj i sur. 2015). U juznoj hemisferi mala
je rasprostranjenost vrsta iz roda Tanacetum te se mogu naci samo vrste koje su
rasprostranjene po cijelom svijetu kao na primjer vrsta T. parthenium (L.) Sch. Bip., koja se

ponasa kao korov van prirodne rasprostranjenosti (Olanj i sur. 2015). Dalmatinski buhac



endemicna je vrsta istocne obale Jadranskog mora, a njezino se prirodno staniste proteze od
Italije preko sjeverne Albanije, pa sve do planinskih podrucja Hrvatske, Bosne i Hercegovine
te Crne Gore (Casida i Quistad 1995, Bhat 1995). Element je vegetacije kamenjarskih
pasnjaka, kamenitih, skeletnih, jako degradiranih stanista, a moZe se nadi i u svijetlim
Sumama alepskog bora, u vegetaciji busika, maslinicima i vinogradima (Kovacic i sur. 2008).

Dalmatinski buha¢ je ekonomski vaZna biljka zbog proizvodnje sekundarnog metabolita,
piretrina koji je ucinkovit i ekoloski insekticid, trenutno ekonomski najvazniji insekticid
biljnog podrijetla (Hedayat i sur. 2009). Piretrin djeluje na Ziv€ani sustav kukaca uzrokujuci
paralizu i smrt te pomaze suzbijanju Stetnika bez negativnih utjecaja na okolis (Casida i
Quistad 1995). Piretrin mozZe uci u ljudski organizam kozom, diSnim i probavnim putevima.
Kroz probavni sustav ljudi prolazi vrlo brzo, izlu€uje se urinom i fekalijama te se ne akumulira

unutar organizma (Macan i sur. 2006).
1.3.  Ponavljajuce sekvence DNA

Obzirom na znacajke sekvenci molekule DNA, eukariotski genomi su vrlo kompleksni.
Sekvence se mogu uzastopno ponavljati unutar genoma ili mogu biti jedinstvene upute koje
se u genomu pojavljuju samo jednom (slika 2). Tako razlikujemo ponavljajuce i
neponavljajuée sekvence DNA. Neponavljajucu, jedinstvenu sekvencu DNA cine strukturni

geni koji nose uputu za sintezu proteina, a velika veéina genoma sastoji se od ponavljajuce

Il |

Slika 2. Prikaz poloZaja ponavljajuce DNA duz kromosoma. Plavom su oznacene telomerne DNA, Zutom
subtelomerne, zelenom su prikazane interkalarne ponavljajuce sekvence, smedom rasprsene sekvence, a
bijelom su oznaceni geni i slabo ponavljajuce sekvence (Mehrotra 2014).

DNA za koju se dugo smatralo da ne nosi nikakvu informaciju.

Novija istrazivanja pokazuju da ponavljaju¢a DNA ima vrlo vaznu regulatornu ulogu i veliki
evolucijski znacaj te se sve viSe istrazuje. Eukariotski genom sastoji se od puno razlicitih
tipova ponavljaju¢e DNA. Ponavljaju¢e DNA mogu biti rasprSene duzZ cijelog kromosoma il

organizirane u skupine. RasprSene ponavljajue DNA su na primjer pokretni geneticki



elementi, transpozoni i retrotranspozoni, dok su uzastopno ponavljaju¢e DNA organizirane u
skupinama kao $to su satelitne porodice DNA i ribosomska DNA. Dosadasnja istrazivanja su
pokazala da se eukariotski genomi razlikuju u veli¢ini genoma. Veli¢ina genoma prikazuje se
kroz C-vrijednost koja pokazuje koliko se kolicinski (izrazeno u pikogramima) nalazi DNA u
haploidnoj jezgri (gamete). Cesto se C-vrijednost naziva paradoksom jer nema poveznice s
evolucijskom staro$éu usporedivanih organizama pa tako neki, evolucijski niZi, organizmi
imaju veéu C-vrijednost od genoma ¢ovjeka. Jo$ uvijek znanost ne moZe objasniti paradoks
C-vrijednost ali se sa sigurnoS¢u moZe re¢i da nema poveznice sa sloZenosti organizma.
Pretpostavlja se da su ponavljajuc¢e DNA klju¢ za rjeSavanje paradoksa C-vrijednosti. Pokretni
geneticki elementi imaju najveci utjecaj na razlike u veli¢ini genoma. Tako na primjer
transpozoni predstavljaju 45% ljudskog genoma (Lander i sur. 2001). Uz transpozone veliki
udio u ponavljaju¢éim DNA sekvencama imaju satelitne sekvence DNA koje su organizirane u

skupine visoko ponavljajuéih, nekodirajuéih kratkih sekvenci.

1.3.1. Utjecaj ponavljajuée DNA na evoluciju vrsta

Promjene u kromosomu mogu rezultirati greSkama koje onemogucuju normalni rast jedinke,
ali isto tako postoji moguénost da minimalne promjene omogude stvaranje novih svojstava
organizma, te stvaranje nove vrste. Struktura kromosoma moze biti promijenjena uslijed
translokacija, delecija, duplikacija, insercija, inverzija, fisija i fuzija kromosoma (slika 3).
Komparativna citogeneticka istraZivanja pokazuju znatno premjestanje dijelova kromosoma
unutar porodica Brassicaceae (Lysak i sur. 2006, Yogeeswaran i sur. 2005, Fransz i sur. 2016),
Solanaceae (Wu i Tanksley 2010, Lou i sur. 2010) i u nekim porodicama korova (Febrer i sur.
2010, Betekhtin i sur. 2014). Na primjer razlike izmedu vrsta Arabidopsis lyrata i Arabidopsis
thaliana objasnjene su s 10 najvaznijih premjestaja unutar kromosoma; pet inverzija, dvije
translokacije i tri fuzije/fisije (Yogeeswaran i sur. 2005).

Istrazivanja o premjestanju sekvenci unutar kromosoma predlaZzu da se veéina strukturnih
promjena u kromosomu dogada u podrucju heterokromatina sastavljenog od uzastopno
ponavljajuéih (satelitnih) sekvenci DNA (Lysak i sur. 2006, Chuzhanova i sur. 2003, Badaeva i
sur. 2007, Siljak-Yakovlev i sur. 2017). Sirenje ponavljajuéih sekvenci DNA, pogotovo

transpozona, nastalo je zbog njihovog premjestanja unutar i izmedu kromosoma.
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Slika 3. Shematski prikaz promjena na kromosomu uzrokovana premjestanjem ponavljajucih sekvenci DNA
(Shu-Fen i sur. 2017).

1.3.2. Satelitha DNA

Satelitna DNA (satDNA) dobila je ime po drugadijem slaganju dusi¢nih baza duz molekule
DNA sto rezultira stvaranju sekundarnih, “satelitnih” veza i odvajanju tih sekvenci od ostatka

genoma nakon centrifugiranja u gradijentu gustoce CsCl; (slika 4).
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Slika 4. Centrifugiranje DNA u gradijentu gustoce CsCl2 (http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/).

Smatra se da satDNA ima poveznicu sa C-vrijednosti genoma. Unutar jedne vrste nalaze se
razli¢ite porodice satDNA. Na primjer unutar vrste Pisum sativum nalazi se 15 porodica
satDNA (Macas i sur. 2007), unutar vrste Locusta migratoria 62 porodica (Ruiz-Ruano i sur.
2016), dok se u ljudskom genomu nalazi 9 porodica satDNA (Levy i sur. 2007). Bez obzira na
brojnost, uvijek postoji dominantna porodica koja ¢ini ve¢inu ukupne satDNA u genomu. Na
primjer, u ljudskom genomu dominantna satDNA je centromerna a satDNA koja predstavlja
vise od polovine ukupne satDNA u genomu. Pojedine skupine satDNA pojavljuju se u
srodnim vrstama u istom obliku i naj¢es¢e su to dominantne satDNA. Na primjer, razliCite
vrste kornjasa iz porodice Tenebrionidae dijele jednu do dvije dominantne glavne satDNA
unutar genoma (Plohl i sur. 2014). Odredena porodica satDNA mozZe se pojaviti na razlicitim
razinama, unutar cijele porodice, unutar reda, razreda ili je ograni¢ena samo na vrstu.

Kao Sto je prije spomenuto satDNA moze imati veliki udio u genomu, ali u biljkama
predstavlja od 0,1% do najvisSe 36% od cijelog genoma. Isto tako u carstvu Zivotinja udio
satDNA varira od 0,5% do 50% unutar beskraljeznjaka i kraljeznjaka. S obzirom na variranje
udjela satDNA, varira i veli¢cina genoma tj. C-vrijednost. Nekad su varijacije posljedica
razliCitog broja ponavljanja (replikona) odredene sekvence satDNA ali i broja razli¢itih

satDNA unutar genoma stvara razliku. Na primjer, u vrsti Drosophila stimulans udio satDNA


http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/

u genomu je 5%, u vrsti Drosophila erecta 0,5%, dok je u vrsti Drosophila virilis on ¢ak oko
50% (Wei i sur. 2014). Zaklju¢no, udio satDNA odreduje i velicinu genoma, no josS se ne moze
objasniti na koji nacin udio sekvenca varira unutar genoma.

SatDNA je glavna komponenta heterokromatina koji se najéesce nalazi u pericentromernom
i subtelomernom podrucju na kromosomu. U carstvu biljaka i Zivotinja, mogude je nadi
heterokromatin i izmedu pericentromernog i subtelomernog podrucja na kromosomu
(intersticijski heterokromatin). Neke satDNA karakteristicne su za spolne kromosome ili su
specificne za odredeni kromosom. Satelitne DNA se nalaze i u podrudju centromera.
Centromerna podrucja kromosoma su najéesce vrlo kompleksno gradena tako da se uz
satelitnu DNA tu nalaze i razlic¢iti pokretni geneticki elementi (Garrido-Ramos 2015, Plohl i
sur. 2014)

Vedina satDNA u genomu biljaka i Zivotinja gradena je od monomera duljine od 150 do 180,
odnosno od 300 do 360 parova baza koji se mogu ponavljati od nekoliko stotina do nekoliko

tisuéa kopija (Garrido-Ramos 2015).

Evolucija satelitne DNA

Usporedujuci razli¢itosti porodica satDNA zakljuéuje se da je satDNA najbrZe evoluirajuéi dio
genoma (Bachmann i Sperlich 1993, Martinsen i sur. 2009). Ukoliko nema razmjene satDNA
izmedu dva nehomologna kromosoma moguca je nezavisna evolucija satDNA u razlicitim
kromosomima. Prema hipotezi Ruiz-Ruano (2016) evolucija satDNA zapocinje de novo
duplikacijom kratkih sekvenci $to dovodi do stvaranja uzastopno ponavljajuéih parova baza
na specificnom mjestu u genomu. Formiranje takvog lokusa moze se dogoditi na viSe nacina,
proklizavanjem jednog DNA lanca tijekom DNA replikacije ili umetanjem sekvence
replicirane na kalupu ekstrakromosomske, kruzne molekule DNA. U sljede¢em koraku ta
sekvenca moze biti rasprostranjena po genomu mehanizmom reinsercije ili mehanizmom
premjestanja i na taj nacin neki lokusi se umnozavaju lokalno te stvaraju velike ponavljajuce
sekvence. Potom se prirodnim odabirom i restrikcijskim enzimima onemogucuje
beskona¢no akumuliranje iste sekvence i ograniCava se njena prisutnost na odredenom
lokus u genomu. Ovaj korak posebno je naglasen u prokariotima. U eukariotima osnovna
jedinica ponavljanja (monomer) satDNA mozZe biti lokalno puno puta umnoZena tako da se

fluorescencijskom hibridizacijom in situ (FISH) moZe to¢no detektirati mjesto na kromosomu

8



gdje se nalazi odredena satDNA. Uzastopna lokalna amplifikacija moZe uzrokovati poveéanje
broja parova baza na dijelu kromosoma S$to rezultira nesimetri¢nim crossing-overom tijekom

mejoze (Garido-Ramos 2017).

Uloge satelitne DNA

Dugo se u proslosti molekularne biologije smatralo kako satDNA nema nikakvu ulogu u
organizmu, da se ti sljedovi nukleotida ne prepisuju te da ne nosi nikakvu gensku uputu.
Heterokromatin i satDNA kao dio heterokromatina nazivali su “junk” DNA ili “selfish“ DNA
jer se smatralo da su te sekvence samo ostatak, “otpad” te su sve moguce ideje o ulogama
satDNA u bioloskim procesima bile odbacene. Transkripcijska aktivnost odredenih skupina
ponavljajuéih sekvenci u vodozemcima tijekom emriogeneze potakla je znanstvenike na
daljnja istrazivanja. Transkripciju satDNA u oocitama vodozemaca objasnili su kao gresku u
normalnoj transkripciji zbog pogresaka u citanju uzvodno od promotora strukturnih gena.
Sli¢ne pojave u kromosomima goluba i pilica objasnili su kao posljedicu organizacije genoma.
Danas postoje dokazi o utjecaju satDNA na organizaciju genoma i transkripciju odredenih
gena. Kao $to je prije spomenuto satDNA je sastavni dio centromernog i pericentromernog
podruéja, transkripti satDNA dio su kinetohornog aparata, kontroliraju elongaciju
telomernih zavrSetaka i utjeCu na organizaciju kromosoma, spajanje homolognih
kromosoma u metafazi te njihovu segregaciju u anafazi mejoze I. SatDNA ima vaznu ulogu u
regulaciji i odrzavanju heterokromatina te na taj nacin ima veliki utjecaj na ekspresiju
odredenih gena, pogotovo u stresnim uvjetima (Pezer i sur. 2012, Biscotti i sur. 2015,

Grenfell i sur. 2017).

1.3.3. Telomerna DNA

Telomere se nalaze na krajevima kromosoma i sluze za zastitu kromosomskih krajeva od
razgradnje, sljepljivanja ili smanjivanja kromosoma tijekom DNA replikacije. Telomerni
krajevi Cesto su konzervirani i u svim biljkama nalazimo sliéne sljedove parova baza,
takozvana TG-bogata mjesta. Najcesc¢a telomerna sekvenca sastoji se od sedam nukleotida
TTTAGGG, prvi je puta nadena u genomu Arabidopsis thaliana te je nazivamo Arabidopsis- ili

biljni-tip telomernih sekvenci (Richards i Ausubel 1988). No telomerni zavrSetci mogu biti u
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potpunosti ili djelomi¢no zamijenjeni varijacijama kao na primjer TTAGGGG, TTGGGG ili
slicnim sekvencama u nekim porodicama biljaka (Adams i sur. 2001, Weiss i Scherthan 2002,
Sykorova i sur. 2006). Na primjer, neke vrste reda Asparagales i porodice Solanaceae
odstupaju od pravila te nemaju klasican Arabidopsis-tip ponavljaju¢ih telomernih sekvenci
(Fuchs i sur. 1995, Sykorova i sur. 2003). Novija istrazivanja kromosomskih zavrSetaka u
rodovima Aloe (Aspodelaceae), Othocallis i Hycinthella (Hycinthaceae) svi iz reda
Asparagales imaju TTAGGG ponavljajuce telomerne sekvence koje su inace karakteristi¢ne
za kraljeznjake (Weiss i Scherthan 2002, Puizina i sur. 2003, Weiss- Schneeweiss i sur. 2004).
Kao Sto je spomenuto, telomerne sekvence najé¢esée nalazimo na krajevima kromosoma, no
u manjem udjelu telomerne sekvence mogu se naci i u drugim dijelovima kromosoma ovisno
o vrsti (Azzalin i sur. 2001, Kilian i sur. 1999, Schubert i sur. 1995, Tek i Jiang 2004, Uchida i
sur. 2002).

Intersticijska telomerna ponavijanja (ITR-ovi)

Telomerne sekvence ne nalazimo nuzno samo na krajevima kromosoma. U vrstama Silene
latifolia (Uchida i sur. 2002, Tek i Jiang 2004) i Arabidopsis thaliana (Urchida i sur. 2002)
nadena su telomerna ponavljanja smjeStena oko centromera kao i intersticijska duz krakova
kromosoma. Intersticijska telomerna ponavljanja (ITR-ovi) vjerojatno su nastala fuzijom
telomernih zavrSetaka u kromosomu daljnjeg pretka, na nacin kako su i mirkosatelitne
sekvence nastale ili kao rezultat popravka dvolanéanog loma (Lin i Yan 2008, Ruiz-Herrera i
sur. 2008). Intersticijska telomerna ponavljanja u genomu c¢ovjeka dijelimo u tri skupine: 1.
kratki ITR-ovi koji se sastoji od nekoliko TTAGGG parova, 2. subtelomerni ITR-ovi koji se
sastoji od nekoliko tisuéa parova baza, nastali degeneracijom sljedova u subtelomernom
podrucju i 3. fuzija ITR-ova koja rezultira fuzijom kromosoma (Azzalin i sur. 2001).

U genomu vrste Arabidopsis thaliana devet je ITR-ova veli¢cine od 300 pb do 1200 pb u
centromernom, subtelomernom ili intersticijskom podrucju na kromosomima te su ti ITR-ovi
predstavljeni kao ostaci nastali pri premjestanju telocentriénih kromosoma u genomu
(Uchida i sur. 2002). Sekvenca DNA relativho homologna telomernim sekvencama nadena je
u centromernom podrucju i kod nekih drugih eukariota kao na primjer na Y kromosomu
vrste Drosophila melanogaster (Abad i sur. 2004, Mendez-Lago i sur. 2009), na centromeri B

kromosoma u kukuruzu (Alfenito i Birchler 1993, Jin i sur. 2005) i u centromernom podrucju

10



kromosoma rajcice (Presting i sur. 1996). Smatra se da su neki ITR-ovi vruéa mjesta za
dvolanc¢ane lomove molekule DNA (DBS), rekombinaciju, premjestanja ili amplifikaciju u
genomu sisavca (Bolzan 2012, Lin i Yan 2008).

Osim opisanih ITR-ova u genomima su prisutni i tzv. telomerni boksovi (eng. Telo-box), kratki
intersticijski telomerni motivi, identi¢ni biljnim telomernim ponavljaju¢im sekvencama koji

se nalaze u 5" podrucju odredenih gena koji se ¢esto eksprimiraju u stani¢nim ciklusima.

1.3.4. Ribosomska DNA (rDNA)

Ribosomska DNA (rDNA) kodira 5S, 5.8S, 18S i 26S ribosomske RNA (rRNA) te pripada u
skupinu najvaznijih gena za regulaciju stani¢nog metabolizma (Grummt 1999). Ribosomske
DNA su visoko ponavljajuée sekvence DNA koje su u biljnom genomu prisutne u sto do vise
desetaka tisuca identi¢nih kopija odredenog gena. Visoki broj kopija gena vazan je za
pojacanu transkripciju i translaciju tijekom razvoja organizama (Lawerence i Pikaard 2004)
ali i za stabilizaciju stani¢ne jezgre. Sekvence rDNA organizirane su u dvije velike podjedinice:
podjedinica 35S sadrzi 5.8S, 18S i 26S rDNA, dok je podjedinica 5S rDNA fizi¢ki odvojena.
Lokus 35S rDNA uglavnom se nalazi terminalno na kromosomu, dok lokus 5S rDNA nema
jedinstveno mjesto na kromosomu te mozZe biti smjeSten terminalno, subterminalno,
intersticijski ili pericentromerno na bilo kojem kromosomu u genomu. Posto su promjene u
35S i 55 rDNA rijetke, a sekvence su relativno konzervirane vrlo su pogodne za istrazivanje

kromosomskih promjena i evolucije kariotipa (Maluszyniska i sur. 1998).

Organizacija rDNA

Genom prokariota i eukariota razlikuje se u dvije stvari: podjeli ribosomskih gena i
organizaciji podjedinica. Prokariotski genom sadrzi samo tri ribosomska gena koji kodiraju
5S, 16S i 23S rRNA, dok eukariotski genom sadrzi Cetiri gena za 5S, 5.8S, 18S i 28S rRNA.
Rezultat broja gena je samo u razdvajanju 5°- kraja prokariotskog 23S gena iz kojeg nastaje
eukariotski gen za 5.8S rRNA (Nazar 1980). Druga razlika je u razmjestaju, kod prokariota svi
geni su povezani i nalaze se u jednom lokusu, dok je kod eukariota gen za 5S rRNA odvojen
od ostalih gena. Takva organizacija rezultira i drugacijom enzimskom regulacijom pa se tako

u prokariotima geni rRNA prepisuju zajedno pomoc¢u enzima RNA polimeraze |, dok se u
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eukariotima gen 5S rRNA prepisuje pomocu RNA polimeraze lll, a geni 35S rRNA pomocu
RNA polimeraze | (Bergeron i Drouin 2008). Samostalna kontrola koju omoguduje razliciti
enzim za transkripciju vjerojatno je uzrok fizicke razdvojenosti lokusa 35S i 55 rRNA na
kromosomu. Ova stroga podjela na razlike u prokariotima i eukariotima ima i prijelazne
oblike pa tako u genomu nekih jednostavnih eukariota kao na primjer kvasca,
Saccharomyces cerevisiae, geni rRNA organizirani su u jedan operon, Sto je karakteristika
prokariota, no i dalje su geni zasebno transkribirani pomocéu RNA polimeraze | ili RNA
polimeraze Il (slika 5). Novija istraZivanja pokazuju da se kod nekih biljaka lokus 5S rDNA
nalazi unutar lokusa 35S rDNA. Takve iznimke pronadene su u raznim skupinama organizma
kao $to su nematode (Vahidi i sur. 1991), gljive (Bergeron i Drouin 1987), rakovi (Drouin i
sur. 1987), mahovine (Capesius 1997, Sone i sur. 1999) te postoji mogucnost da takvi
primjeri pokazuju prijelazni stadij izmedu eukariotskog (razdvojenog) i prokariotskog
(nerazdvojenog) lokusa. Uz nematode, gljive, rakove i mahovine i u genomu sjemenjaca (rod
Artemisia, Asteraceae) nadeni su spojeni lokusi 35S i 5S rDNA te postoji moguénost da
ovakav razmjestaj lokusa nije karakteristican samo za prokariote i jednostavne eukariote,

vec se nalaze i u biljnim i Zivotinjskim vrstama (Garcia i sur. 2010).

S. cerevisiae Chromosome XII

150 - 200 repeats

N

55 355
RNA Pol Il RNA Pol |
b
7
NTS2 - NTS1
5ETS ITS1 ITS2 3ETS
188 5.85 255

Slika 5. Organizacija rDNA u genomu kvasca (Saccharomyces cerevisiae)
http://www.genetics.org/content/195/3/643.

Velika podjedinica (35S) sastoji se od unutarnjih transkribiraju¢ih razmaknica (ITS) koje
razdvajaju gene 18S, 5.85 i 26S rRNA. Podjedinice 35S rDNA medusobno su razdvojene

medugenskim razmaknicama (IGS) koje se ne prepisuju u molekulu RNA. Gen za 5S rRNA je
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najmanji gen kojeg Cini svega 120 pb i medusobno su razdvojeni netranskribirajuc¢im
medugenskim razmaknicama (NTS). Duzina razmaknica varira od nekoliko nukleotida u
prokariotima do nekoliko stotina nukleotida u eukariotima.

Kada govorimo o organizaciji lokusa 5S i 35S rDNA, u biljkama postoje dvije konfiguracije: S- i
L-konfiguracija (slika 6). S-konfiguracija je organizacija u kojoj se lokusi 5S rDNA i 35S rDNA
nalaze na razli¢itim mjestima na kromosomu i takvu konfiguraciju nalazimo u veéini genoma
biljaka. L-konfiguracija je organizacija u kojoj se lokus 5S rDNA nalazi unutar lokusa 35S

rDNA.

/ 185 5.85 265 185 5.85 265 \

55 55 55 55 55 5§

1. Separated rDNA configuration (S-type)
( 185 5.85 265 55 185 5.85 265 5§ \

OO EEs - OO e—-

2. Linked rDNA configuration (L-type)

N A

Slika 6. Usporedba L- i S-konfiguracije shematskim prikazom i mikroskopskim preparatom vizualizirano
tehnikom FISH www.plantrdnadatabase.com .

Fizicka razdvojenost lokusa 5S i 35S rDNA dominira u genomu Streptophyta, Algae i
evolucijski starijim biljkama kao Sto su Bryophyta (Capesius 1997, Wicke i sur. 2011). Ova
istrazivanja postavljaju hipotezu da se L-konfiguracija pojavljuje kod predaka
kritosjemenjaca tijekom odvajanja od evolucijski starijih i jednostavnijih biljaka. L-
konfiguracija nadena je i u genomu roda Artemisia (Asteraceae) na temelju citogenetickih
istrazivanja (Yoshikazu i sur. 2006, Garcia i sur. 2007) te u zivom fosilu golosjemenjaca Ginko
biloba (Galian i sur. 2012). Na temelju dosadasnjih istrazivanja jo$ uvijek se ne moze sa
sigurnoscéu utvrditi koja konfiguracija je evolucijski starija te se zastupljenost L-konfiguracije

kod kritosjemenjaca intenzivno istrazuje. U vecini genoma s L-konfiguracijom, 5S rDNA
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nalazi se u IGS-u 1000 bp dalje od gena 26S rRNA, a transkript te sekvence lociran je
iskljucivo na istom mjestu suprotnog lanca (Gracia i sur. 2010, Mazzella i sur. 2010).
Porodica Asteraceae je najbrojnija vrstama i jos se ne mozZe sa sigurnoscéu reci koliko se ¢esto
L-konfiguracija pojavljuje unutar nje, odnosno je li L-konfiguracija konzervirana unutar
odredenih vrsta ili je posljedica kromosomske dinamike i/ili evolucijskog odmaka.
Istrazivanja pokazuju da bi oko 25% biljaka iz porodice Asteraceae moglo sadrZavati u
genomu L-konfiguraciju rDNA (Garcia i sur. 2010, Mazzella i sur. 2010).

Do danas je L-konfiguracija utvrdena u dvjema vrstama iz roda Tanacetum, vrsti T.
achilleifolium (M. Bieb.) Sch. Bip. i vrsti T. parthenium (Abd El-Twab i Kondo 2012). Takva
organizacija tipi¢na je za redove Arthemideae i Helianthae (Garcia i sur 2010) koji isto
pripadaju porodici Asteraceae. Bez obzira na sve viSe dokaza o postojanju L-konfiguracija jo$
uvijek je vecinski zastupljena S-konfiguracija u genomu biljaka. Interesantno je da su Abd El-
Twab i Kondo (2012) opisali jedinke s L-konfiguracijom i jedinke sa S-konfiguracijom rDNA

unutar iste vrste T. achilleifolium.

1.4. Cilj istrazivanja

Ponavljajuée sekvence DNA zauzimaju vecinu u genomu svih eukariota, imaju vaznu ulogu u
regulaciji metabolizma i smatra se da imaju veliki evolucijski znacaj. Uz sve ove bitne
znacajke, ponavljajuée sekvence DNA su joS uvijek nedovoljno istrazene. Rod Tanacetum je
interesantan obzirom da mnoge vrste ovog roda imaju veliki ekonomski znacaj zbog
ljekovitih ili insekticidnih svojstava. Unato¢ tome, vrste ovog roda su slabo citogeneticki
istrazene. Stoga je cilj ovog diplomskog rada citogeneticki istraZiti genom dalmatinskog
buhaca, Tanacetum cinerariifolium, koji prirodno sintetizira trenutno najvazniji ekoloski
insekticid piretrin, a kod kojeg, bez obzira na vainu primjenu, nikad nije istrazena
organizacija genoma. U tu svrhu odredit ¢e se poloZaj i organizacija ponavljaju¢ih DNA
(satelitne, telomerne i ribosomske DNA) na kromosomima vrste Tanacetum

cinerariifolium/Trev./Schultz Bip..
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2.

2.1.

MATERUALI I METODE

MATERUALI

2.1.1. Osnovne kemikalije i materijali

U radu su koristene slijede¢e kemikalije i materijali:

Octena kiselina (Fluka, Njemacka)

Etanol (Kemika, Hrvatska)

RNA-za (Qiagen, Njemacka)

Paraformaldehid (Kemika, Hrvatska)

Formamid (Sigma, Njemacka)

Dekstran sulfat (50%) (Sigma, Njemacka)

Tween (Sigma, Njemacka)

4,6 — diamino — 2 — fenilindol (DAPI) (Dako, SAD)
Vectashield (Dako, SAD)

Qiagen mini-kit (Hilden, Njemacka)

Q5@ High-Fidelity PCR kit (New England Biolabs Inc., SAD)
Syber Safe (Invitrogen, Eugene, SAD)

Agaroza (Sigma, Njemacka)

PGEM-T Easy vector (Promega, SAD)

0.05% kolhicin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
PCR Clean-up System (Promega Corporation, SAD)
Aminoallyl-dUTP-Cy3 (Jena Bioscience GmbH, Njemacka)
Green-dUTP (Abbott Molecular Inc., SAD)

Nick Translation Reagent Kit (Abbott Molecular Inc., SAD)
Natrij dodecil sulfat (Kemika, Hrvatska)

Karmin (Kemika, Hrvatska)

Zemlja

Keplerice
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e Sterilne folije

e Pokrovna stakalca
e Lupa

e Predmetna stakalca
e Pincete

e Plamenik

e Elektroporator

e Kivete

e Petrijeve zdjelice

e Sterilne ¢ackalice

e Filter papir

e Mikroskop Olympus BX51

e Digitalna kamera Olympus DP70

2.1.2. Biljni materijal

Citogeneticka istraZivanja radena su na dalmatinskom buhacu, Tanacetum cinerariifolium
(Trevir.) Sch. Bip. (2n = 2x = 18). Sjeme je prikupljeno s Cetiri razli¢ita lokaliteta u Hrvatskoj:
Konavle (425506N, 0172352E), Osor (445542N, 0145519E), Cres-Merag (443150N,
0142807E) i Cres-Kimen (445739N, 142428E). Osim sjemenki iz prirodnih populacija u
istrazivanje je ukljueno i sjeme iz komercijalnih usjeva uzgajivaca Croplife International iz
Tanzanije. Sjemenke su sadene u zemlju u plasti¢nim posudama. Obzirom na veliéinu izraslih
biljaka presadivane su periodi¢ki u vece posude (slika 7). Biljke su uzgajane u komori s
kontroliranim uvjetima temperature (24°C) i osvjetljenja (16h svijetla i 8h tame) u Zavodu za
molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka PMF-a SveudiliSta u Zagrebu, a zatim su odrZavane
u klijalistu Botanickog vrta PMF-a SveuciliSta u Zagrebu. Dobro razvijeni korjenciéi koristeni
su za citogeneticka istrazivanja. U ovom radu analizirano je ukupno 30 biljaka kako bi se

odredio poloZaj ponavljajucih sekvenci i polimorfizam satDNA.
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Slika 7. Uzgoj dalmatinskog buhaca u kontroliranim uvjetima. (a) proklijale sjemenke mjesec dana nakon
sadnje, (b) biljke dovoljno velike za presadivanje, (c) odrasle presadene biljke od kojih su uzimani korjencici
za citogeneticka istrazivanja.

2.1.3. Ponavljaju¢e DNA dobivene sekvenciranjem nove generacije (NGS)

U ovom radu za citogeneti¢ke analize satelitne DNA i odredivanje organizacije ribosomskih
gena (rRNA) koristene su sekvence dobivene pomodéu sekvenciranja nove generacije
NextSeq 500 System (lllumina®, USA) u Queen Mary Genome Centre te upotrebom klaster
analize pomocu programa RepeatExplorer i TAREAN (Novdk i sur. 2010).

Klaster analiza pokazala je da dalmatinski buhac ima L-konfiguraciju ribosomskih gena (slika

8).
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332 bp 1831 bp

265 IGS1 55 1GS2 _

a b —_—

Slika 8. (a) Graficki prikaz L-tipa organizacije 35S i 5S ribosomskih gena u dalmatinskom buhacu (b) Odreden
je tocan polozaj 5S rRNA gena, a strelice pokazuju smjer transkripcija gena rRNA.

Na slici 8 prikazano je da se gen 5S rRNA nalazi u medugenskoj razmaknici (IGS) izmedu
ponavljanja gena 35S (18S-5.85-26S) rRNA. Obzirom na polozaj gena 5S rRNA, IGS je
podijeljen na IGS1 i 1GS2 regiju, koje se razlikuju u duzini. Ribosomski gen 55 rRNA ima

obrnuti smjer transkripcije u odnosu na gen 35S rRNA.

Kruzni oblik satelitskih DNA u klaster analizi (slika 9) ukazuju da se sekvence uzastopno
ponavljaju Sto odgovara organizaciji satelitnih DNA. Klaster analiza satelitnih DNA pokazala
je da klasteri CL14, CL82 i CL153 odgovaraju porodicama satelitne DNA koje su nazvane
TcSAT1, TcSAT2 i TcSAT3. Postoci predstavljaju udio odredene satelitne DNA u genomu
dalmatinskog buhaca pa tako TcSAT1 predstavlja 0,882%, TcSAT2 0,116%, a TcSAT3

predstavlja 0,016% genoma vrste.

TcSAT1 TcSAT2 TcSAT3
0.882% 0.116% 0.016%

Slika 9. Graficki prikaz klastera koji odgovaraju porodicama satelitne DNA TcSAT1,TcSAT2 i TcSAT3 u genomu
dalmatinskog buhaca. Tocke predstavljaju NGS Citanja, a mostovi slicnost izmedu citanja.
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2.2. METODE

2.2.1. Izolacija DNA, umnaZanje i kloniranje ponavljaju¢e DNA

Genomska DNA izolirana je iz mladih listova koji su usitnjeni u tarioniku s tekué¢im dusikom.
Izolacija je radena upotrebom komercijalnog pripravka Qiagen mini kit (Hilden, Njemacka)
prema uputstvima proizvodada. Genomska DNA koriStena je za umnaZanje satelitnih
TcSAT1, TcSAT2 i TcSAT3 DNA koje su ujedno koriStene kao sonde za fluorescencijsku
hibridizaciju in situ (FISH). Ove tri satelitne DNA umnoZene su pomocu lancane reakcije
polimerazom (PCR) upotrebom specifi¢nih pocetnica dizajniranih prema slijedu nukleotida
satelitnih DNA dobivenih klaster analizom (tablica 1). Za sve reakcije PCR koristen je
komercijalni pripravak Q5® High-Fidelity PCR kit (New England Biolabs, Inc., SAD): 1x Q5
High-Fidelity Master Mix, 10 pmol svake pocetnice (Macrogen, Nizozemska) i 1 pL uzorka
DNA (16 ng) u ukupnom reakcijskom volumenu od 25 pL. Produkti PCR-a razdvojeni su
pomocu elektroforeze na 1%-tnom agaroznom gelu, obiljeZzeni bojom Syber Safe (Invitrogen,
Eugene, SAD) i vizualizirani s UV transiluminatorom. UmnoZeni fragmenti DNA klonirani su u
PGEM.T Easy vector (Promega, SAD) prema instrukcijama proizvodaca, nakon cega je
slijedilo unosSenje plazmida u bakteriju E. coli soja JM109 elektorporacijom. Kako bi se
potvrdilo odgovara li uklonirani fragment DNA slijedu nukleotida satelitnih DNA, izolirana

plazmidna DNA je sekvencirana (Macrogen, Nizozemska).

Tablica 1. Slijed nukleotida za koristene sekvence satDNA u FISH-u.

Pocetnica Porodica Sekvenca (5'-3")

TcSAT1 F  TcSATI CGTTGATTTCTCTTTGCTTGG
TcSAT1I R TcSATI TTGGGATCGTTTAGGGCTTT
TcSAT2 F  TcSAT2 CAACCCTCAAATGTGAAAACC
TcSAT2 R TcSAT2 CTGACAATCGGGATCTTTCC
TcSAT3 F  TcSAT3 GGGTCATTGGTTTGAGTTGG
TcSAT3 R TcSAT3 TTGATCACAGTGCATAATTTGG

F= naprijed, R= nazad
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Telomerne sekvence koje su korisStene u FISH eksperimentima dobivene su umnaZanjem
Arabidopsis-tip telomerne DNA pomocu metode PCR upotrebom konkatamernih pocetnica
(TTTAGGG)s i (CCCTAAA)4 prema protokolu (ljdo i sur. 1991). Pocetnice su koriStene i kao
kalup za umnazanje DNA. Reakcija je radena u ukupnom volumenu od 50 ul i sadrzavala je
25 pl PCR mix-a (pufer 10x PCR, 200 uM dNTP, 1,5 mM MgCly, 2U Taq polimeraze), 0,1 uM
pocetnice T1 i T2. Uvjeti umnaZanja bili su: 10 ciklusa od 1 min na 94 °C, 30 sek na 55°Ci 1
min na 72°C, 30 ciklusa od 1 min na 94°C, 30 sek na 60°C i 90 sek na 72°C i 5 min na 72°C.
Nakon umnaZanja dobiven je smear telomernih fragmenata veli¢ine od 100 do 3000 pb

(slika 10).

Slika 10. Produkt reakcije PCR Arabidopsis-tipa telomerne sekvence DNA. M- molekularni biljeg

Za izradu sonde 5S rDNA koristene u FISH eksperimentima upotrjebljen je klon 4T bakterije
E. coli transformiran plazmidom s ugradenim insertom duljine 475 pb koji je izoliran iz vrste
Artemisia tridentata (Garcia i sur. 2012; bakterijske stanice su dobivene ljubaznoséu dr.sc.
Alesa Kovarika). Kao sonda za lokalizaciju lokusa 35S rDNA koristen je Hindlll fragment
duljine 2,4 kb koji sadrzi dio 18S rDNA i ITS1 iz vrste Cucurbita pepo ukloniran u plazmidni
vektor UC19 (Torres-Ruiz i Hembelen 1994).
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2.2.2. Izrada kromosomskih preparata

Korjenci¢i biljaka pretretirani su 0,05%-tnim kolhicinom (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Njemacka) 4h u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon predtretmana korjencici su fiksirani u
otopini etanola i octene kiseline u volumnom omjeru 3:1 najkrace 24h. Za izradu
kromosomskih preparata koristeni su meristemski vrskovi korjenciéa. lzdvojene
meristemske stanice vrska korjenci¢a bojane su na predmetnom stakalcu u kapi 2%-tnog
acetokarmina zagrijavanjem do vrenja. Nakon bojanja acetokarminom preparati su
odbojavani 45%-tnom octenom kiselinom. Meristemski vrSkovi su usitnjavani, a nakon
nanoSenja pokrovnice preparati su pripremani primjenom ,squash” tehnike. Preparati su
dehidrirani smrzavanjem pomocu ledenog CO; nakon cega su odstranjene pokrovnice. Za
analizu poloZaja ponavljajucih sekvenci na kromosomima bilo je potrebno dobiti preparate s
dobro rasprSenim metafaznim kromosomima. Preparati s najboljim metafaznim plo¢ama

koriSteni su za fluorescencijsku hibridizaciju in situ (FISH).

2.2.3. Fluorescencijska hibridizacija in situ

Sekvence TcSAT1, TcSAT2, TcSAT3, Arabidopsis-tip telomerne DNA i ribosomske 5S i 35S
sekvence obiljezene su s nukleotidima na koje su direktno vezane fluorescentne boje,
crvena, Aminoallyl-dUTP-Cy3 (Jena Bioscience GmbH, Jena, Njemacka) ili zelena, Green-
dUTP (Abbott Molecular Inc., SAD; slika 11) pomoc¢u metode pomicanja usjeka (eng. nick
translation) prema protokolu proizvodaca (Abbott Molecular Inc.,, SAD) uz jednu

modifikaciju: vrijeme inkubacije pri 15°C trajalo je Sest sati.
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Slika 11. Produkt PCR reakcija Arabidopsis-tipa telomerne sekvence DNA umnoZena telomerna DNA prije (1)
i nakon obiljezavanja (2). M — molekularni biljeg

Tehnika FISH izvedena je prema protokolu (Mlinarec i sur. 2012b) s malim modifikacijama.
Nakon tretmana RNazom (200 pL RNaze (10 mg/mL) otopljene u puferu 2x SSC ( 2x natrijev
citrat + 0.1% (w/v) natrijev dodecil sulfat) 1 h na 37°C, kromosomski preparati se ispiru u
puferu 2x SSC i fiksiraju 10 min u 3,7% paraformaldehidu. Nakon fiksacije slijedi ispiranje u
puferu 2x SSC (3x 5 min). Zadnji korak prije pripreme za denaturaciju i hibridizaciju preparati
su dehidrani u seriji etanola od nize prema visoj koncentraciji (70%, 90% i 96%).
Hibridizacijska smjesa sastojala se od 50% formamida, 10% dekstran sulfata, 0,6% natrijevog
dodecil sulfata, pufera 2x SSC i 2 ng/uL obiljeZzene sonde u ukupnom volumenu od 20 pL.
Smjesa je denaturirana na 96°C, 3 min, a zatim naglo ohladena na ledu. Nakon denaturacije
sonde slijedila je denaturacija preparata. Denaturirana sonda (40 uL hibridacijeske smjese)
nakapana je na preparat, stanice su pokrivane sa sterilnom folijom, nakon cega je slijedila
denaturacija na 73°C, 5 min.

Nakon preko nocne hibridizacije u inkubatoru u vlaznoj komori na 37°C slijedilo je ispiranje.
Ispiranje je radeno u vodenoj kupelji na 42°C sa slijede¢im otopinama: 2x SSC (3x 5min), 0,1x
SSC (1x 5 min), 2x SSC (1x 5 min), 4x SSC/Tween (2x 5 min) i 4x SSC/Tween (1x 8 min) na

sobnoj temperaturi, a nakon ispiranja preparati su bojani 20 min s 2 ug/ml 4, 6—diamino—2-
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fenilindol (DAPI) kako bi se obojali cijeli kromosomi. Preparati su uklopljeni u Dako
Fluorescence Mounting Medium (Dako North America Inc., SAD) i pohranjeni u mraku na
4°C. Signali su vizualizirani pomo¢u mikroskopa Olympus BX51 uz koristenje filtera za Cy3
(562 nm) i FITC (460 nm — 490 nm) fluorescenciju. Signali su fotografirani pomocu visoko
osjetljive digitalne kamere Olympus DP70. Dobivene slike obradene su uz pomo¢ programa
Adobe Photoshop 6.0 u smislu preklapanja slika, pojafavanja intenziteta signala, te
podesSavanja kontrasta i svijetlosti. Analizirano je 10 metafaznih plo¢a s dobro rasprsenim

kromosomima po jedinki.
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3. REZULTATI

U ovom radu analizirana je organizacija tri vrste ponavljaju¢ih DNA, satelitne, telomerne i
ribosomske u genomu vrste Tanacetum cinerariifolium. Ribosomska DNA i satDNA TcSAT3
analizirane su na tri jedinke iz populacije Konavle, telomerne sekvence analizirane su na
sedam jedinki iz razli¢itih populacija, dok su satDNA TcSAT1 i TcSAT2 analizirane na 27
jedinki iz svih pet populacija. Zaklju¢no, cijelo istraZzivanje temelji se na 30 analiziranih

jedinki iz pet populacija.

3.1. Karakterizacija satelithe DNA u genomu dalmatinskog buhaca

Metodom FISH utvrdeno je da se dvije satDNA porodice TcSAT1 i TcSAT2, koje su bogate AT-
parovima baza, pojavljuju samo na distalnim krajevima vec¢ine metafaznih kromosoma te se
obzirom na njihov poloZaj smatraju subtelomernim satelitnim porodicama (slika 12a, b,
oznaceno strelicom). Obzirom na broj FISH signala utvrdeno je da je subtelomerna porodica
TcSAT1 prisutna na ve¢em broju kromosoma u odnosu na TcSAT2. Stoga je nakon dvostruke
hibridizacije sa sondama TcSAT1 i TcSAT2 na metafazne kromosome uoceno preklapanje
vecine ali ne i svih signala na krajevima kromosoma. Osim subtelomernog poloZaja TcSAT1 i
TcSAT2, u populaciji iz lokaliteta Osor uocen je intersticijski signal TcSAT1 na kraéem kraku
jednog ili oba kromosoma trec¢eg kromosomskog para (slika 13a, zvjezdice). Za razliku od
TcSAT1 i TcSAT2, satelitna porodica TcSAT3 lokalizirana je intersticijski samo na dva
akrocentri¢na kromosomska para (slika 12 d). Jedan lokus TcSAT3 nalaze se na kraéem kraku

sedmog, a drugi na duljem kraku osmog kromosomskog para (slika 17).
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TcSAT1 TcSAT2 preklopljeno

Slika 122. Fluorescencijska hibridizacija in situ (FISH) na metafaznim kromosomima vrste Tanacetum
cinerariifolium (2n=18). (a,b) PolozZaj satelitnih porodica TcSAT1 (zeleno) i TcSAT2 (crveno) na metafaznim
kromosomima zasebno i (c) nakon dvostruke hibridizacije sa sondama TcSAT1 (zeleno) i TcSAT2 (crveno).
Preklopljeni signali oznaceni su strelicama. (d) Intersticijski polozaj satelitne porodice TcSAT3 na
akrocentricnim kromosomima. Skala 10 pm

S ciliem da se istrazi dinamika satelitnih porodica TcSAT1 i TcSAT2 u subtelomernom
podrudju, citogenetickim tehnikama istrazeno je 27 jedinki iz pet populacija. Pomodu
tehnike FISH pokazan je polimorfizam TcSAT1 i TcSAT2. Obzirom na broj signala na
kromosomima TcSAT2 pokazuje vecu varijabilnost u usporedbi s brojem signala TcSAT1.
Polimorfizam TcSAT1 i TcSAT2 prisutan je i unutar i izmedu populacija (tablica 2). Najvise
raznolikosti u broju signala pokazale su kultivirane biljke iz Tanzanije. Broj signala TcSAT1
varirao je izmedu 26 i 30, dok je broj signala TcSAT2 varirao izmedu 12 i 20. Populacija Osor
pokazala je najmanje razlike te su u istraZivanim jedinkama uocena 28 odnosno 29 signala

TcSAT1 i 20 odnosno 21 signal TcSAT?2.
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Tablica 2. IstraZivane jedinke i populacije dalmatinskog buhaca te broj lokusa 355/5S rDNA i satDNA
porodica TcSAT1, TcSAT2 i TcSAT3.

Jedinka Populacija 355/5S rDNA TcSAT1 TcSAT2  TcSAT3
20-7 Konavle 5 4
1-3 Konavle 5

1-4 Konavle 4
2143-1 Osor 27+2* 21

2143-2 Osor 28+1* 21

2143-3 Osor 27+1* 21

2143-4 Osor 27+2* 21

2143-5 Osor 27+1%* 20

53-3 Konavle 6 26 14

32-2 Konavle 27 12 4
2146-1 Konavle 25 11

2146-2 Konavle 26 10

2146-3 Konavle 26 14

2146-4 Konavle 26 13

2146-5 Konavle 26 14

2157-1 Cres-Merag 29 15

2157-2 Cres-Merag 26 19

2157-3 Cres-Merag 27 18

2157-4 Cres-Merag 26 21

2157-5 Cres-Merag 27 15

2158-1 Cres-Kimen 28 18

2158-2 Cres-Kimen 27 17

2158-3 Cres-Kimen 28 19

A-1 Tanzanija 30 12

A-3 Tanzanija 26 13

A-5 Tanzanija 26 18

A-6 Tanzanija 28 20

A-7 Tanzanija 26 16

A-9 Tanzanija 28 16

A-12 Tanzanija 28 14
*interscijalni signali TcSAT1

Kako bi se odredila to¢na distribucija polimorfnih lokusa, 11 jedinki iz pet populacija
citogeneticki je detaljnije istrazeno. Citogeneti¢ke analize su pokazale veliku varijaciju u
polozaju signala TcSAT1 i TcSAT2 (slika 13) Sto znaci da svaka jedinka ima jedinstvenu
organizaciju lokusa TcSAT1 i TcSAT2, a uz to svaka jedinka je heterozigot za barem jedan
lokus TcSAT1 ili TcSAT2. Ukupno u svim analiziranim jedinkama utvrdeno je 9 polimorfnih

lokusa TcSAT1 i 14 polimorfnih lokusa TcSAT2. Polimorfni lokusi TcSAT1 nalaze se
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subterminalno na duljem kraku kromosoma 3, 4, 7, 8 i 9, na oba kraka kromosoma 5 te
intersticijski na kraéem kraku kromosoma 3 (slika 13a). Polimorfni lokusi TcSAT2 nadeni su
na oba kraja kromosoma 1, 2, 3, 4, 5 i 6 te na duljem kraku kromosoma 7 i 9 (slika 13b).
Zaklju¢no, lokusi TcSAT1 su dominantni na krajevima krac¢ih kromosomskih krakova dok su

lokusi TcSAT2 jednako dominantni na krajevima oba kraka kromosoma (slika 13c, slika 17).

TeSAT1 TcSAT2

Slika 13. Polimorfizam signala TcSAT1 i TcSAT2 dobivenih FISH-om na metafaznim kromosomima vrste
Tanacetum cinerariifolium (2n=8). Homologni kromosomski parovi identificirani su prema morfologiji i
polozaju signala nakon hibridizacije sa sondama TcSAT1 (a) i TcSAT2 (b). Heteromorfni kromosomski parovi
oznaceni su strelicama. Slika (c) prikazuje rezultate dobivene dvostrukom hibridizacijom sa sondama TcSAT1
i TcSAT2. Skala 10 pm
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Krajevi kromosoma koji nemaju signale TcSAT1/TcSAT2 su kraéi krakovi akrocentri¢nih
kromosomskih parova 8 i 9 (slika 13, slika 17) , a jedan kromosom kromosomskog para 8
nema signale niti na jednom kraju kromosoma. Ne moZe se iskljuciti moguénost da se i na
tim kromosomima nalaze satelitne porodiceTcSAT1/TcSAT2 ali u malim koli¢éinama koje nije

mogucde detektirati pomocu tehnike FISH.

3.2. Polozaj Arabidopsis-tip telomernih ponavljanja u genomu dalmatinskog buhaca

Arabidopsis-tip telomernih ponavljanja tj. sljedovi (TTTAGGG), utvrdeni su tehnikom FISH na
svim kromosomima vrste T. cinerariifolium na terminalnim krajevima kromosoma.
Intersticijski signali telomerne DNA (ITS) pojavljuju se u intersticijskom i/ili
centromernom/pericentromernom podrucju na svim kromosomima (slika 14). Intersticijski
signali pojavljuju se u razli¢itim veli¢inama odnosno intenzitetu fluorescencije i veéina tih
signala je intenzivnija u odnosu na signale na krajevima kromosoma. Obzirom na poloZaj
telomernih ponavaljanja vidljivo je da svaki kromosom ima specifican raspored ITS-ova.
Centromerni/pericentromerni ITS-ovi pojavljuju se na svim kromosomima dok se
intersticijski ITS-ovi pojavljuju na 1, 4, 5, 6 i 7 kromosomskom paru (slika 14, slika 17).
Kromosomski parovi 7 i 8 pokazuju heteromorfizam u jacini i veli€ini signala u telomernom
podruéju na duzem kraju kromosoma 7 i u pericentromernom/centromernom podrucju
kromosoma 8. Signali ITS-ova se takoder razlikuju u veli¢ini i intenzitetu izmedu homolognih
kromosomskih parova sSto ukazuje na heterozigotnost ITS-ova (slika 14 i slika 15).

Sljedeci korak u istraZivanju bio je utvrditi medusobni poloZaj telomernih ponavljanja i
satelitne porodice TcSAT1 te je u tu svrhu napravljen FISH sa telomernom sondom i sondom
TcSAT1 (slika 15 a, b). Rezultati su pokazali da je subtelomerna porodica TcSAT1 smjesStena
uzvodno od telomernih ponavljanja (slika 15 ¢, d). Osim heteromorfizma u jacini signala
izmedu kromosoma u gotovo svim kromosomskim parovima, na kromosomskom paru 4
utvrdena je intersticijska delecija subtelomernog podrucja vidljiva kroz odsutnost signala

nakon hibridizacije sa sondom TcSAT1 (slika 15 c, d; oznaceno strelicom).
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Slika 14. Organizacija Arabidopsis-tipa telomernih (TTTAGGG). ponavljanja na kromosomima vrste T.
cinerariifolium primjenom tehnike FISH. (a) Metafazni kromosomi obojani s DAPI, (b) metafazni kromosomi
nakon hibridizacijie s telomernom sondom (TTTAGGG). i (c) metafazni kromosomi nakon preklapanja slika a
i b. Skala 10 um

Slika 15. Fluorescencijska hibridizacija in situ telomernih sekvenci i sonde TcSAT1 na metafazne kromosome
vrste Tanacetum cinerariifolium. (a) i (c) Metafazna ploca i pripadajuci kariogram nakon hibiridizacije s
telomernom sondom. (b) i (d) Metafazna ploca i pripadajuéi kariogram nakon hibridizacije sa sondom
TcSAT1. Delecija subtelomernog podrucja na jednom kromosomu kromosomskog para 4 oznacena je
strelicom. Skala 10 um
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3.3.  Broji polozZaj 355/5S ribosomskih (rRNA) gena u genomu dalmatinskog buhaca

Dvostrukom hibridizacijom sa sondama 35S i 5S potvrdena je L-konfiguracija ribosomske
DNA u genomu vrste T. cinerariifolium (slika 16 a-f). Utvrdeno je da dalmatinski buhac ima 3
lokusa 355/5S koji su smjesteni na krac¢im krakovima 3 akrocentri¢cna kromosomska para 7, 8
i 9 (slika 16d-f). lako je polozZaj i broj lokusa 35S/5S odreden samo u populaciji Konavle
uocene su razlike u broju signala 355/5S u razli¢itim biljkama. U nekim biljkama prisutno je
samo pet signala 35S/5S (slika 16a-c). Razlika u broju signala 355/5S rezultat je izostanka
signala na kra¢em kraku jednog kromosoma iz kromosomskog para 9 sto je prikazano na slici

16b (oznaceno strelicama) i idiogramu (slika 17).

58 358 preklopljeno

Slika 16. Fluorescencijska hibridizacija in situ sa sondama 35S i 55 na metafaznim kromosomima vrste
Tanacetum cinerarifolium. (a — c) Metafazni kromosomi hibridizirani sa sondom 35S (a), 55 (b) i s
preklopljenim signalima (c). Kolokalizacija hibridizacijskih signala potvrduje L-konfiguraciju 35S i 55 rDNA. (a-
c) Dobro vidljiva 5 signala 355/5S. Strelicama je naznaéen heteromorfni kromosomski par 9. (d — f) metafaza
s 6 signala 355/58S. Skala 10 um
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4. RASPRAVA

Ovaj rad predstavlja prvo opsezno citogeneticko istrazivanje organizacije i znacajki
repeatoma dalmatinskog buhaca (Tanacetum cinerariifolium). Istrazivanje je ukljucilo tri
satelitne DNA i ribosomske DNA koje su dobivene klaster analizom pomocu programa
RepeatExplorer i TAREAN. Osim njih istrazen je i polozaj telomernih ponavljanja u genomu
dalmatinskog buhaca. PoloZaj lokusa koje zauzimaju pojedine ponavljaju¢e DNA kao i

njihova varijabilnost u genomu dalmatinskog buhaca prikazani su na slici 17.

¥linay ay aa P a0y ENSy oo -telomerna ponavljanja

o
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-355/5S rDNA

e 4 mm - TcSAT1 satDNA porodica
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{1

et (] ] i iy ;: mm - TcSAT3 satDNA porodica
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 17. Idiogram vrste Tanacetum cinerariifolium. Na idiogramu su prikazani poloZaji: Arabidopsis-tipa
telomernih ponavljajuéih sekvenci, 355/5S rDNA i satelitnih porodica TcSAT1, TcSAT2 i TcSAT3. Kromosomi
su poredani po veli¢ini i morfologiji. Skala 10 um

U ovom radu utvrdeno je da su dvije satelitne porodice TcSAT1 i TcSAT2 smjesStene u
subtelomernom podruéju na gotovo svim kromosomima, dok je tre¢a TcSAT3 smjeStena
intersticijski na dva kromosomska para. Subtelomerne satelitne porodice opisane su u
kultiviranim vrstama kao Sto su riza (Cheng i sur. 2001), rajcica (Lapitan i sur. 1989), kukuruz
(Liisur.2009), jeCam (Brandes i sur. 1995), duhan (Chen i sur. 1997; Kenton i sur. 1993) ali i
u vrstama iz prirodnih populacija kao Sto je vrsta Anemone hortensis (Mlinarec i sur. 2009).
Dosadasnja istraZivanja pokazala su da se veéina subtelomernih satelitnih porodica nalaze
blizu jedna drugoj ili ¢ak kolokaliziraju odnosno, naizmjeni¢no su rasporedene duz
kromosoma (Brandes i sur. 1995; Chen i sur. 1997; Dechyeva i Schmidt 2006; Vershinin i sur.
1995). Torres i sur. (2011) su u svom radu na genomu krumpira pokazali da su subtelomerne

satDNA organizirane u samostalni i povezani niz. U ovom radu dvostruka hibridizacija sa
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sondama TcSAT1 i TcSAT2, koje su obiljeZzene razlic¢itim bojama (crvena i zelena), pokazala je
preklapanje hibiridizacijskih signala Sto ukazuje da se TcSAT1 i TcSAT2 pojavljuju u
jedinstvenom, povezanom nizu. U genomu ¢ovjeka subtelomerna podrucja sadrze mozaicki
niz udvostrucenih DNA blokova koji se segmentalno izmjenjuju (Reithmann i sur. 2005). Neki
od tih subtelomernih segmenata sadrze i gene te postoji mogucnost da subtelomerne
ponavljaju¢e DNA kao dio heterokromatina utjecu na ekspresiju tih gena sto moze
posljedi¢no rezultirati pojavom razlicitih fenotipova (Linardopoulou i sur. 2005). U ovom
radu utvrdena je visoka razina polimorfizma subtelomernog podrucja u dalmatinskom
buhadu sto je vidljivo kao prisustvo/odsustvo subtelomernih signala na pojedinim
kromosomima odredenog kromosomskog para. Detaljna analiza 11 jedinki pokazala je 8
polimorfnih lokusa TcSAT1 i 14 polimorfnih lokusa TcSAT2. Ovaj rezultat ukazuje na veliku
plasticnost odnosno dinamiku subtelomernog podrucja. Organizacija subtelomernih lokusa
TcSAT1 i TcSAT2 na pojedinim kromosomima razlicita je ¢ak i izmedu jedinki iste populacije.
Ovaj rezultat ukazuje da se u subtelomernom podrucju dogadaju intra- i interkromosomske
rekombinacije. Zbog uzastopno ponavljajuée znacajke sutemolernih DNA ¢esto moze dodi do
pojave asimetricnog crossing-overa Sto dovodi do umnazanja ili gubitka dijela ili cijelog
subtelomernog podruéja na jednom od kromosomskih parova. Posljedi¢no to dovodi do
promjena u organizaciji subtelomernih satelitnih porodica $to je slucaj i u primjeru
dalmatinskog buhaca. Vrlo male varijacije u slijedu nukleotida satelitnih porodica TcSAT1 i
TcSAT2 (postotak razli¢itosti u ponavljanjima je 1,5% za TcSAT1 i 0,24% za TcSAT2;
neobjavljeni podaci) ukazuju da su interkromosomske rekombinacije evolucijski relativno
nedavne. Na to ukazuje i ¢injenica da svaka jedinka pa i unutar iste populacije ima
jedinstvenu organizaciju TcSAT1 i TcSAT2. Plasti¢nost subtelomernog podruéja dokazana je i
u drugim skupinama organizama kao Sto je kvasac i parazit koji prenosi malariju,
Plasmodium (Louis 1995, Freitas-Junior i sur. 2000). U biljkama plasti¢nost subtelomernog
podrucja nije nadena u modelnoj vrsti Arabidopsis thaliana (Heacock i sur. 2004, Kuo i sur
2006) i prema nasim saznanjima zabiljezena je samo u krumpiru i grahu (Torres i sur 2011,
Richard i sur. 2013). Stoga ovaj rad predstavlja prvo istrazivanje koje pokazuje plasti¢nost
subtelomernog podrucja u genomu biljaka zasnovano na znacajnom broju istraZivanih
populacija i jedinki.

Populacija Osor se razlikuje od ostale Cetiri istraZivane populacije obzirom da je kod nje

jedan lokus TcSAT1 smjeSten intersticijski na jednom kromosomskom paru. Pojava tog
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lokusa moZe nastati kao rezultat premjestanja jednog dijela ponavljajudih sljedova TcSAT1 iz
subtelomernog podrucja u intersticijsko pomocu transpozona ili je nakon kromosomskih
lomova doslo do pogreske u popravku koja je rezultirala inverzijom. Obzirom da je ovaj lokus
uocen samo u jedinkama jedne populacije najvjerojatnije je da je do njegovog formiranja
doslo nakon razdvajanja populacije Osor od ostalih populacija dalmatinskog buhaca na
jadranskoj obali. Kako ova promjena nije imala utjecaja na reproduktivni fitnes dalmatinskog
buhaca ona se Sirila u populaciji kroz spolno razmnozavanje.

Hibridizacija Arabidopsis-tipa telomerne sekvence (TTTAGGG), na metafazne kromosome
dalmatinskog buhaca pokazala je da se telomerne sekvence nalaze na svakom kraju
kromosoma $to je i nuzno jer one Stite krajeve kromosoma i odgovorne su za stabilnost
genoma. Medutim, telomerna ponavljanja na kromosomima dalmatinskog buhaca ne nalaze
se iskljucivo na krajevima kromosoma vec i u centromernom/pericentromernom i/ili
intersticijski duz krakova kromosoma. Svaki homologni kromosom ima jedinstven polozaj
intersticijskih telomernih ponavljanja (ITS) sto omoguduje razlikovanje svakog pojedinog
kromosomskog para. Stoga ITSovi predstavljaju dobar kromosomski biljeg za istrazivanje
evolucije kariotipa vrsta iz roda Tanacetum. Intersticijska telomerna ponavaljanja nadena su
i u genomu vrste T. ptarmiciflorum (Shibata i Hizume 2011) kao i u dvije duge vrste u redu
Anthemidieae (Matricaria i Anacyclus) koje su bliske rodu Tanacetum (Sonboli i sur. 2012,
Vitales i sur. 2018). S druge strane u Cetiri istrazene vrste iz roda Argyranthemum (isto iz
reda Anthemideae, ali nisu usko vezane uz rod Tanacetum) (Borgen i sur. 2003) nije naden
niti jedan ITS (Oberprieler 2004). Kako bi objasnili ovakvu distribuciju ITSova u redu
Anthemideae, Rosato i sur. (2018) postavili su hipotezu da je ITS nastao razdvajanjem
Euroazijskog reda Anthemideae (Oberprieler i sur. 2009), nakon ¢ega je uslijedilo njihovo
mnogostruko umnazZanja i Sirenje u genomu ili je doslo do njihove redukcije. Distribucija
telomernih sekvenci moze biti vrlo korisna u proucavanju mehanizma evolucije kariotipa
(Fuchs i sur. 1995). Neke telomerne DNA sekvence ili sekvence slicne telomerama smjestene
u intersticijskim regijama na kromosomu posljedica su razmjestanja DNA sekvenci tijekom
evolucije kromosoma (Uchida i sur. 2002; Tek i Jiang 2004). Jedan od mehanizama kojim
mogu nastati ITSovi je popravak dvolancanih lomova pomoc¢u telomeraze. Isto tako moguce
je da se ITSovi formiraju kao posljedica fuzije kromosoma ili inverzije dijelova kromosoma
Sto je takoder posljedica popravka dvolanc¢anih lomova (Fuchs i sur. 1995). Osim toga,

moguce je da ITSovi nastaju integracijom ekstrakromosomskih kruznih telomernih
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ponavljanja u kromosom ili su telomerni sljedovi premjesteni pomocu transpozona (Cherry i
Blackburn 1985; Murnane i Yu 1993; Flint i sur. 1994, Azzalin i sur. 2001). Dosadasnja
citogeneticka istraZivanja vrsta iz reda Anthemidaea pokazala su da je svima zajednicki
osnovni broj kromosoma x=9, da nemaju telocentri¢nih kromosoma, a akrocentrici nose
lokuse 35S i 5S. Ove znacajke upucuju da fuzija kromosoma vjerojatno nije mehanizam koji
bi mogao biti uklju¢en u formiranje ITSova kod ovog reda pa tako i u vrstama iz roda
Tanacetum. Prema Ruiz-Herrera i sur. (2008) kratki ITSovi u genomu kraljeznjaka nastaju
insercijom telomernih ponavljanja kao posljedica popravka dvolan¢anih lomova tijekom
evolucije. Daljnja istrazivanja trebala bi objasniti to¢an mehanizam evolucije ITSova i
objasniti ima li telomeraza ulogu u mehanizmu insercije ITSova u kromosomima reda
Anthemidae ili su neki drugi mehanizmi, kao sto su inverzije ili ugradnja kruzne telomerne
izvanskromosomske DNA, ukljuéeni u evoluciju kariotipa.

Obzirom na velic¢inu signala moze se reci da ITSovi zauzimaju puno veci dio na kromosomu
od tipi¢nog telomernog podrucja. Red Anthemideae okarakteriziran je velikom varijabilnosti
u broju i poziciji ITSova (Vitales i sur. 2018). Na primjer u rodu Anacyclus broj signala ITS
varira od 2 do 45 (Vitales i sur. 2018,) dok se u dalmatinskom buhacu pojavljuje 34-35
signala ITS. Stovise, u rodu Anacyclus varijabilnost ITSova znacajna je unutar ali i izmedu
populacija (Rosato i sur. 2018). U vrsti A. pyrethrum broj signala ITS varira od 26 do 45
unutar jedne populacije, dok je u rodu Anacyclus nadeno 12 polimorfnih signala.
Ribosomska DNA sastoji se od dvije velike podjedinice 35S i 5S koje su u veéini eukariotskih
genoma odvojene razmaknicama (S-konfiguracija). Novija istrazivanja pokazala su da u
genomima biljaka odredenih porodica moZzemo naci i L-konfiguraciju, tj. da su 35S i 5S
podjedinice na istom lokusu (Garcia i sur. 2010). L-konfiguracija prvi je puta u visim biljkama
nadena u rodu Artemisia (Garcia i sur. 2009), a zatim je pokazano da najmanje 25% vrsta iz
porodice Asteraceae ima L-konfiguraciju. Neke vrste iz roda Tanacetum pokazale su L-tip
organizaciju genoma te je nas cilj bio istraziti njihov poloZaj na vrsti Tanacetum
cinerariifolium. Klaster analiza pomocu programa RepeatExplorer i TAREAN pokazala je da se
5S rDNA nalazi u medugenskoj razmaknici izmedu 26S i 18S rDNA $to je potvrdilo L-
konfiguraciji u 35S i 5S rDNA u dalmatinskom buhacu. Dvostruka hibridizacija sa sondama 5S
i 35S rDNA pokazala je preklapanje hibridizacijskih signala i na citogenetickoj razini te
potvrdila L-konfiguraciju rDNA na sva 3 akrocentri¢na kromosomska para. U nizim

eukariotima (kvasci i ostale gljive) postoje vrste sa strogom S-konfiguracijom, ali isto tako i
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genomi s L-konfiguracijom (Bergeron 2008). Zanimljivo je da su Garcia i sur. (2010) pokazali
velike varijacije u organizaciji rDNA u porodici Asteraceae Cak i izmedu vrsta koje su se
relativno nedavno razdvojile. Na temelju molekularnog sata, porodica Asteraceae nije starija
od 50 milijuna godina (Magallon 1999), Sto ukazuje da su se vrste relativno nedavno
razdvojile (Oberprieler 2005). Stoga je za oCekivati da su u ovoj porodici promjene u
organizaciji rDNA takoder dinamicne. 1z rezultata dosadasnjih istrazivanja ne moze se
zakljuciti da je razmjestaj gena rRNA karakteristika porodice, ve¢ da promjene u razmjestaju
vjerojatno pocinju na nizim taksonomskim razinama kao sto je rod (Garcia 2010). Rod
Tanacetum je relativno neistrazen ali su autori Abd El-Twab i Kondo (2012) pokazali da u
vrstama T. achillefolium i T. parthenium postoji L-konfiguracija. Zanimljivo je da su u genomu
vrste T. achilefolium prisutna oba L- i S-konfiguracijska tipa, dok su u vrsti T. parthenium
prisutni samo oni L-konfiguracije. Citogeneticka istraZivanja na vrstama iz roda Tanacetum
pokazala su da postoji varijabilnost u broju 35S/5S signala Sto su pokazali i rezultati dobiveni
u ovom radu. Naime, dalmatinski buhac ima tri 355/5S lokusa koji su smjesteni na tri
akrocentri¢na kromosomska para. Medutim, u populaciji Konavle nadena je jedinka s pet
355/5S signala. Radilo se o izostanku 35S/5S signala na jednom kromosomu akrocentri¢nog
kromosomskog para 9. Da li je ova razlika u broju 35S/5S signala znacajka populacije Konavle
ili je prisutna i u drugim populacije treba jos istraziti.

Rezultati dobiveni u ovom radu pokazuju kako je genom dalmatinskog buhada izrazito
plasti¢an i dinamican obzirom na varijabilnost polozaja ponavljaju¢ih DNA u genomu.
Buducda istrazivanja pokazat ¢e mehanizme koji dovode do razlicitosti organizacije

ponavljajuéih DNA unutar i izmedu populacija dalmatinskog buhaca.
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5. ZAKUUCAK

Dalmatinski buhac (Tanacetum cinerariifolium) pripada porodici Asteraceae koju

karakteriziraju dinamicni i plasti¢ni genomi Sto su potvrdili i rezultati istraZivanja u ovom

radu. Fluorescencijskom hibridizacijom in situ ustanovljen je poloZaj i organizacija satelitnih,

telomernih i ribosomskih sekvenci DNA.

Polimorfizam satelitnih porodica TcSAT1 i TcSAT2 smjeStenih u subtelomernom
podrucju pokazuje da je to podrucje najdinamicniji dio genoma dalmatinskog
buhaca. Njihov razli¢it polozaj na kromosomima izmedu jedinki iste populacije
ukazuju da je varijabilnost subtelomernog podrucja vjerojatno posljedica
interkromosomskih rekombinacija. Znac¢ajna varijabilnost subtelomernih podrucja na
kromosomima i niska varijabilnost na razini slijeda nukleotida satelitnih porodica
TcSAT1 i TcSAT2 ukazuju da su one nastale evolucijski relativno nedavno.
Arabidopsis-tip telomerne sekvence nalazi se na kraju svakog kromosoma, ali i
intersticijski na kromosomima dalmatinskog buhaca. Intersticijske telomerne
sekvence dokaz su promjena u genomu koje su tijekom evolucije genoma
dalmatinskog buhaca vjerojatno nastale prilikom popravka dvolanéanih lomova
molekule DNA.

Dokazana je L-konfiguracija 355/5S rDNA u dalmatinskom buhacu $to je rijetka
organizacija rRNA gena u biljnim genomima. Osim toga, na citogenetickoj razini

utvrdena je varijabilnost i tog dijela genoma.
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