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1. UvVOD



Genomi cukariotskih organizama sadrze najve¢im djelom nekodirajuce DNA sekvence
¢ija funkcija nije poznata u potpunosti (Ohno, 1972). Tu spadaju i mobilni elementi
retrotranspozoni koji imaju vrlo vaznu ulogu u aktivnom restrukturiranju genoma, ali jo$
uvijek nisu dovoljno istrazeni u smislu funkcionalnog znacaja i utjecaja na evoluciju. Upravo
zato su glavni interes ovog istrazivanja bili TRIM elementi (eng. Terminal-Repeat
Retrotransposons in Miniature), najmanji do sad poznati retrotranspozoni, otkriveni i opisani
kod velikog broja biljnih vrsta (Witte i sur., 2001; Yang i sur., 2007; Gao i sur., 2014; Yin i
sur., 2014), a do sad prijavljeni samo kod neznatnog broja zivotinjskih vrsta (Zhou i Cahan,
2012; Koziol i sur., 2015).

Skoljkasi su skupina organizama jo§ uvijek slabo okarakterizirana na genomskoj razini, no u
najnovije vrijeme postali su predmetom istrazivanja jer je prepoznata njihova gospodarska i
ekoloska vaznost. Kod $koljkasa je do sada detaljno opisan samo jedan retrotranspozon i
nekolicina DNA transpozona (Gaffney i sur., 2003; Kourtidis i sur., 2006; Satovié¢ i Plohl
2013, 2017; Luchetti i sur., 2016), a zamijecena je 1 prisutnost TRIM elemenata kod nekoliko

vrsta (Satovi¢, neobjavljeni rezultati).

Prvenstveni cilj ovog istraZivanja je utvrditi postojanje TRIM mobilnih elemenata u
vrstama Skoljkasa C. edule i G. glycymeris, nakon toga ih detaljinje opisati i usporediti
slicnost unutar svake od vrsta, odnosno izmedu te dvije vrste. Usporedbom dobivenih
postotaka sli¢nosti unutar vrste, odnosno iz o¢uvanosti samih sekvenci, moguce je odrediti da
li se radi o jo§ uvijek aktivnim elementima. U drugom djelu ovog rada cilj je odrediti udio
TRIM elementa u genomima Skoljkasa C. edule i G. glycymeris kao i u drugim vrstama
SkoljkaSa u kojima je prethodno dokazano prisutstvo tog elementa te rezultate medusobno
usporediti. Uzevsi u obzir vrsnu distribuciju, moguce je procjeniti i minimalnu evolucijsku

starost TRIM elementa.

Imav$i to u vidu, nadamo se da ¢e ova, 1 nastavna istrazivanja, pomoc¢i u
rasvjetljavanju vaznih bioloskih pitanja vezanih uz ulogu nekodirajucih ponovljenih sekvenci

DNA u strukturiranju i evoluciji eukariotskog genoma.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Organizacija ponovljenih sekvenci DNA u genomima eukariotskih organizama

Genomi eukariotskih organizama sastoje se od kodirajucih i nekodirajucih sekvenci DNA
(Slika 1), ¢iji omjeri u genomu variraju medu razli¢itim vrstama. Procijenjeno je da ¢ak 99%
ljudske DNA ne nosi protein-kodiraju¢u informaciju, a istrazivanja pokazuju da se u toj DNA
nalaze i vrlo vazne regije koje reguliraju ekspresiju gena. Za nekodirajuéu DNA se duze
vrijeme mislilo da nema nikakvu funkciju i nazivali su je otpadnom ili “junk” DNA (Ohno,

1972).

Veéi dio nekodiraju¢ih sekvenci DNA ¢ine razli¢iti tipovi ponovljenih sekvenci, koje
mogu biti uzastopno ili rasprseno ponovljene (dispergirane). Uzastopno ponovljene sekvence
se razlikuju u duljini jedinice ponavljanja, duljini nizova koje tvore, mehanizmu nastanka,
organizaciji i polozaju na kromosomima te se prema tome dijele na mikrosatelitnu,
minisatelitnu, satelitnu i telomernu DNA. Mikrosatelitha DNA se sastoji od uzastopno
ponovljenih jedinica duljine 2-5 pb (parova baza) koje tvore nizove duljine do 500 pb dok kod
minisatelitnin DNA takve jedinice imaju duljinu 10-100 pb i tvore nizove duljine 0,5 - 30 kb.
Broj uzastopno ponovljenih jedinica kod satelitnih DNA moze varirati od nekoliko do vise
tisu¢a parova baza te tvoriti nizove duljine nekoliko Mb. Satelitne DNA su najc¢es¢e smjeStene
u podru¢ju konstitutivnog heterokromatina, u centromernim, pericentromernim i
subtelomernim regijama kromosoma (Heitz, 1928; Plohl i sur., 2008), dok se telomerna

ponavljanja nalaze na kromosomskim krajevima (Moran i Morish, 2005).

JEDINSTVENI SLJEDOVI {GEMNI)

‘ GENOM

SEGMEMTALNE RASPRSENO PONOVLJENI SLJIEDOVI
DUPLIKACUE \ NEPOZMATOG PORIJEKLA

TELOMERNA DNA ._| UZASTOPNO PONOVLJENI RASPRSENO PONOVLJENI
SLJEDOVI SLJEDOVI EEAR=E0ZON]

MIKROS [‘)I':IEL ITHNA / / \ RETROPOZONI LTR-RETROTRANSPOZONI

MINISATELITNA DMNA SATELITMA DNA / \

‘ SINE ‘ ‘ LINE ‘

Slika 1. Vrste nukleotidnih sljedova u genomima eukariotskih organizama (Korlevi¢, 2009).



2.2. Rasprseno ponovljene sekvence

Rasprseno ponovljene sekvence nastaju kao posljedica premjestanja mobilnih elemenata
po genomu (pregledni prikaz u Moran i Morish 2005; Plohl i sur., 2012). U eukariotskim
genomima postoji veliki broj razli¢itih transponiraju¢ih elemenata (Slika 2), koji su grupirani
u dvije glavne skupine temeljene na mehanizmima transpozicije. Elementi Kklase |
(retrotranspozoni) prenose se mehanizmom "copy-and-paste” posredovanim s RNA dok se
elementi klase Il (DNA transpozoni) propagiraju “cut-and-paste” mehanizmom (Finnegan,
1989; Kazazian, 2004; Jurka i sur., 2007). "Copy-and-paste” mehanizam se temelji na
transkripciji s RNA Pol II (,,copy*), a zatim slijedi reverzna transkripcija i insercija u ciljno
mjesto DNA (,,paste®), procesi posredovani reverznom transkriptazom i endonukleazom. Kod
"cut-and-paste™ mehanizma dolazi do izrezivanja segmenta DNA i ugradnje na drugo mjesto
unutar genoma domacina bez posredovanja RNA intermedijera (Wicker i sur., 2007; Wessler,
2006).

Svaka klasa posjeduje i autonomne i neautonomne elemente, pri ¢emu Su automni
sposobni samostalno generirati sve produkte potrebne za njihovu daljnju propagaciju dok
neautonomni ovise o enzimima proizvedenim od strane autonomnih elemenata.

Na temelju strukture, retrotranspozoni su dalje podijeljeni u dvije glavne podklase: LTR
retrotranspozone i non-LTR retrotranspozone (Wicker i sur., 2007). ,,LTR* skrac¢enica dolazi
od eng. Long Terminal Repeats i oznaCava sekvence koje se nalaze na krajevima
retrotranspozona, ponovljene u direktnoj orijentaciji, a koje mogu biti duljine od 100 pb do 5
kb (Kumar i Bennetzen, 1999; Neumann i sur., 2003). Kod autonomnih LTR retrotranspozona
unutra$nja regija sadrzi najmanje dva gena (gag i pol) koji kodiraju proteine neophodne za
retrotranspoziciju. U neautonomne LTR retrotranspozone pripadaju LARD (eng. Large
Retrotransposon Derivatives) i TRIM elementi (eng. Terminal-Repeat Retrotransposons in
Miniature), a medusobno se razlikuju u veli¢ini (Kalendar i sur., 2004).

U skupinu non-LTR retrotranspozona ubrajamo LINE (eng. Long Interspersed Nuclear
Element) i SINE (eng. Short Interspersed Nuclear Element) sekvence. LINE sekvence sadrze
nekoliko gena medu kojima je i gen za reverznu transkriptazu, §to im omogucuje
retrotranspoziciju. Zbog veli¢ine elementa (oko 6 kb) Cesto dolazi do otpustanja reverzne
transkriptaze prije dolaska do 5' kraja te nastanka skracenih i inaktivnih LINE elemenata
(Schueler i sur., 2001; Moran i Morish, 2005).

Za razliku od LINE sekvenci, SINE su relativno kratke (<700 pb) i ovise o0 enzimima

proizvedenim od strane autonomnih LINE sekvenci (Maraia i Sarrowa, 1995).



DNA transpozoni

TIR TIR
TSD : (1210) I TSD
TIR TIR
TSD TSD
Retrotranspozoni
(a) LTR
TSD TSD
(b) Non-LTR
5'UTR 3'UTR
M ORF1 H ORF2 h&‘
TSD TSD
LINE 1 (6 kb)
2. D
TSD TSD

SINE-Alu (300 bp)

Slika 2. Podjela rasprieno ponovljenih sekvenci (Satovi¢, 2013).

2.3. TRIM mobilni elementi

Ranije spomenuta skupina neautonomnih LTR retrotranspozona su TRIM mobilni
elementi, specifi¢ni po Sv0joj maloj veli¢ini (manje od 1000 pb) i nemoguénosti kodiranja
proteina koji omogucéavaju njihovo premjestanje (mobilnost). TRIM mobilni elementi sadrze
terminalna direktna ponavljanja (eng. Terminal Direct Repeats, TDR) duljine od 100 do 250
pb i unutarnju domenu duljine od 100 do 300 pb. Unutarnja domena zapocinje PBS mjestom
(eng. Primer Binding Site) koje se nalazi nizvodno od 5” TDR-a i komplementarno je s tRNA,
a zavrSava polipurinskim traktom (eng. polypurine tract, PPT) koji se nalazi uzvodno od 3’
TDR-a (Witte i sur., 2001; Zhou i Cahan, 2012). Na krajevima elementa se mogu nac¢i TSD
regije (eng. Target Site Duplication), segmentalne duplikacije mjesta insercije duljine oko 5

pb, nastale kao posljedica mobilnosti elementa (Slika 3).



TDR TDR

TSD PBS PPT TSD
TG/A CA TG/A CA
= e e - P o - - Pk - - - -
100-250 bp 100-300 bp 100-250 bp

Slika 3. Osnovna strukturna grada TRIM mobilnih elemenata (Witte i sur., 2001).

Ovi elementi su izvorno pronadeni kod kukuruza i biljaka roda Solanum (Witte i sur.,
2001) a kasnije se pokazalo da su Siroko rasprostranjeni u biljnome svijetu (Yang i sur., 2007;
Gao i sur., 2014; Yin i sur., 2014). Njihova prisutnost u zivotinjskom svijetu je za sad
utvrdena samo kod kod mrava Pogonomyrmex barbatus (Zhou i Cahan, 2012) i kod
endoparazita skupine Taeniid cestodes (Koziol i sur., 2015). TRIM elementi su ukljuceni u
aktivno restrukturiranje genoma svojom prisutnos¢u u promotorskim 1 intronskim
sekvencama, kao i u kodiraju¢im sljedovima. Kod mrava Pogonomyrmex barbatus dokazano
je da se ¢ak 38% TRIM elemenata nalazi blizu ili unutar samih gena. U biljnim vrstama su
nadeni u velikom broju kopija i na razli¢itim mjestima u genomu, pri ¢emu je TDR domena
elemenata ostala znacajno oCuvana. Na primjer, primijeceno je 80-90% homologije medu
TDR slijedovima elemenata iz srodnijih vrsta, dok je kod udaljenijih vrsta taj postotak izmedu
60 i 75% (Witte i sur., 2001).

Ovi elementi mogu biti ukljufeni i u transdukciju gena domacina produljenjem
prepisivanja ili posluziti kao ciljna mjesta za daljnje ugradnje retrotranspozona (Witte i sur.,
2001). Takoder, mogu se koristiti kao molekularni biljezi za razlikovanje biljnih vrsta
(Antonius-Klemola i sur., 2006; Kwon i sur., 2007; Kalendar i sur., 2010; dos Santos i sur.,
2012) i gljiva (Santana i sur., 2013).

2.4. Osnovna obiljezja SkoljkaSa i njihovih genoma

Koljeno Mollusca (mekusci) je vrlo raznolika i dobro istraZzena skupina beskraljeznjaka s
oko 35 000 fosilnih 1 oko 100 000 recentnih vrsta. Ve¢inom nastanjuju morske ekosustave, ali
mogu se naci i u slatkim vodama te na kopnu. Mekusci se danas dijele na sedam razreda medu
kojima su i Skoljkasi (Bivalvia). Razredu $koljkasa pripada oko 9200 vrsta koje su isklju¢ivo
vezane za vodeni okoli§ i sjedilacki ili polusjedilacki nacin Zivota, pri ¢emu 8000 vrsta

pripada morskim $koljkasima (Habdija i sur., 2011).



Prilagodeni su Zzivotu na razli¢itim staniStima pri ¢emu neke vrste zive na velikim
dubinama uz malo izvora svjetosti i kisika, a manji broj Skoljkasa su nametnici ili komenzali

na spuzvama, mnogocetinasima, rakovima i bodljikasima (Habdija i sur., 2011).

Skoljkasi se jo§ od davnina koriste u ljudskoj prehrani, no potrebno je znati da oni
predstavljaju 1 potencijalnu opasnost za zdravlje ljudi. Konzumacija sirovih ili termicki
nedovoljno obradenih skoljkaSa moze ozbiljno ugroziti ljudsko zdravlje pa ¢ak i dovesti do
smrti. Opasnost se javlja zbog njihove vrlo brze filtracije vode koja moze biti one¢iS¢ena
raznim mikroorganizmima te zbog nakupljanja razli¢itih ksenobiotskih supstanci (CadeZ i
Teskeredzi¢, 2005).

Zahvaljujuéi velikoj vaznosti Skoljkasa u ekologiji i akvakulturi, broj istrazivanja na razini
genoma ovih organizama je u porastu. Prva sekvenciranja genoma skoljkasa su provedeni na
pacifickoj kamenici Crassostrea gigas (Zhang i sur., 2012), bisernoj kamenici Pinctada
fucata (Takeuchi i sur., 2012) i mediteranskoj dagnji Mytillus galloprovincialis (Murgarella i
sur., 2016), a taj broj se popeo na 12 vrsta, prema podacima iz NCBI GenBank baze za 2018.
godinu. U genomima $koljkasa je do sad opisana nekolicina neautomnih DNA transpozona
(elementi klase I1) (Gaffney i sur., 2003; Kourtidis i sur., 2006; Satovi¢ i Plohl 2013, 2017),
dok je od elemenata klase I opisan samo jedan SINE retrotranspozon (Luchetti i sur., 2016).

U sklopu ovog rada provedena su istrazivanja u svrhu detekcije i karakterizacije TRIM
mobilnih elemenata koji pripadaju skupini neautomnih LTR-retrotranspozona u vrstama

Skoljkasa Cerastoderma edule i Glycymeris glycymeris.

2.5. Osnovna obiljzja Skoljkasa Cerastoderma edule i Glycymeris glycymeris i njihova
klasifikacija

Cerastoderma edule (Linnaeus, 1758) pripada porodici Cardiidae razreda Bivalvia
(Skoljkasi) iz koljena Mollusca (mekusci). Ova vrsta nastanjuje obalna podrucja sjevernog i
istocnog Atlantskog oceana, Siroko je rasprostranjena od Islanda i Norveske u Europi, do
Senegala uz obalu zapadne Afrike. Jedna je od najpozeljnijih vrsta mekuSaca smjeStena u
uvalama i estuarijama Europe jer sluzi kao izvor hrane za rakove, ribu i ptice moc¢varice. Ovaj
Skoljkas je ovalnog oblika, prekriven rebrima koja su spljoStena u sredisnjem dijelu ljuske
(Slika 4a) te obi¢no doseze duljnu od 3,5 do 5 cm. Skoljke su blijedo ili bjelkaste Zute, grubo
bijele ili smede boje (Slika 4b) (Davidson, 2016; Considine i Considine, 2013).
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Slika 4. Prikaz ljusture $koljkasa C. edule (a) i morfoloskih varijacija unutar iste vrste (b)
(Anonimus 1, 2018).

Glycymeris glycymeris (Linnaeus, 1758) je vrsta morskog $koljkasa koja pripada
porodici Glycymerididae razreda Bivalvia, a nastanjuje europske vode u $ljun¢anim plazama
na dubinama i do 100 m. Morfoloske karakteristike ove vrste predstavlja gotovo kruzni obris
Skoljke i debela ljustura koja doseze i do 6,5 cm duljine. PovrSina ljusture varira u boji, koja
moze biti smeda, zuta ili svijetlo crvena. MoZe biti u potpunosti u jednoj boji, ili moZe
pokazati nepravilne, koncentricne uzorke ("cik-cak™ uzorak) (Slika 5). Unutrasnjost ljuske je
smede boje unutar palijalne linije (dodirna to¢ka dva miSi¢a primicaca). Unutarnja povrSina

ljuske ima Sest do 12 zuba na obje strane kljuna (Sweetser, 2009).



Slika 5. Prikaz varijacija u morfologiji ljusture $koljkasa G. glycymeris (Anonimus 2, 2018).

Osim ova dva Skoljkasa od primarnog interesa, za komparativne analize je koriSteno
jos 9 vrsta skoljkasa (Donax trunculus, Ruditapes decussatus, Ruditapes philippinarum,
Venerupis corrugata, Polititapes rhomboides, Venus verrucosa, Dosinia exoleta, Magallana
gigas, Mytilus galloprovincialis) kod kojih je prethodno utvrdeno postojanje TRIM elementa

(Satovié i sur., neobjavljeni rezultati). Klasifikacija svih $koljkasa koristenih u sklopu ovoga
rada nalazi se u Tablici 1.



Tablica 1. Klasifikacija 11 vrsta Skoljkasa koriStenih u sklopu ovih istraZivanja.

Carstvo Koljeno Razred Podrazred Nadred Red Nadporodica Porodica Rod Vrsta Prethodni naziv
Animalia Mollusca Bivalvia Heterodonta Imparidentia Cardiida Tellinoidea Donacidae Donax Donax trunculus
Cardioidea Cardiidae Cerastoderma Cerastoderma edule
Veneroida Veneroidea Veneridae Ruditapes Ruditapes decussatus
Ruditapes philippinarum
Venerupis Venerupis corrugata Venerupis pullastra
Polititapes Polititapes rhomboides Yr?cr)]rirbliﬁijses
Venes Venus verrucosa
Dosinia Dosinia exoleta
Pteriomorphia Ostreida Ostreoidea Ostreidae Magallana Magallana gigas Crassostrea gigas
Arcida Arcoidea Glycimerydidae Glycymeris Glycymeris glycymeris
Mytilida Mytiloidea Mytilidae Mytilus Mytilus galloprovincialis




3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali
3.1.1. Zivotinjski materijal

Svih 11 vrsta $koljkasa prikupljeno je na sjeverozapadu Spanjolske, na podrugju

Galicije. Uzorke je prikupila i morfoloski determinirala grupa prof. dr. sc. Juana Joséa

Pasantesa ,,Population Genetics and Cytogenetics Group, Department of Biochemistry,

Genetics and Immunology* sa Sveudéilista u Vigu, Spanjolska.
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Slika 6. Zemljopisna karta Spanjolske s oznaGenim lokalitetom (Galicija) na kojima
prikupljene jedinke 11 vrsta skoljkasa analiziranih u ovome radu.

3.1.2. Osnovne kemikalije
- etidijev bromid (Serva)
- etanol (Kemika)
- agaroza (Sigma)

- ampicilin (Sigma)

Su
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- orange G (Sigma)

- etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Sigma)

- Tris (Sigma)

- 5-brom-4-klor-3-indolil-p-D-galaktozid (X-gal) (Gibco BRL)

- izopropil-p-D-tiogalaktozid (IPTG) (Gibco BRL)

- reagens za blokiranje (Roche)

- Tween 20 (Sigma)

- pozitivno nabijene najlonske membrane (Roche)

- kruzne najlonske membrane promjera 8.2 cm (Hybond-N*, Amersham)
- RNaza A (Roche)

3.1.3. Puferi i otopine
- teku¢a LB hranjiva podloga: bakto tripton (10 g/L), ekstrakt kvasca (5 g/L), NaCl (10 g/L)
- kruta LB hranjiva podloga s antibiotikom; Luria agar (40 g/L), ampicilin (0.04 g/L)
- teku¢a SOC hranjiva podloga: 2% bakto tripton, 0.5% ekstrakt kvasca, 10 mM NacCl, 2.5
mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSO,, 20 mM glukoza
- denaturacijski pufer: 0.5M NaOH, 1.5M NacCl
- neutralizacijski pufer (pH 7,4): 0.5 M Tris-HCI, 1.5M NaCl
-hibridizacijski pufer: 0.25M fosfatni pufer, ImM EDTA, 20% SDS, 0.5% blocking reagent
- pufer za ispiranje: 20mM Na;HPO,4, 1mM EDTA, 1% SDS
- pufer 1(pH 8,0): 0.1M maleinska kiselina, 3M NaCl, 0.3% Tween 20
- pufer 2: pufer 1+1% blocking reagent
- pufer 3 (pH 9,5): 0.1M Tris-HCI, 0.1M NacCl
- elektroforetski pufer -TAE (pH 8,3): 10 mM Tris-HCI, 20 mM Na-acetat, 2
mM EDTA (puferu se dodaje etidijev bromid do kona¢ne koncentracije od 0,5 pg/ml)

3.1.4. Kompleti reagencija
- komplet ,,DNeasy Blood and Tissue Kit* za izdvajanje DNA iz tkiva (QIAGEN)
- komplet ,,QIAquick Gel Extraction Kit* za prociS¢avanje odsjecaka DNA iz agaroznog gela
(QIAGEN)
- komplet ,,GoTaq Flexi DNA Polymerase” za lan¢anu reakciju polimerazom (eng.
»Polymerase Chain Reaction®, PCR), koji sadrzava: DNA polimerazu GoTaq (5U/ul), 5x
koncentrirani pufer GoTag Flexi i 25mM MgCl, (Promega)

11



- komplet ,,GoTaq Green Master Mix*“ za PCR reakciju, koji u 2x koncentriranom
reakcijskom puferu Green GoTaq sadrzi DNA polimerazu GoTaq (5 U/ul), 400uM smjesu
dNTP i 3.5 mM MgCl, (Promega)

- komplet ,,QIAquick PCR Purification Kit* za prociS¢avanje produkata reakcije PCR-a
(QIAGEN)

- komplet ,,pGEM-T Easy Vector System [“ za kloniranje produkata reakcije PCR-a koji
sadrzi: plazmidni vektor pGEM-T (50 ng/ul), enzim T4 DNA ligazu (3 Weiss U/ul) i 2x
koncentrirani pufer za T4 DNA ligazu (Promega)

- komplet ,,High Pure Plasmid Isolation Kit* za izolaciju plazmidne DNA (Roche)

3.1.5. Standard za elektroforezu
Kao elektroforetski biljeg velicine DNA odsjecaka koristen je 2-Log DNA Ladder Mix (New
England Biolabs), koji sadrzi smjesu odsje¢aka DNA duljine: 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb,
500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1000 pb, 1200 pb, 1500 pb, 2000 pb, 3000 pb, 4000
pb, 5000 pb, 6000 pb, 8000 pb i 10000 pb.

3.1.6. Plazmidi
Plazmid pUC19 je komercijalno dostupan kao prethodno pocijepan restrikcijskim enzimom
BamHI pri ¢emu je uklonjen fosfat kako bi se sprijecila religacija samog vektora. Vektor
sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin (amp') i omogucuje plavo-bijelu selekciju
bakterijskih kolonija. pUC19/BamHI vektor (Fermentas) je koriSten za ligaciju s
restrikcijskom smjesom DNA uzoraka $koljkasa koji su pocijepani s restrikcijskim enzimima

BamHI i Bglll koji ostavljaju identicne krajeve.

Produkti PCR reakcije klonirani su u pGEM-T Easy plazmidni vektor iz kompleta "pGEM-T
Easy Vector System I". Taq polimeraza ostavlja na 3' krajevima umnozenih odsje¢aka dAMP
koji se komplementarno sparuje s dTTP na 5' krajevima vektora §to omogucuje direktnu
ligaciju produkata PCR-a. Ovakva se vrsta kloniranja u plazmidne konstrukte s 3' slobodnim
dTTP-om naziva AT-kloniranje.

PGEM-T Easy vektor sadrZi gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin (amp") §to omoguéuje
selekciju bakterija koje su transformirane pGEM-T Easy plazmidom. Takoder, sadrzi i lacZ
gen koji kodira enzim B-galaktozidazu $to omogucuje plavo-bijelu selekciju bakterijskih

kolonija koje sadrze plazmid s ugradenim DNA odsjeckom od interesa.
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3.1.7. Bakterijski soj

Za umnazanje plazmida koriStene su kompetentne bakterijske stanice E. coli ,,XL10-
Gold Ultracompetent Cells* (Tet'A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F* proAB lacl%ZAM15 Tn10 (Tet) Amy Cam'])
(Stratagene).

3.1.8. Pocetnice

Za umnazanje PCRom fragmenata koji sadrze TRIM elemente koriStene su pocetnice
DTC TDR F i DTC TDR R. Navedene oligonukleotidne pocetnice sintetizirane su u
korisni¢kom servisu Invitrogen (SAD), a specifi¢ne su za pocetak i kraj TDR domena TRIM
elementa. Nukleotidni sljedovi pocetnica su:
DTC TDR F: 5'—= TTTACAGCCGCCACACAAGG - 3
DTC TDR R: 5'—- CCTAGCACCGGCTTAAGCGG -3

Za provjeru veli¢ine fragmenata kloniranih u pGEM-T Easy plazmidni vektor
koriStene su pocetnice MI3F i MI13R. Navedene oligonukleotidne pocetnice takoder su
sintetizirane u Invitrogen servisu, a specifi¢ne su za mjesta na plazmidu udaljena 101 (M13F),
odnosno 133 pb (M13R) od mjesta insercije. Nukleotidni sljedovi pocetnica su:

M13F 5' - GTAAAACGACGGCCAGT - 3'
M13R 5' - CAGGAAACAGCTATGAC -3'

3.2. Metode

3.2.1. lzolacija genomske DNA

Genomske DNA su izolirane komercijalnim kompletom ,,DNeasy Blood and Tissue
Kit*, prema uputama proizvodaca, iz tkiva aduktor miSi¢a, nakon pocetne homogenizacije
tkiva u tarioniku s tekué¢im dusikom. Uzorak je tretiran s 10 pul RNAse A (10mg/ml) kroz 10
minuta, §to je u protokolu proizvodaca navedeno kao izborni korak. DNA je isprana s
membrane s 100 pl elucijskog pufera. Koncentracije genomskih DNA odredene su
spektrofotometrijskim mjerenjem na Qubit uredaju prema protokolu proizvodaca. Dodatno je
provjerena kvaliteta izolirane DNA elektroforezom u 1% agaroznom gelu u usporedbi sa
standardom 2-Log DNA Ladder Mixom.
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3.2.2. lzrada parcijalnih genomskih biblioteka

Za restrikciju genomskih DNA skoljkasa koriSteni su restrikcijski enzimi BamHI i
Bglll koji prepoznaju razli¢ite heksanukleotidne motive, ali ostavljaju iste ljepljive krajeve. U
svrhu izrade parcijalnih genomskih biblioteka provedena je restrikcija enzimima BamHI
(Fermentas, 10U/ul) i Bglll (Pharmacia Biotech, 15U/ul) u svrhu kloniranja u plazmidni
vektor provedena je na sljedeci nacin:

57 pl (2.5 pg) genomske DNA vrste Cerastoderma edule
10 pl 10x restrikcijski pufer

0.5 ul Bglll

0.75 pl BamHI

32 ul mQ voda

100 pl — 2.5 sata na 37°C

20 pl (2.5 pg) genomske DNA vrste Glycymeris glycymeris
10 pl 10x restrikcijski pufer

0.5 ul Bglll

0.75 pl BamHI

69 ul mQ voda

100 pl — 2.5 sata na 37°C

Inaktivacija enzima provedena je na 65°C u trajanju od 20 minuta, a uspjeSnost
restrikcije provjerena je putem gel elektroforeze. Dobiveni fragmenti su ligirani s pUC19
plazmidom koji je komercijalno dostupan kao prethodno porezan s BamHI enzimom i
defosforiliran. Reakcije ligacije su provedene uz pomo¢ enzima ,Quick Ligase* (New
England Biolabs) i pripadajuceg pufera na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta. Tako

pripremljenim plazmidom se pristupilo transformaciji kompetentnih stanica.

3.2.3. Transformacija kompetentnih bakterijskih stanica E. coli

,XL10-Gold Ultracompetent Cells*“ transformirane su plazmidom metodom
temperaturnog Soka. U 100 ul suspenzije kompetentnih stanica na ledu je dodano 2 pl -
merkaptoetanola i 4 ul ligacijske smjese te je uslijedila inkubacija na ledu u trajanju od 30
minuta. Stanice su podvrgnute temperaturnom Soku trajanja 30 sekundi inkubacijom u
vodenoj kupelji na temperaturi od 42°C te ponovnim vra¢anjem na led 2 minute. Stanice su
regenerirane 1 sat u SOC mediju na temperaturi od 37°C uz neprekidnu tre$nju, nakon ¢ega su
nacijepljene na selektivne krute podloge. Podlogama je prethodno dodan antibiotik ampicilin

(finalne koncentracije 100 pg/ml) i kemikalije koje omoguéuju plavo-bijelu selekciju: 40 ul
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induktora IPTG (100 mM) i 40 ul supstrata X-gal (20 mg/ml). Uzgoj je trajao preko noci na

37°C, a transformanti na plo¢ama su sadrzavali razli¢ite fragmente genomske DNA $koljkasa.

3.2.4. Umnazanje odsjecaka DNA metodom lancane reakcije polimerazom (eng.
PCR)
Fragmenti koji sadrze TRIM elemente iz izoliranih genomskih DNA vrsta C. edule i

G. glycymeris umnozeni su metodom lan¢ane reakcije polimerazom (PCR).

3.2.4.1. Sastav otopine za PCR
Umnazanje TRIM elemenata iz genomskih DNA skoljkasa provodeno je u ukupnom

reakcijskom volumenu od 35 pl, a reakcijska smjesa je sadrzavala:

5xGoTaq Flexi Buffer 7 ul
dNTP mix (10mM) 0.7 ul
Taq DNA polimeraze (5U/ pl) 0.35 ul
DTC TDR F pocetnica 1.4 ul
DTC TDR R pocetnica 1.4l
genomska DNA skoljkasa (4 ng/ pl) | 1.5 pl
mQ H20 17.75 ul

Uvjeti umnazanja bili su sljedeci:

PCR korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94°C 5 min 1
Denaturacija 94°C 30s

Sparivanje 55°C 30s 35
Produljenje 72°C 30s

Zavrs$no produljenje 72°C 7 min 1

3.2.5. Elektroforeza DNA
PCR-om dobiveni fragmenti DNA razdvajani su elektroforezom u 1 %-tnom
agaroznom gelu koji je prethodno pripremljen otapanjem agaroze u puferu 1x TAE uz

dodatak etidijevog bromida (0.5 pg/ml). Elektroforeza se odvijala u istom puferu pri 60 V.
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Kao elektroforetski biljeg koriSten je 2-Log DNA Ladder Mix u svrhu procjene duljine
fragmenata, a za procjenu koli¢ine DNA koriStena je A-DNA poznate koncentracije. Gel je

snimljen pomocu uredaja G:BOX koji omoguéava racunalnu pohranu fotografija gela.

3.2.6. lzolacija fragmenta DNA iz agaroznog gela

Na transiluminatoru koji omogucuje vizualizaciju DNA fragmenata zahvaljujudi
prisutnosti etidijevog bromida, izrezani su dijelovi gela koji su sadrzavali fragmente DNA
odgovarajuce veli¢ine. Izolacija iz gela je provedena pomocu ,,QlAquick Gel Extraction

Kita®“, prema uputama proizvodaca.

3.2.7. Kloniranje fragmenata DNA dobivenih PCR reakcijom

Za ligaciju je koristen plazmid pGEM-T Easy i PCR produkti dobiveni umnazanjem S
genomskih DNA skoljkasa pocetnicama specifi¢cnim za TRIM element. U ovom je slucaju
koristen enzim T4 DNA ligaza, a reakcija je provedena preko noéi na 4°C. Transformacija je
provedena na nacin kako je opisano u poglavlju 3.2.3. uz modifikaciju: koriSteno je 25 ul

suspenzije bakterijskih kompetentnih stanica i 2.5 pl ligacijske smjese.

3.2.8. Sinteza obiljezene DNA (DNA-sonda)

Sonde za detekciju TRIM elemenata pripremljene su metodom obiljezavanja sonde
lan¢anom reakcijom polimerazom za 11 vrsta Skoljkasa. Prije obiljezavanja prvo je
pripremljena 10x koncentrirana otopina nukleotida, pri ¢emu je koli¢ina dTTP smanjena u
odnosu na ostale nukleotide i zamijenjena digoksigeninom-obiljezenim nukleotidom DIG -11-

dUTP. Otopina za obiljezavanje bila je ukupnog volumena 50 pl i sljedeceg sastava:

2.5 ul dATP (10 mM)

2.5 ul dCTP (10 mM)

2.5 ul dGTP (10 mM)

1.86 ul dTTP (10 mM)

6.24 pl DIG -11-dUTP (1 mM)
34.4 ul mQ vode

50 pl
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Sinteza DNA sonde za svaku pojedinu vrstu Skoljkasa provedeno je u sljedecoj reakcijskoj

smjesi:

Komponenta volumen
5x PCR pufer 4 ul
dNTP mjesavina (s DIG-11-dUTPom) 10x 2 ul
25 mM MgCl, 1.2 ul
TDR F pocetnica (10 pmol/pl) 2 ul
TDR R pocetnica (10 pmol/ul) 2 ul
Go Taqg Flexi polimeraza 0.1pl
plazmidna DNA s TRIM elementom skoljkasa (5 ng/ul) | 2 pl
mQ 7.1l
Ukupan volumen 20 ul

Uvjeti umnaZzanja su bili sljedeéi:

PCR koraci Temperature vrijeme broj ciklusa
pocetna denaturacija 94°C 5 min 1
Denaturacija 94°C 30s

Sparivanje 55°C 30s 35
Produljenje 72°C 30s

zavr$no produljenje 72°C 7 min 1

3.2.9. Analiza otisaka kolonija (eng. colony lift)

Transformirane bakterijske stanice su nakon uzgoja na krutoj hranjivoj podlozi s
dodanim ampicilinom prenesene na kruznu najlonsku membranu promjera 8.2 cm (Hybond-
N*, Amersham). Membrana je prvo tretirana s denaturacijskim puferom, a potom s
neutralizacijskim puferom. Nakon susenja dodatno je inkubirana na 80°C u trajanju od jedan
sat pri ¢emu su se molekule DNA fiksirale na membranu. Membrana je u nastavku
hibridizirana sa specificnom sondom i podvrgnuta procesu detekcije u svrhu utvrdivanja

kolonija koje sadrze odsjecak DNA od interesa (Slika 7).
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1. UZGOJ BAKTERIJSKIH 2. PRIJENOS KOLONIJA

KOLONIJA NA NAJLONSKU MEMBRANU
T najlonska
membrana
; ; /
ploca bakterijske ploga
kolonije s bakterijskim
kolonijama 3
4. DETEKCIJA HIBRIDIZACIJSKIH 3. HIBRIDIZACIJA MEMBRANE
SIGNALA S DNA SONDOM

polozaj pozitivnih

& membrana s prenesenim
kolonija

kolonijama

Slika 7. Shematski prikaz analize otisaka kolonija (priru¢nik ,,Metode u molekularnoj
biologiji*, 2007)

3.2.9.1.  Southern hibridizacija

Membrane su prenesene u staklene tubuse, a sam proces predhibridizacije i
hibridizacije odvijao se u hibridizacijskoj peénici (Shimaden). Inkubacija u
predhibridizacijskoj otopini (0,25 M Na,HPO, pH 7,2, 1 mM EDTA, 20% SDS, 0,5%
blokiraju¢i reagens) se odvijala 1 sat, na istoj temperaturi na kojoj ¢e se kasnije nastaviti
hibridizacija. Predhibridizacijska otopina je zatim zamijenjena svjezom, u koju je dodana
obiljezena sonda DNA konacne koncentracije 10 ng/ml, prethodno denaturirana
zagrijavanjem 10 min na 100 °C. Hibridizacija se odvijala preko no¢i na temperaturi od 65
°C, koja dozvoljava sparivanje fragmenata ¢ija je homologija >70%. Nakon hibridizacije
membrane su ispirane 3 x 20 min u puferu za ispiranje (20 mM Na;HPO, pH 7,2, 1 mM

EDTA, 1% SDS) na temperaturi 3 °C nizoj od temperature hibridizacije.

3.2.9.2.  Detekcija hibridizacijskog signala metodom kemiluminiscencije
Nakon zavrSetka hibridizacije, membrane su podvrgnute postupku detekcije
hibridizacijskih signala. Membrane su inkubirane 5 min u puferu 1 (0,1 M maleinska kiselina,
3 M NacCl, 0,3% Tween 20, pH 8,0) te 30 min u puferu 2 (1% blokirajuci reagens u puferu I).
Slijedile su inkubacije od 30 min u puferu 2 uz dodatak anti-digoksigeninskih protutijela
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(1:20.000), koja se vezu na DNA sondu, prethodno obiljezenu DIG-11-UTPom. Nevezano
protutitijelo je isprano inkubacijama 5 x 10 min u puferu I, zatim je membrana inkubirana 2 x
5 min u puferu 3 (0,1 M Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl). S obzirom da je na protututijelo
vezan enzim alkalna fosfataza (Slika 8), na membranu je u mraku naneSen CDP-Star,
kemilumiscentni supstrat alkalne fosfataze, razrijeden 1:50 u puferu 3. Nakon toga membrana
je zataljena u plasticnu vrecicu i na nju je polozen autoradiografski film. Razgradnjom
kemiluminiscentnog supstrata dolazi do emitiranja svjetlosnog signala koji se detektirao na

autoradiografskom filmu, a ja¢ina dobivenih signala je varirala ovisno o duljini ekspozicije.

Supstrat za alkalnu fosfatazu Hibridizacijski signal
(npr. CDP-Star ili BCIP/NBT) (kemiluminiscentni ili kolorimetrijski)

* Protu-DIG-alkalna fosfataza

y Sonda obiljezena s DIG-11-UTP

7 Odsjecak DNA komplementaran sondi

N

Najlonska membrana

Slika 8. Shematski prikaz procesa detekcije hibridizacijskog signala (priru¢nik ,,Metode u
molekularnoj biologiji, 2007)

3.2.10. Izolacija plazmidne DNA

Bakterijske kolonije koje sadrze Zeljeni fragment DNA uzgajane su preko noéi u 5 ml
tekuc¢e podloge LB s ampicilinom. Nakon prekono¢nog uzgoja bakterijska suspenzija je
centrifugirana 3 minute na 13000 rpm i supernatant je odbacCen. Bakterijski talog je
resuspendiran, a izolacija plazmidne DNA je provedena pomocu ,,High Pure Plasmid

Isolation Kit* sustava, prema uputama proizvodaca.
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3.2.11. Razgradnja plazmidne DNA restrikcijskim endonukleazama
Veli¢ina ukloniranih genomskih fragmenata S$koljkasa u plazmidnim vektorima je
provjerena restrikcijskom analizom. Nakon prekonoéne razgradnje plazmidne DNA

provjerena je elektroforezom u agaroznom gelu.

Restrikcija plazmida s enzimima EcoRI (Fermentas, 10U/ul) i Xbal (Fermentas, 10U/ul) u
svrhu provjere veli¢ine ukloniranog inserta provedena je na sljedeéi nacin:

4 ul (600 ng) plazmida

2 ul 10x Tango Buffer

0.2 pl EcoRl

0.4 pl Xbal

3.4 ul mQ voda

10 pl = preko noci na 37°C

3.2.12. PCR na bakterijskim kolonijama (eng. colony PCR)

S krute hranjive podloge koja je sadrzavala plave i bijele kolonije nasumicno je
izabran dio bijelih kolonija koje su prenesene u mikroepruvetu i resuspendirane u 10 ul mQ
H,O. Dobivena suspenzija koriStena je kao izvor kalupa za colony PCR reakciju, a reakcijska

smjesa je sadrzavala:

bakterijska suspenzija 0.5 ul

PCR Master Mix (sastav opisanu 2.1.4.) | 2.5 ul

M13N pocetnica (10 pmol/pl) 0.1 ul
M13R pocetnica (10 pmol/ul) 0.1 pl
mQ H,O 23 ul
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Uvjeti umnaZzanja bili su sljede¢i:

PCR koraci temperatura vrijeme broj ciklusa
pocetna denaturacija 95°C 5 min 1
Denaturacija 95°C 30s

Sparivanje 58°C 30s 25
Produljenje 72°C 30s

zavr$no produljenje 72°C 7 min 1

Provjera veli¢ine produkata nakon PCR-a provedena je elektroforezom u 1%
agaroznom gelu. Uzorci koji su sadrzavali insert odgovarajuce veli¢ine uzgojeni su u 5 ml
tekuce selektivne podloge LB s dodatkom ampicilina (finalne koncentracije 100 pg/ml) preko
no¢i, uz neprekidnu tre$nju od 225 rpm. Nakon izolacije, plazmidi su poslani na odredivanje

nukleotidnog slijeda inserta.

3.2.13. Odredivanje redosljeda nukleotida

Odredivanje nukleotidnih sljedova provedeno je u servisu za sekvenciranje Macrogen
(Amsterdam, Nizozemska). Fragmenti iz parcijalne genomske biblioteke Skoljkasa su
sekvencirani u oba smjera koriste¢i komercijalno dostupne M13F-pUC19 i M13R-pUC19,
pocetnice dok su PCR produkti sekvencirani u jednom smjeru koriste¢i M13R-pUC19

plazmidnu pocetnicu.

3.2.14. Bioinformatic¢ke analize nukleotidnih sljedova

Bioinformati¢ki program Geneious 11.0.5 (Biomatters Ltd.) koriSten je =za
pocetnu obradu sekvenci, uklanjanje vektorskog dijela u sekvenciranim fragmentima,
sravnjivanja TRIM elemenata, obiljezavanje pojedinih segmenata sekvenci, utvrdivanje
slicnosti medu elementima, analizu restrikcijske mape, dot-plot analizu, odredivanje
konsenzus sekvence za pojedine skupine sekvenci te izradu filogenetskih stabala neighbour-

joining metodom.

3.2.15. Kapljicna analiza DNA (eng. dot blot)
Odredivanje udjela odredenog nukleotidnog slijeda DNA u ukupnoj genomskoj DNA
SkoljkaSa provedeno je kapljicnom analizom. Metoda se temelji na nanoSenju na membranu

serije razrjedenja genomske DNA u prisutnosti serije razrjedenja pozitivne i negativne
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kontrole te hibridizacije s obiljezenim nukleotidnim fragmentima od interesa. Pozitivha
kontrola sadrzavala je TRIM mobilne elemente $koljkasa koristenih u ovom radu (Tablica 1).
Kao negativne kontrole koristene su genomska DNA kukca kornjasa Tenebrio molitor, prazan
plazmid pUC18 te klon CED AP1 koji sadrzi nesrodnu sekvencu koja pokazuje sli¢nost s
TRIM elementom samo na svojim krajevima. Koli¢ina genomske DNA nanesene na
membranu se razlikuje za svaku vrstu ispitivanih Skoljkasa (Tablica 2) i odredena je
optimizacijom u svrhu postizanja intenziteta signala koji ¢e biti u rasponu usporedivom s
intenzitetima signala prisutnim u pozitivnoj kontroli. Serije razrjedenja su pripremljene u
puferu TE. Svi uzorci su denaturirani zagrijavanjem 5 min na 100 °C i naglo ohladeni u ledu
te pomijesani s 200 ul 20 x SSC pufera. Sva razrjedenja su nanesena na najlonsku membranu
pomocu vakuumskog uredaja. Membrana je zatim osuSena a DNA je vezana na membranu
izlaganjem membrane na 120 °C u trajanju od 30 min. DNA na membrani je denaturirana u
prisutnosti 0,4 M NaOH u trajanju od 10 min, a zatim neutralizirana ispiranjem u 1.5 M NaCl,
0.5 M Tris-HCI (pH 7.2) te je membrana osusena na zraku. Proces hibridizacije se odvijao
kako je opisano u 3.2.9.1., a proces detekcije kako je opisano u 3.2.9.2..

Autoradigrafski filmovi su potom skenirani, a odredivanje kolicine DNA provedeno je

denzitometrijom i usporedbom jacine signala genomskih i kontrolnih razrjedenja Imagel

programom.
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Tablica 2. Serije razrjedenja genomskih DNA Skoljkasa te pozitivne i negativnih kontrola

koriStenih za kaplji¢nu analizu DNA.

masa DNA (ng)
Cerastoderma edule 13000 | 6500 | 3250 | 1625 | 8125 | 406.2 | 203.1
genomska DNA
Glycymeris glycymeris 10000 | 5000 | 2500 | 1250 | 625 | 3125 | 156.2
genomska DNA
Polititapes rhomboides 1750 | 875 | 437.5 | 218.75 | 109.38 | 54.69 | 27.34
genomska DNA
Mytilus galloprovincialis 1750 | 875 | 437.5 | 218.75 | 109.38 | 54.69 | 27.34
genomska DNA
Venerupis corrugata 1750 | 875 | 437.5 | 218.75|109.38 | 54.69 | 27.34
genomska DNA
Ruditapes decussatus 4000 | 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625
genomska DNA
Magallana gigas 4000 | 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625
genomska DNA
Donax trunculus 4000 | 2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625
genomska DNA
Ruditapes philippinarum 3500 | 1750 | 875 | 437.5 |218.75|109.38 | 54.69
genomska DNA
Dosinia exoleta
genomska DNA 60 | 30 | 15 | 75 | 3.75 | 1.875 | 0.937
Venus verrucosa 350 | 175 | 875 | 43.75 | 21.875 | 10.937 | 5.468
genomska DNA
Pozitivna kontrola 0.25 |0.125 | 0.0625 | 0.0313 | 0.0156 | 0.0078 | 0.0039
TRIM element
Negativna kontrola
genomska DNA kukca kornjasa | 0.25 | 0.125 | 0.0625 | 0.0313 | 0.0156 | 0.0078 | 0.0039
T. molitor
Negativna kontrola 0.25 | 0.125 | 0.0625 | 0.0313 | 0.0156 | 0.0078 | 0.0039
prazan plazmid pUC18
Negativna kontrola
e AR 0.25 |0.1250.0625 | 0.0313 | 0.0156 | 0.0078 | 0.0039
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Detekcija TRIM mobilnih elemenata u genomima $koljkasa Cerastoderma edule i
Glycymeris glycymeris

Kao posebna grupa LTR retrotranspozona izdvajaju se TRIM mobilni elementi, specifi¢ni
po svojoj maloj veli¢ini (<540 pb) i nemoguénosti kodiranja proteina vezanih uz mobilnost
(Witte 1 sur., 2001). Zbog njihove velic¢ine smatralo se da je mala mogu¢nost da sudjeluju u
aktivnom restrukturiranju genoma, no dokazano je da svojom prisutnoséu u promotorskim i
intronskim sekvencama, kao i1 u kodiraju¢im slijedovima, utjecu na gene na isti nacin kao $to
to ¢ine 1 ostali LTR retrotranspozoni (Witte 1 sur., 2001; Nakatsuka i sur., 2006). Takoder
mogu utjecati i na veli¢inu samog genoma bilo povec¢anjem (San Miguel i sur., 1996; Pearce i
sur., 1996) ili smanjenjem broja kopija u genomu (Vicient i sur., 1999; Shirasu i sur., 2000;
Petrov, 2001).

U sklopu ovoga rada, po prvi puta su otkriveni i opisani TRIM elementi u vrstama
Skoljkasa Cerastoderma edule i Glycimeris glycymeris. Do sada su TRIM elementi detektirani
kod viSe vrsta biljaka (Witte 1 sur., 2001; Yang i sur., 2007), a unutar zivotinjskog svijeta
samo kod mrava (Zhou i Cahan, 2012) i endoparazita (Koziol i sur., 2015) te unutar razreda
Bivalvia (Satovi¢, neobjavljeni rezultati). TRIM elementi iz udaljenih taksonomskih grupa
naj¢esc¢e ne pokazuju medusobnu nukleotidnu sli¢nost i zbog toga je tesko utvrditi njihovu

prisutnost.

U svrhu detekcije 1 karakterizacije TRIM mobilnih elemenata u genomu SkoljkaSa
Cerastoderma edule i Glycymeris glycymeris, napravljene su parcijalne genomske biblioteke
tih vrsta, kako je opisano u 3.2.2. i 3.2.3.. Provedena je analiza otisaka kolonija, pri ¢emu je
kao hibridizacijska sonda koristen TRIM element ¢ija je prisutnost ranije dokazana kod vrste
Skoljkasa Donax trunculus te su u ovom pokusu detektirane bakterijske kolonije koje
potencijalno sadrze taj element (Slika 9). Dio kolonija koje su pokazale pozitivan
hibridizacijski signal uzgojen je u teku¢em mediju. 1z uzgojenih bakterijskih klonova izolirani

su plazmidi kojima je odreden nukleotidni slijed inserata.
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Slika 9. Autoradiografski film dobiven nakon analize otisaka kolonija kod vrste C. edule. Dio
bakterijskih kolonija koje su dale pozitivan signal je koristen za daljnje analize kako bi se
ustanovilo prisustvo TRIM elemenata.

Uoceno je da klonovi sadrze nesrodne sekvence koje samo u kratkim fragmentima (10-15 pb)
pokazuju visok stupanj slicnosti s mobilnim elementom od interesa. Rezultati nisu bili
zadovoljavajuci te se pristupilo drugoj metodi izdvajanja TRIM elemenata. U tu svrhu,
provedena je PCR reakcija na genomskim DNA dvije navedene vrste $koljkasa, koristeci
pocetnice specifiéne za TRIM element prethodno naden kod $koljkasa Donax trunculus (Slika
10).
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Slika 10. Mjesta komplementarnog sparivanja pocetnica DTC TDR F i DTC TDR R (zeleno)
u odnosu na konsenzus sekvencu TRIM elementa vrste Donax trunculus. TDR domene TRIM
elementa su oznacene ljubi¢astom, unutarnja domena crvenom, a polipurinski trakt zutom
bojom.

S obzirom da je TDR domena prisutna u dvije kopije u sklopu TRIM elementa, PCR produkti
¢e sadrzavati DNA odsjecke koji odgovaraju veli¢ini jedne TDR domene (~200 pb),
cjelokupnom elementu, moguce ¢ak i uzastopno ponovljenim elementima ili dijelovima
elementa (Slika 11). Fragmenti (~470 pb) koji su odgovarali veli¢ini jednog cjelovitog
elementa su ektrahirani iz gela i klonirani u plazmidni vektor pGEM-T Easy. Na temelju
plavo-bijele selekcije odabrane su pojedina¢ne bijele kolonije na kojima je proveden ,,colony
PCR* koriste¢i pocetnice M13F i M13R (Slika 12 A i B). Iz klonova koji su sadrzavali
odgovarajuce veli¢ine inserta su izolirani plazmidi te su inserti sekvencirani koristeci

komercijalno dostupnu plazmidnu pocetnicu M13R-pUC19.



C. edule G. glycymeris

Slika 11. Gel elektroforeza produkata PCR reakcija provedenih na genomskim DNA
Skoljkasa C. edule i G. glycymeris koriste¢i pocetnice specificne za TRIM element. Zutim
kvadrati¢cima su oznaceni cjeloviti TRIM elementi veli¢ine oko 470 pb koji su izdvojeni iz
gela.
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Slika 12. Gel elektroforeza ,,colony PCR* produkata za vrste C. edule (A) i G. glycymeris (B).
Na Slici A uzorci su oznaceni brojevima 1-20, brojkom 0 oznacena je negativna kontrola PCR
reakcije (bez kalupa), a biljeg molekulskih veli¢ina oznacen je sa M. Dobiveni fragmenti
veli¢inom odgovaraju inserciji TRIM elementa. Na Slici B uzorci su oznaceni brojevima 1-15
a dobiveni fragmenti su razli¢itih velicina. Crvena strelica prikazuje fragment najmanje
veli¢ine Kkoji pripada praznom plazmidu, zelenom strelicom je oznacen fragment srednje
veli¢ine koji odgovara inserciji TDR domene, a najveci fragmenti oznaceni zutom strelicom
predstavljaju insertirani TRIM element. Treba uzeti u obzir da su mjesta na plazmidu koja
prepoznaju M13F i M13R pocetnice udaljena 101 odnosno 133 pb od mjesta insercije, ¢ime
od dobivenih DNA odsjec¢aka treba odbiti 234 pb pri odredivanju veli¢ine inserta.
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Rezultat sekvenciranja je pokazao da klon CED_AP5 ima sve elemente retrotranspozona
TRIM, dok dio klonova kod vrste C. edule sadrzi nesrodne sekvence ¢iji su krajevi visoko-
homologni s pocetkom i krajem TDR domena TRIM elementa $to je rezultiralo njihovim
umnazanjem s DTC TDR F i R pocetnicama. Uzevsi u obzir da nesrodne sekvence i TRIM
element rezultiraju istom veli¢cinom PCR produkta, bilo je potrebno osmisliti nacin

razlikovanja tih dvaju tipova sekvenci, u svrhu izdvajanja dodatnih kopija mobilnog elementa.
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Slika 13. Sravnjenje sljedova DNA nesrodnih TRIM elementu detektiranih kod vrste C.
edule. Prikazani su u odnosu na TRIM element porijeklom iz CED_APS5 klona. TDR domene
TRIM elementa su oznafene ljubiastom, unutarnja domena crvenom, a polipurinski trakt
zutom bojom. Vidljiva je visoka homologija izmedu dva tipa sekvenci na njihovim krajevima
(obiljezeno plavim kvadratima.

29



Kako bi omoguc¢ili izdvajanje samo sekvenci od interesa, provedena je in silico restrikcijska
analiza na klonu CED_APS5 koji sadrzi TRIM element i CED _AP1 koji sadrzi nesrodnu
sekvencu. Ustanovljeno je kako restrikcijsko mjesto za endonukleazu Rsal postoji samo kod
nesrodnih sekvenci, ali ne i kod TRIM elementa (Slika 14). Zahvaljujuci tome, moguce bi bilo
razlikovanje dva tipa inserata nakon razgradnje produkata colony PCR reakcije restrikcijskim

enzimom Rsal te razdvajanja dobivenih fragmenata gel elekroforezom.
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Slika 14. Razlikovna restrikcijska mjesta kod nesrodnih sekvenci (CED AP1) i TRIM
elementa iz klona CED AP5. Zutom bojom su zaokruzena restrikcijska mjesta koja
prepoznaje Rsal enzim, a koja se nalaze samo kod nesrodnih sekvenci.

Na osnovu poloZaja razlikovnog restrikcijskog mjesta utvrdene Su ocekivane veli¢ine
fragmenata koje nastaju restrikcijom PCR produkata enzimom Rsal, a iznose: 154 pb, 105 pb
i 439 pb, odnosno: 408 pb, 105 pb i 186 pb u slucaju obrnute orjentacije inserta (Slika 15).
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Slika 15. Prikazana su mjesta prepoznavanja enzima Rsal (restrikcijska mapa) u sklopu PCR
produkata te ocekivane veli¢ine fragmenata koji bi nastale kao posljedica djelovanja
restrikcijske endonukleaze. U obzir su uzete dvije moguce orjentacije ugradnje inserta U
vektor. Vektorski dio je oznacen plavom bojom, insert crvenom, mjesto vezivanja M13F i
M13R pocetnice ljubi¢astom, odnosno Zutom bojom.

Nakon provodenja jos jednog ciklusa kloniranja, ponovljen je PCR na bakterijskim
kolonijama. Dio svakog uzorka podvrgnut je razgradnji s Rsal. Agaroznom gel
elektroforezom istovremeno su razdvojene dvije frakcije istih uzoraka, dio na kojem nije
provedena razgradnja (Slika 16A) i dio koji je podvrgnut razgradnji s Rsal (Slika 16B).
Uzorci koji nakon tretmana s Rsal zadrzavaju svoju izvornu veli¢inu od priblizno 690 pb (kod
kojih nije doslo do cjepanja) predstavljaju potencijalne TRIM elemente (Slika 166B,
zaokruzeno). Ostali uzorci nakon razgradnje pokazuju profil odsje¢aka DNA ocekivanih
veli¢ina i pripadaju nesrodnim sekvencama. Iz klonova koji su sadrzavali Zeljene veli¢ine

inserta izolirani su plazmidi te poslani na sekvenciranje.
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Slika 16. Gel elektroforeza PCR produkata koji nisu podvrgnuti razgradnji (A) i nakon
razgradnje restrikcijskim enzimom Rsal (B). Zutom bojom su zaokruZeni uzorci koji
zadrzavaju svoju izvornu veli¢inu 1 predstavljaju potencijalne TRIM elemente. Ostali uzorci
nakon razgradnje pokazuju profil DNA odsjecaka o¢ekivanih veli¢ina.

4.2. TRIM elementi u genomu $koljkasa Cerastoderma edule

Iz skoljkasa C. edule izdvojeno je 9 kopija LTR retrotranspozona porodice TRIM. Kod
elementa prisutnog u ovoj vrsti duljina TDR domene iznosi 205 pb, unutarnja domena je
duljine 66 pb, a 7 nukleotida ¢ini polipurinski trakt. Na Slici 17 je prikazano sravnjenje

nukleotidnih  sljedova mobilnog elementa TRIM nadenih kod wvrste C. edule.
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Slika 17. Nukleotidni sljedovi TRIM elemenata vrste C. edule. Konsenzus sekvenca za vrstu C. edule prikazana je punim nukleotidnim slijedom,
podudarnost u odnosu na konsenzus to¢kama, nukleotidne promjene odgovaraju¢im slovom, a delecije crticama. TDR domene TRIM elementa
su oznacene ljubicastom, unutarnja domena crvenom, a polipurinski trakt Zutom bojom.
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Iz sravnjenja prikazanog na Slici 17 vidljivo je da unutar iste vrste postoji grupiranje sekvenci
s obzirom na nukleotidne promjene te da se TRIM elementi kod vrste C. edule mogu podijeliti
u dvije skupine, pri ¢emu su prvu skupinu ¢ine klonovi CED AP5, CED AP17, CED AP21 i
CED AP25, a drugu CED AP22, CED AP23, CED AP24, CED AP26 i CED AP27. U
bioinformatickom programu Geneious napravljena je matrica sli¢nosti za dobivene TRIM
elemente (Tablica 3) koja pokazuje postotak medusobne sli¢nosti u nukleotidnom sastavu
izmedu elemenata izdvojenih iz razli¢itih klonova vrste C. edule. Iz Tablica 3 je vidljivo da je
unutar prve skupine nukleotidna sli¢nost u rasponu od 90.65% do 99.78% (oznaceno zuto),
dok je slicnost sekvenci u drugoj skupini veéa, u rasponu od 99,78 do 100% (oznaceno
plavo). Medusobna nukleotidna slicnost izmedu te dvije skupine nije veca od 86.05%
(oznaceno crveno) §to je dodatna potvrda da je doslo do stvaranja dvije podgrupe elementa
TRIM unutar iste vrste. Svi izolirani elementi su ofuvane cjelovitosti, osim CED AP17 koji

je pretrpio kratku deleciju na 3' kraju druge TDR domene (Slika 17).

Tablica 3. Matrica nukleotidnih sli¢nosti TRIM elemenata iz razli¢itih klonova vrste C.
edule. Zuto su oznaceni klonovi iz prve skupine te primjer najvise i najnize vrijednosti
medusobne slicnosti elemenata u toj skupini. Isti podaci za drugu skupinu su oznaceni plavom
bojom. Crveno je oznafen primjer najveceg postotka sli¢nosti izmedu elemenata koji
pripadaju razli¢itim skupinama, a ruzi¢asto najmanji.

% CEDTRIMcons [CEDAPS  |CEDAPL7  |CEDAP2L (CEDAPDS  |CEDAP22  |CEDAP23  [CEDAP24  |CEDAP2  |CEDAPZ
CEDTRIMcons

CEDAPS 90.75

CEDAPL 8.3 90.65

CEDAPA 8.8 %1 %.1

CEDAPS 9086 99.78 9087 83

CEDAPR %397 86.05 8.2 8.2 86.05

CEDAP3 397 86.05 80 &2 86.05 100

CEDAPA 9397 86.05 8.2 &0 86.05 100 100

CEDAP26 93.76 8584 8 8.0 8584 9%9.78 9.718 9%9.78
CEDAPYT 9397 86.05 8.2 &2 86.05 100 100 10 9.78

Na temelju sravnjenja prikazanog na Slici 17 napravljeno je filogenetsko stablo za
TRIM elemenate Skoljkasa C. edule metodom neighbour-joining (Slika 18). Kao $to je bilo za
oc¢ekivati, i ovom metodom je pokazano jasno grupiranje elemenata u dvije skupine, a u prvoj
skupini mozemo uociti i dodatnu podjelu na dvije podskupine. Postojanje dvije podskupine

elemenata kod vrste C. edule najvjerojatnije je posljedica mutacijskih dogadaja u jednom od
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elemenata, nakon Cega se broj kopija te varijante povecao uslijed retrotranspozicijskih

dogadaja u genomu i generirao dodatnu skupinu izrazito visoke homologije.

cep A

CED_AP22

0.02

Slika 18. Filogenetsko stablo TRIM elemenata izdvojenih iz vrste C. edule. Crtica predstavlja
genetsku udaljenost izraGunatu prema Tamura-Nei parametarskom modelu.

IzvrSena je i osnovna analiza TRIM-elementu nesrodnih DNA sekvenci ¢iji krajevi su
pokazivali visoku homologiju s koriStenim pocetnicama i posljedi¢no se umnazali DTC TDR
F i R pocetnicama (Slika 13). Duljina tih nesrodnih sekvenci je odgovarala pribliznoj veli¢ini
TRIM elementa, a pretragom baza podataka nije pronadeno da su ove sekvence prethodno
detektirane i opisane. ,,Dot-plot“ analizom utvrdeno je da ne sadrze nikakva unutarnja
ponavljanja u nukleotidnoj sekvenci. Takoder, usporedeni su s podacima pohranjenim u
genskoj bazi NCBI GenBank te putem pretrazivaca CENSOR i s bazom Repbase koja sadrzi
kolekeiju razli€itih tipova poznatih repetitivnih sekvenci 1 mobilnih elemenata. U oba slucaja,
nije nadena sli¢nost ni s kojim do sad prijavljenim i opisanim nukleotidnim sljedovima. Za

detaljniju karakterizaciju ove sekvence potrebno je daljnje istrazivanje.

4.3. TRIM elementi u genomu $koljkasa Glycymeris glycymeris
Kod vrste Glycymeris glycymeris izdvajanje TRIM elemenata bilo je olak$ano u odnosu

na vrstu C. edule, s obzirom da je TRIM-specifi¢ni par pocetnica DTC TDR F i R umnazao

35



samo Zzeljenu sekvencu. Nakon postupka opisanog u poglavlju 4.1., iz vrste Skoljkasa G.
glycymeris izdvojeno je 10 kopija LTR retrotranspozona porodice TRIM izmedu kojih postoji
vrlo visok stupanj homologije. Kod elementa prisutnog u ovoj vrsti duljina TDR domene
iznosi 204 pb, unutarnja domena je duljine 64 pb, a polipurinski trakt ¢ini 7 nukleotida. Na
Slici 19 je prikazano sravnjenje nukleotidnih sljedova mobilnog elementa TRIM nadenih kod

vrste G. glycymeris.

Moguce je primijetiti da je TRIM element iz klona GGL_AP13 pretrpio deleciju od 40-ak pb
u prvoj TDR domeni, dok je kod elementa iz klona GGL AP1 doslo je do znacajnijih
rearanzmana i delecija. Tom elementu nedostaje posljednjih 20-ak pb prve TDR domene,

kompletna unutarnja domena te prvih 30-ak pb druge TDR domene.
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Slika 19 Nukleotidni sljedovi TRIM elemenata vrste G. glycymeris. Konsenzus sekvenca za vrstu G. glycymeris prikazana je punim
nukleotidnim slijedom, podudarnost u odnosu na konsenzus to¢kama, nukleotidne promjene odgovaraju¢im slovom, a delecije crticama. TDR
domene TRIM elementa su oznaéene ljubi¢astom, unutarnja domena crvenom, a polipurinski trakt Zutom bojom.
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Napravljena je matrica medusobne slicnosti u nukleotidnom sastavu za TRIM
elemente izdvojene iz razlicitih klonova vrste G. glycymeris (Tablica 4). 1z matrice je vidljivo
da je nukleotidna sli¢nost izmedu elemenata visoka te iznosi od 93.36% do 99.14% (plavo
oznaceno). Iznimka je nizak postotak sli¢nosti elementa TRIM iz GGL klona AP1 u odnosu
na ostale, Sto je posljedica njegove necjelovitosti, kao §to je ve¢ ranije spomenuto. Kod

ostalih, vrlo visok postotak ukazuje na konzerviranost TRIM elemenata unutar te vrste.

Tablica 4. Matrica nukleotidnih sli¢nosti elemenata TRIM iz razli¢itih klonova vrste G.
glycymeris. Oznacene su najvisa i najniza vrijednost medusobne slicnosti elemenata u toj
skupini.

% GGLTRIM cons|GGLAP1 |GGLAP13[{GGLAPS |GGLAP11|GGLAP15|GGLAP2 (GGLAP7 |GGLAP6 |GGLAP3 |GGLAP8
GGLTRIM cons

GGLAP1 50.97

GGLAP13 97.16 45.02

GGLAPS 9.11 4935  193.36

GGLAP11 97.20 5011 9431  |94.38

GGLAP15 97.84 4989 (9597 9395 |95.04

GGLAP2 97.41 5011 9526 9395 (95.03  [95.68

GGLAP7 98.27 5054 19573 9482 {9590 |96.54  |96.54

GGLAP6 98.92 5054 19597 9546 |9%6.54 (9676 9633 [97.19

GGLAP3 99.14 5054  |96.68 9568 [9%6.76 |97.41 |97.41 (9827  [98.06
GGLAPS 99.78 5097 1992 |9%.33 |9741 (9763 |97.19  |98.06 -98.92

Napravljeno je filogenetsko stablo i za ovu vrstu (Slika 20). Kao §to je bilo za ocekivati, ne
dolazi do jasnog i zna¢ajnog razdvajanja elemenata zbog njihove visoke homologije. U ovom
slu¢aju mozebitno razdvajanje u dvije skupine bi moglo biti utemeljeno na samo 2 razlikovne

nukleotidne pozicije (pozicija 223 i 225 sravnjenja vidljivog na Slici 19).

38



oy
c:':’
o]
=2
N b3
v??\ G@\;
o
la(‘.l
!
{.jﬁ\njg
ﬁﬁ'l.-}?a
GOLTRIM cons
GGL_aAP13
“y
i
ke GG"I‘-,AP;\S
&
G, G
<"“£D,, {‘h‘q.-ﬂq?
0.o0oge

Slika 20. Filogenetsko stablo TRIM elemenata izdvojenih iz vrste G. glycymeris. Crtica
predstavlja genetsku udaljenost izraGunatu prema Tamura-Nei parametarskom modelu.

4.4. Udio TRIM elemenata u genomu $koljkasa Cerastoderma edule i Glycymeris
glycymeris
Udio TRIM mobilnih elemenata u ukupnoj genomskoj DNA skoljkasa odreden je
pomocu kaplji¢ne analize (eng. dot blot). Pozitivna kontrola sadrzavala je TRIM mobilne
elemente Skoljkasa kod kojih je ovaj element utvrden. Koli¢ine DNA prisutne u serijama
razrjedenja genomskih DNA te pozitivne i negativnih kontrola su navedene u Tablici 2 u
sklopu Materijala i metoda. Kao negativne kontrole koristene su genomska DNA kukca
kornjasa Tenebrio molitor, prazan plazmid pUC18 te klon CED AP1, opisan u poglavlju 4.1.,
koji sadrzi nesrodnu sekvencu koja pokazuje sli¢nost s TRIM elementom samo na svojim

krajevima. Kao hibridizacijska proba koriStene su obiljezene TDR domene TRIM mobilnih
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elemenata $koljkasa navedenih u Tablici 1. U cilju nam je bilo posti¢i dovoljno restriktivne
uvjete hibridizacije u kojima ni nesrodne sekvence kratkih fragmenata homologije nec¢e davati
hibridizacijski signal te tako utjecati na rezultat eksperimenta. Analiza je provedena u
razli¢itim temperaturnim uvjetima koji omogucuju sparivanje nukleotidnih slijedova razli¢itih
stupnjeva homologije. Visa temperatura podrazumijeva i stroze uvjete, odnosno sparivanje
sonde i DNA odsjecaka velike sli¢nosti. Nakon procesa optimizacije, temperatura od 68°C je
odredena kao optimalna za provodenje hibridizacije. Kao $to je vidljivo na Slici 21, u
negativnim kontrolama nema nespecificnog vezivanja sonde pri tim uvjetima hibridizacije.
Denzitometrijskom usporedbom jacine hibridizacijskog signala genomske DNA i pozitivne
kontrole poznate koli¢ine mobilnog elementa, odredeno je da je udio LTR retrotranspozona
porodice TRIM u genomu C. edule izrazito nizak (3.17*10° %). Kod skoljkasa G. glycymeris

udio TRIM mobilnih elemenata je usporedivo mali i ¢ini svega 4.69*10° % genoma.

Slika 21. Odredivanje udjela TRIM mobilnih elemenata u genomskoj DNA skoljkasa vrste C.
edule i G. glycymeris putem kaplji¢ne analize. NaneSena su serijska razrijedenja sljedecih
uzoraka: CED = genomska DNA vrste C. edule; GGL = genomska DNA vrste G. glycymeris.
Kao pozitivna kontrola K+ nanesen je TRIM element skoljkasa; negativne kontrole su K- (T)
= genomska DNA Kkukca brasnara Tenebrio molitor; K- (p) = prazan plazmid pUC18; K- (A)
= klon CED AP1 koji sadrzi nesrodne sekvence fragmentarne slicnosti s TRIM elementom.

4.5. Usporedba TRIM elemenata u genomima Skoljkasa Cerastoderma edule i
Glycymeris glycymeris

TRIM LTR retrotranspozoni nadeni u genomima S$koljkasa C. edule i G. glycymeris

pokazuju neznatne razlike u svojoj osnovnoj strukturnoj gradi i duljini pojedinih dijelova.

Dok je prosjetna duljina TDR domene kod C. edule 205 pb ona kod vrste

G. glycymeris iznosi 204 pb. Unutarnja domena se po duljini razlikuje u svega 2 nukleotida
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(66 pb za C. edule i 64 pb za G. glycymeris), a polipurinski traktovi su jednake duljine (7
nukleotida).

Takoder, primje¢ena je i relativno dobra strukturna o¢uvanost samih elemenata. Kod mrava
Pogonomyrmex barbatus, od 270 izvojenih kopija elementa PbTRIM, svega 67 je bilo
cjelovito, a prevladavale su varijante samo s jednom TDR domenom (159 elemenata) i krnje
varijante (44 elementa) (Zhou i Cahan, 2012). Kod istrazivanih Skoljkasa, C. edule i G.
glycymeris, primjeceno je da je veéina nadenih kopija elementa cjelovita, uz povremenu
prisutnost krnjih varijanti. Kod vrste G. glycymeris se izvojio samo klon GGL AP1 kod kojeg
su se dogodili znacCajniji geneticki rearanzmani koji zahvacaju sve dijelove elementa.
Rearanzmani kod TRIM elemenata nisu rijetka pojava. Smatra se da su elementi s jednom
TDR domenom posljedica dogadaja nejednolikog prekriZzenja (crossing-over) izmedu TDR
domena razli¢itth TRIM elemenata (Bennetzen 1 Kellog, 1997), pri ¢emu mogu nastati

varijante s jednom ili 3 TDR domene.

Na temelju rezultata sekvenciranja klonova koji sadrze TRIM elemente napravljene su
konsenzus sekvence za obje vrste Skoljkasa, prikazane na Slika 22. Usporedba konsenzus
sekvenci TRIM elementa ove dvije vrste Skoljkasa pokazala je medusobnu sli¢nost u
nukleotidnom sastavu od 75.08%.
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Slika 22. Sravnjenje konsenzus sekvenci TRIM elemenata nadenih kod vrsti C. edule i G.
glycymeris. TDR domene su oznacene ljubi¢astom bojom, unutarnje domene su oznaene
crvenom, a polipurinski trakt zutom bojom.
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Napravljena je matrica medusobnih sli¢nosti u nukleotidnom sastavu za sve TRIM
elemente izdvojene iz razli¢itih klonova vrsta C. edule i G. glycymeris (Tablica 5). 1z analize
je isklju¢en samo TRIM element iz klona GGL APl kod kojeg je doSlo do znacajnijih
rearanzmana i delecija. 1z matrice je vidljivo da je nukleotidna sli¢nost izmedu elemenata u
rasponu od 70.22% i 75.37% (oznaceno).

TRIM elementi $koljkasa C. edule i G. glycymeris opéenito pokazuju visok stupanj
homologije u nukleotidnoj sekvenci unutar svake od vrsta. Kod vrste C. edule dobiven je
postotak sli¢nosti od 84 do 86.05%, a unutar svake njezine podskupine taj postotak je
znacajno vedi (i do 100%). Za vrstu G. glycymeris uocen je vrlo visok postotak sli¢nosti od
¢ak 93 - 99%, $to je pokazatelj konzerviranosti ovih sekvenca unutar vrste tijekom evolucije.
Karakteristike koje su primije¢ene kod TRIM elemenata, a koje ukazuju na njihovu nedavnu
aktivnost su: visok stupanj homologije medu TDR domenama pojedinog elementa, velika
medusobna sli¢nost kopija s razli¢itih genomskih lokacija te prisutnost TSD motiva kod
gotovo svih kompletnih elemenata (Witte i sur., 2001; Zhou i Cahan, 2012). Primje¢ena
visoka oCuvanost u nukleotidnoj sekvenci TRIM elemenata kod vrsta C. edule i G. glycymeris
pokazuje da se vjerojatno radi o aktivnim retroelementima, a ne o degeneriranim varijantama

koje se medusobno vrlo razlikuju kao posljedica neaktivnosti i nakupljanja mutacija.
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Tablica 5. Matrica nukleotidnih sli¢nosti TRIM elemenata svih klonova vrste C. edule i G. glycymeris. Zuto su oznaceni elementi iz vrste C.
edule, a plavo elementi iz vrste G. glycymeris. Crveno je oznacCena najveca sli¢nost izmedu elemenata koji pripadaju razli¢itim skupinama, a
ruzi¢asto najmanja.

CEDAP5 |CED AP17|CED AP21|CED AP22 |CED AP23|CED AP24(CED AP25|CED AP26|CED AP27|GGLAP2 |GGLAP3 |GGLAPS |GGLAP6 (GGLAP7 |GGLAP8 [GGLAP11|GGLAP13|GGLAP15

CED APS
CED AP17/90.42
CEDAP21192.89  [95.10
CEDAP22|85.84  (84.00  |85.22
CEDAP23|85.84  (84.00 8522  |100.00
CEDAP24185.84  (84.00  |8522  [100.00 |100.00
CEDAP25/99.78  [90.65 |93.10  |85.84  |85.84  |85.84
CEDAP26|85.04 (8319  |84.43 (9914 |99.14  [99.14  |85.04
CEDAP27185.84  (84.00  |8522  [100.00 |100.00 [100.00 |85.84  |99.14
GGLAP2 |74.53 (7196  |73.53  |72.63  |72.63  |72.63  [7474 |72.42 (7263
GGLAP3 |74.95  (72.39  |7437 |72.84  |72.84  [72.84  [/5.16  |72.84  [72.84  |97.41
GGLAPS |73.05 (70.22 |7290 |70.74 |70.74  [70.74  |73.26  |70.74  (70.74  |93.74  |95.46
GGLAP6 |7453  |7174 7374 |72.21 (7221 |7221 |7474  |7221 7221  [96.33  [98.06  [95.25
GGLAP7 |7411 (7152 |7353 |72.00 |72.00 [72.00 (7432 |72.00 (7200 |96.54 (98.27 |94.60  [97.19
GGLAP8 |75.16  |7261 |7458 [73.05 [73.05 |73.05 |/537 |73.05 |73.05 (9719 9892 |9%.11 |99.14  [98.06
GGLAP11|73.47 |70.87  |7290 [7L.79 [71.79 |7L79 |7368 |7L79 [7L79 |95.03 |96.76  |94.17 (9654 [95.90  [97.41
GGLAP13|74.88 |7160 |74.02 |72.12 |72.12 |7212 |7512 7212|7212 [95.26  |96.68  |93.36  |95.97 |9573 [%96.92  |94.31
GGLAP15|74.74  |72.77  |7A16  |72.63  |72.63 |72.63 |7495 |7263 |72.63 [95.69  [97.41 |93.75 |9.77 |9655 |97.63  [95.05  [95.98
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4.6. Udio TRIM elemenata u genomima razli¢itih vrsta Skoljkasa i komparacija s

vrstama Cerastoderma edule i Glycymeris glycymeris

Udio TRIM mobilnih elemenata u genomima drugih vrsta $koljkaSa odreden je putem
kaplji¢ne analize (Slika 23) pri istim uvjetima hibridizacije kao za vrste C. edule i G.
glycymeris. Klasifikacija ostalih vrsta skoljkasa koristenih za ovaj eksperiment je navedena u
Tablici 1. Koli¢ine DNA u serijskim razrjedenjima navedene su u Tablici 2 poglavlja
Materijali i metode. U Tablici 6 su prikazane izra¢unate vrijednosti udjela TRIM elemenata u
genomima razli¢itih vrsta Skoljkasa nakon skeniranja filmova 1 denzitometrijske
kvantifikacije pomoc¢u programa ImageJ. Kod vrste Ruditapes decussatus (RDE) udio TRIM
elemenata iznosi oko 0,03%, kod vrsta Donax trunculus (DTC) i Venus verrucosa (VVE)
0,05%, kod Ruditapes philippinarum (RPH) i Polititapes rhomboids (VRH) 0,19%, a kod
Skoljkasa Dosinia exoleta (DEX) udio u genomu je 0,65%. Kod ostalih $koljkasa, Venerupis
corrugata (VPU), Magallana gigas (MGI) i Mytilus galloprovincialis (MGA) udio TRIM
elemanata u genomu je bio ispod razine detekcije. Zajedni¢ko svim ispitanim vrstama,
uklju¢ivo C. edule (CED) i G. glycymeris (GGL), je nizak udio LTR retrotranspozona
porodice TRIM u genomu, <1%.

Uoceno je da njihova zastupljenost varira ovisno o vrsti i ne ovisi o medusobnoj
filogenetskoj udaljenosti ispitanih vrsta. Ta cCinjenica bi ukazivala na zasebnu dinamiku
propagacije koju su TRIM elementi imali u svakoj od ispitanih vrsta kroz evoluciju. Kod svih
analiziranih vrsta zastupljenost u genomu je niska (< 1%), pri ¢emu je kod vrsta C. edule i G.
glycymeris taj postotak iznimno nizak te iznosi 3.17*10, odnosno 4.69*10™, gotovo na rubu
detekcije metode. Nizak udio ovih rasprSeno ponovljenih sekvenci u genomima $koljkasa nije
iznenadenje, uzevsi u obzir da je za ove organizme karakteristi¢na istovremena prisutnost

velikog broja razliitih niskozastupljenih repetitivnih sljedova (Satovié i sur., 2018).
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Slika 23. Odredivanje udjela TRIM mobilnih elemenata u genomima Skoljkasa putem
kaplji¢ne analize. Nanesena su serijska razrijedenja sljede¢ih uzoraka: Pozitivna kontrola K+
je TRIM element; negativne kontrole su K- (T) = genomska DNA kukca kornjasa T. molitor;
K- (p) = prazan plazmid pUC18; K- (A) = klon CED AP1. Nanesena su i serijska razrijedenja
genomskih DNA skoljkasa: VRH = Polititapes rhomboides; MGA = Mytilus
galloprovincialis; VPU = Venerupis corrugata (a) RDE = Ruditapes decussatus; MGI =
Magallana gigas; DTC = Donax trunculus (b) RPH = Ruditapes philippinarum; DEX =
Dosinia exoleta; VVE = Venus verrucosa (C).
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Tablica 6. Udio TRIM mobilnih elemenata u genomima skoljkasa obradenih u sklopu ovoga
rada.

TRIM % u genomu
Cerastoderma edule 3.17*10-5
Glycymeris glycymeris 4.69*10-5
Polititapes rhomboids 0.190904264
Ruditapes decussatus 0.029808561
Donax trunculus 0.051049285
Ruditapes philippinarum 0.193686432
Dosinia exoleta 0.647378974
Venus verrucosa 0.052644598
Mytilus galloprovincialis nemjerljivo
Magallana gigas mS:(;Z'iInSEOd
Venerupis corrugata detekcije

4.7. Evolucijska starost TRIM elementa

Uzevsi u obzir klasifikaciju Skoljkasa koriStenih u ovom istrazivanju (Tablica 1),
mozemo primijetiti da pripadaju dvama podrazredima unutar razreda Bivalvia: Heterodonta
(C. edule) i Pteriomorphia (G. glycymeris). Prisutnost TRIM mobilnog elementa unutar oba
podrazreda ukazuje na postojanje zajednickog pretka koji je sadrzavao taj element. Posto je
procijenjeno vrijeme diverzifikacije podrazreda Pteriomorphia 516 milijuna godina (Bieler i
sur. 2014), to je ujedno i minimalno evolucijsko vrijeme starosti ovog LTR retrotranspozona
porodice TRIM.
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5. ZAKLJUCCI



1) U sklopu ovog istrazivanja po prvi puta je izoliran i odreden primarni nukleotidni slijed
LTR retrotranspozona porodice TRIM kod skoljkasa Cerastoderma edule i Glycymeris
glycymeris Kkoji pokazuju neznatne razlike u svojoj osnovnoj strukturnoj gradi i duljini

pojedinih modula.

2) Primije¢ena visoka oCuvanost u nukleotidnoj sekvenci TRIM elemenata unutar svake od

vrsta ukazuje na to da se vrlo vjerojatno radi o aktivnim mobilnim elementima.

3) TRIM elementi u genomima Skoljkasa C. edule i G. glycymeris sa¢injavaju tek mali dio
ukupnog genoma. Kod C. edule je to 3.17*10°%, a kod G. glycymeris 4.69*10°%.

4) Udio TRIM elemenata u genomima drugih vrsta $koljkasa takoder je vrlo nizak i kod svih

vrsta ¢ini <1% genoma.
5) Nizak udio ovih repetitivnih sekvenci u genomima ispitanih organizama u skladu je s dosad
primijecenim trendom o postojanju velikog broja nisko zastupljenih ponovljenih sekvenci u

genomima skoljkasa.

6) Na temelju dobivenih rezultata procijenjena minimalna evolucijska starost TRIM elementa

iznosi 516 milijuna godina.
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7. PRILOZI



POPIS KRATICA I PUNIH NAZIVA KORISTENIH KEMIJSKIH SPOJEVA

CDP-Star

DIG
DNA
EDTA
Gb
IPTG
Mb

mQ H,0
pb

PBS
PCR
PPT
RNA
Rpm
SDS
TDR
TRIM
Tween20

X-gal

dinatrij 2-kloro-5-(4-metoksi-spiro{1,2-dioksetan-3,2’-(5’-
kloro) triciklo [3.3.1.1*"]dekan}-4-il)-1-fenil fosfat

Digoxigenin
deoksiribonukleinska kiselina
Etilen diamin tetraoctena kiselina
giga baza
Izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid
mega baza
deionizirana destilirana voda
parova baza
Primer binding site
Polymerase Chain Reaction (lanc¢ana reakcija polimerazom)
Polypurine tract
ribonukleinska kiselina
revolutions per minute (broj okretaja po minuti)
Sodium dodecyl sulfate (natrijev dodecil-sulfat)
Terminal direct repeat (terminalna direktna ponavljanja)
Terminal-repeat retrotransposons in miniature
polisorbat 20-surfraktant

5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-galaktozid



1ZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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