1. Uvod

Repka se v soudasné dobé fadi mezi sedm nejvyznamnéjsich olejnin péstovanych
ve sveété. Podle serveru Svazu péstiteld a zpracovatelii olejnin byla produkce fepky
v Ceské Republice v roce 2005 775 tis. t. Vyznam této olejniny spo&iva hlavné v obsahu
oleje, ktery je vychozi surovinou pro velkou skalu vyrobkt, biomasa se spotfebovava jako
zelené krmeni, ¢i hnojeni, je vybornou piedplodinou pro obiloviny a v neposledni fad¢ je
fepka potravinafskou surovinou, ktera slouzi k lidské vyzive.

Pro dosazeni maximalnich vynosii a pozadované kvality tfepkového oleje je
zdsadni vybér vhodné odridy. Slechténi fepky je dlouhodoby proces, ktery zahrnuje
slozitou selekci rostlin s vhodnymi vlastnostmi. Z téchto divodid je aplikace
molekularnich markerd ve Slechténi fepky velmi pfinosné. Obecné se pomoci
molekularnich markerti daji detekovat rozdily v genetické informaci mezi analyzovanymi
druhy, populacemi, klony, jedinci nebo bunkami a jsou zalozeny na polymorfismu
sekvenci DNA. Molekularni markery jsou ve Slechtitelskych programech vyuzivany pii
sledovani urcitych genti v pribéhu Slechtitelského procesu pomoci riznych metod
molekularni biologie. Dale slouZzi napt. pro genetické mapovani, populacni genetiku a pii
studiu evoluce.

Cilem této bakalarské prace bylo vyuziti metody PCR—-RFLP pro detekci S-
haplotypt u fepky a riiznych alel genu SLG I1, které¢ byly klonovéany a sekvenovany. Tento
gen se podili na autoinkompatibilni reakci u fepky, kterd znemozituje opyleni rostliny
vlastnim pylem. Pfitomnost riiznych alel tohoto genu urcuje S-haplotyp, ktery je nezbytny
pro rozliSeni autoinkonpatibilnich linii. Dv¢ autoinkompatibilni linie sriznym S-
haplotypem mohou byt pouzity pro tvorbu hybridni fepky s vy$§im vynosem. Klasické
stanoveni S-haplotypl vzdjemnym sprasovanim a hodnocenim pomoci semenného testu je
snadno ovlivnitelné vnéjSim prostfedim a musi se nékolikrat opakovat. Vysledky

molekularnich analyz by toto mohly urcit spolehlivéji.



2. Literarni piehled

2.1 Slechténi hybridni Fepky

Repka (Brassica napus var. Arvensis) vznikla spontinnim kiiZzenim B. oleracea
(2n=18) s B. campestris (2n=20), a je tedy amfidiploid. Je pfevazné samosprasnd, ale
s vysokym podilem cizospraSeni (30-40%), coz zavisi 1 na aktivit¢ vcel, na
povétrnostnich podminkach v dob¢ kveteni i na genetické dispozici (Chloupek, 1995).

Pro ziskani a produkci hybridniho osiva u fepky je nutné provést fizené opyleni s
vyuzitim genové (jaderné), cytoplazmatické ¢i cytoplazmaticko-genové (CMS) pyloveé
sterility (Agritec.cz, 2006).

Pylovéa sterilita se vyuzivd k produkci hybridniho osiva. Diky pylové sterilité

odpada nutnost ru¢niho kastrovani matetskych rostlin.

2.2 Rizené opyleni

Pro zabrdnéni samospraSeni u fepky se vyuzivd nékolika zplsobl: jaderné samci
sterility (GMS), cytoplasmatické formy samci sterility (CMS), genové-cytoplasmatické
formy pylové sterility a autoinkompatibility (Ondfej a Drobnik, 2002).

2.2.1 Jaderna (genova) samdi sterilita (GMS)

Jaderna samci sterilita je determinovana pfevazné recesivni alelou jednoho genu 7/,
v praxi vyuzitelné geny dominantniho typu Rf, byly do fepky vneseny transformaci
pomoci bakterii rodu Agrobacterium, oba typy jsou sporofytického typu (Anonyml,
2006).

Po zktizeni pylové sterilnich dominantnich homozygotii s recesivnimi homozygoty
tedy vznikaji pylové sterilni heterozygoti. U fepky je nutné, aby rostliny Fi- generace
byly uplné fertilni, proto jeden z partnert kiizeni musi obsahovat gen pro obnovu
fertility, coZ umoznuje napiiklad systém barndza-barstar (Ondfej a Drobnik, 2002).
Barnéza je RNaza z Bacillus amyloliquefaciens, kteréa také produkuje inhibitor barnazy
nazyvany barstar, coz je maly protein o velikosti 89 aminokyselin. Mechanizmus
pylové sterility, navozené transgenozi, spociva ve vyuziti koédujici sekvence pro
barndzu, fizenou promotorem, specifickym pro tapetovou vrstvu bunck prasnika.
Tapetum obklopuje pylovy vacek, v némz jsou pylové matefské buiiky a v prub¢hu

vyvoje pylovych zrn degraduje. Tapetum produkuje mnoho proteinti, které napomahaji



vyvoji pylu, nebo se dokonce stavaji komponentami vnéjSich bunéénych stén pylovych
zrn. PredCasna degenerace tapeta, podminénd transgenem, ma za nasledek 1 degeneraci
pylovych zrn a to je podstatou pylové sterility. V nasledujici generaci lze sterilitu
odstranit, jestlize druhy rodi¢ je homozygotni pro transgen, ktery koduje protein barstar

se stejnym promotorem (Kas et al., 2004).

2.2.2 Cytoplazmaticka sterilita
Cytoplazmatickd pylova sterilita je kontrolovana vyluéné faktory pfitomnymi v

cytoplazmé a vyskytuje se velmi vzacné. Cytoplazmaticko-jaderny typ pylové sterility

je Casto oznaCovan jako cytoplazmatickd samci sterilita CMS (cytoplazmatic male
sterility). Cytoplazmatické faktory samci sterility (plazmotypy) spolupiisobi s jednim
nebo i vice parem alel, z nichZ jedna je plazmon-senzitivni a s plazmotypem S dava
pylové sterilni rostliny. Tato alela je vétSinou recesivni a oznacuje se rf nebo ms.

Dominantni alela Rf obnovuje s plazmotypem S fertilitu, fika se ji proto obnovitel

fertility (restorer) (Anonyml).

U fepky se vyskytuje n€kolik druhtt CMS, uvadi se jich 7, ale nejvyznamé;jsi jsou 4
typy: CMS nap, CMS pol, CMS jun, CMS ogu. Tyto 4 typy CMS maji piivod ve
vnitrodruhovém i mezidruhovém kiizeni, pfipadné ve spontanni mutaci.

» CMS nap - nejznamgéjsi je tzv. systém ,,Bronowski®, ktery pochazi z kiizeni odrud
ozimé a jarni fepky s polskou odriidou ,,Bronowski*. Sterilitu pylu kontroluji dva
jaderné geny (rflrfl, rf2rf2). Systém je vSak nestaly, podléha vlivu teploty vzduchu.
Byl poprvé popsan Thompsonem v roce 1972, stejny typ objevili Shiga a Obkawa
(Bartktowiak - Broda, 1991).

» CMS pol - byl objeven v populaci jarni fepky ,Polima“ a je podminovan
genotypem rf rf, ale jsou znamy i obnovitelé s Rf geny (Barsby, 1987).

» CMS jun - vykazuje vysokou stabilitu a moznost obnovy fertility.

» CMS ogu - pochazi z japonské fedkve druhu Raphanus sativus (Ogura, 1968). Do
fepky byla pfenesena mezirodovym kiizenim po ptenosu jadra druhu B. oleracea
do cytoplasmy druhu Raphanus sativus .

V praktickém vyuziti CMS nastava i nadale problém vhodnych udrzovatela sterility a

hlavné ziskéni ulinnych obnoviteli fertility s Rf geny, bez negativniho ovlivnéni

dalsich znakt a vlastnosti (Graman, 1995).



2.3 Autoinkompatibilita (AI) u Fepky

Pro heterozni Slechténi je nutné vyloucit samospraseni uvnitf linii. To je mozné
zajistit bud’ samc¢i sterilitou nebo autoinkompatibilitou (Chloupek, 1995). U fepky se
prirozena autoinkompatibilni linie vyskytuje vzacné a navic je u téchto linii
autoinkompatibilita recesivniho typu, coz znesnadiuje Slechténi (Sobotka, 2001).

Autoinkompatibilita je u fepky sporofytického typu, reakci urcuje celd otcovska
rostlina, nejenom genotyp pylového zrna. Autoinkompatibilitu u fepky v roce 1953
popsal Olson jako tplnou inhibici vyvinu pylovych la¢ek pti samoopyleni rostlin. Riist
pylové lacky zastavi aktivni glykoproteiny na povrchu blizny. Kazdy glykoprotein je
definovan jednou S-alelou (Graman et al., 1999).

Systém Al je kontrolovan sporofyticky tsekem DNA, tzv. S-lokusem s
mnohacetnym vzdjemnym plsobenim mezi rtiznymi S-alelami (Bateman, 1955;
Ockendon, 1974). S-alely u rodu Brassica jsou podle fenotypu rozdéleny na skupinu
alel s vysokym stupném dominance (tfida 1.) a na skupinu povazovanou za recesivni
(tfida II.) (Nasrallah et al., 1991).

S-lokus také obsahuje vysoce polymorfni geny, SLG a SRK. Zatimco SRK (S-locus
receptor kinase, Stein et al., 1991) se jevi jako urcujici determinant specifi¢nosti samici
Al, gen SLG (S-locus glycoprotein, Nasrallah et al., 1985) je povazovan za prvek
podporujici funkci SRK (Suzuki T, 2000). Dalsi vyznamny gen Gcastnici se Al je SCR
(S — locus cystein rich protein, Schopfer et al., 1999), n¢kdy taktéz nazyvany SPI]
(Suzuki et al., 1999).

SRK gen koéduje transmembranovy protein. Exprimuje se v blizné a slouzi jako
klicovy gen pro rozpoznavaci reakci a Al odpovéd. Jeho nukleotidova sekvence je
velice podobna genu SLG ( Stein et. al., 1991).

SCR gen je exprimovan pouze v prasnicich. Jeho produktem je protein, ktery je
povazovan za samc¢i determinant Al a produkuji ho buniky tapeta. Vaze se na protein
SLG genu (PCP- pollen coat protein) a je lokalizovan mezi geny SLG a SRK (Schopfer
et al., 1999; Suzuki et al., 1999).

U genu SLG zatim neni piesn¢ znama jeho funkce, ale mohl by podporovat proces
rozpoznani SCR nebo tento gen transportovat k cytoplazmatické membrané. Gen SLG
neni nezbytné nutny pro Al reakci (Takasaki et al., 2000). Gen SLG je dlouhy 1300 bp.
Podle Takasaki et al. ma gen SLG velice podobnou nukleotidovou sekvenci jako gen

SRK.



2.4 Molekularni markery pouZivané ve Slechténi Fepky

2.4.1 Metody zaloZené na PCR

Metoda PCR (Polymerase Chain Reaction - polymerazova fetézova reakce) byla
popsana v roce 1984 (SAIKI et al., 1985).

Zavedeni a rychly rozvoj této techniky na prelomu 80. a 90. let minulého stoleti
vyrazn¢ zjednodusil fadu protokoli pouzivanych v molekularni biologii. PCR
umoznuje ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci genomové DNA v libovolném
mnozstvi in vitro, coZ je jednou z jejich vyhod (Smarda et al, 2005).

Principem této metody (Obr.1) je amplifikace useku jaderné DNA, pokud zndme
nukleotidové sekvence lezici v blizkosti nasi cilové oblasti — tzv. primery. Primery jsou
uméle nasyntetizované oligonukleotidy (10-30 bazi dlouhé), které jsou komplementarni
k sekvencim dsDNA. Pti PCR se cyklicky opakuje enzymova syntéza novych fetézct
tsekt dsDNA ve sméru 5 — 3" prostfednictvim DNA-polymerazy. Usek nukleotidové
sekvence je vymezen piipojenim dvou primeril, které se vaZzou na protilehlé fetézce
DNA tak, Ze jejich 3'- konce sméfuji proti sobé. Po piiddni DNA-polymerazy a
nukleotidii pak probiha syntéza novych vlaken na obou fetézcich proti sméru. K syntéze
DNA se pouziva vétSinou 7aqg DNA-polymeraza, ktera byla poprvé izolovana
z termofilni bakterie Thermus aquaticus vroce 1968 Thomasem D. Brockem. Je
specifickd tim, Ze odolava vysokym teplotdm, pii nichz uz DNA denaturuje. To
umoznuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cykli. PCR je proces pii
némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stiidaji tfi kroky, béhem nichz
probihaji tfi odlisné d¢je s odliSnymi ndroky na teplotu a fragmenty DNA se mnozi
exponencialni fadou:
= denaturace dvoutetézcové DNA pfi teploté 94°C,
= annealing ( neboli nasedani) primeri k odd€élenym fetézcim DNA (30-65°C),
= syntéza novych fetézcit DNA za pouZiti DNA-polymerazy (65-75°C)

Tento proces se cyklicky opakuje 30-50x.



Obrazek €. 1: Polymerazova retézova reakce (Anonym3)
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Vyslednym produktem PCR jsou amplikony, coz jsou tiseky DNA definované délky
o velikosti obvykle desitky az tisice bp. Po skonceni PCR reakce se amplifikovana

DNA detekuje pomoci gelové elektroforézy (Smarda et al., 2005).

24.1.1  PCR-RFLP
Restriktion Fragment Lenght Polymorphism - polymorfizmus délky restrikénich
fragmentt

V nékterych piipadech se pro tuto metodu pouziva anglicky nazev CAPS =
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences. Metodou PCR-RFLP se zjistuje sekvenéni
polymorfismus stejn¢ dlouhych PCR fragment. Takto se daji rozliSit rtizné alely
jednoho genu nebo nekodujiciho tseku, ktery se vyuziva jako marker, napt. vnitini
transkribované spacery mezi geny pro ribozomalni RNA (ITS). Princip metody PCR-
RFLP spociva v tom, ze se pomoci PCR amplifikuje specificky fragment DNA (napf.
usek genu), ktery se dale §tépi restrikéni endonukleazou. Rozpoznavaci misto restrikéni
endonukledzy musi byt v misté¢ odliSné nukleotidové sekvence tak, aby od sebe byly
odliSeny dva tiseky DNA liSici se naptiklad pouze v jedné bazi, nebo aby vysledkem
byl co nejvyssi polymorfismus. Vznikaji fragmenty rizné délky, které jsou nasledné
separovany na agar6zovém gelu. Pro rozliSeni vysSiho polymorfismu se nékdy
pouzivaji razné restrikéni endonukledzy. Vizualizace se provadi pomoci ethidium
bromidu. Vyhodou této metody je jeji nendroCnost a moznost ur€eni mista mutace.
Mezi nevyhody patii to, ze pravdépodobnost detekce mutace je relativné nizka a zavisi
na poctu pouzitych enzymut (Knoll a Vykoukalova 2005).

Této metody se taktéz vyuziva napt. k charakterizaci odlisSnych S — alel u Brassica

napus, ¢i k restrikénimu $tépeni genu SLG amplifikovaného pomoci klasické PCR.

24.1.2 RADP
Randomly Amplified Polymorphic DNA — polymorfismus nahodn¢ amplifikované
DNA

Tato metoda patifi mezi PCR techniky a poprvé byla publikovdna v roce 1990.
Vytvati produkty, pro jedince, nahodné rozd€lené v genomu templatové DNA
(WILILIAMS a kol., 1990). RAPD (n€kdy oznacovana jako AP-PCR= Arbitralily
Primed PCR) pouZziva jeden nebo vice kratkych primert o délce 8- 12 nukleotidi
libovolné sekvence snezndmou homologii k cilové sekvenci DNA a madlo piisné

podminky pro pfipojeni primeru. Za téchto podminek dochdzi k nasedani primeru



s vysokou pravdépodobnosti na vice mistech na obou fetézcich DNA. Obvykle se
vyskytne nékolik mist, kterd nejsou od sebe pfiliS vzdalena a umoznuji pfipojeni
primert na protilehlych fetézcich 3’-konci smétujicimi k sobé. Vysledkem bude celéd
velka skupina amplifikovanych fragmentt, které se pak déle rozd¢€li na elektroforéze a
vytvoii elektroforeticky obraz charakteristicky pro dany genom (Ondfej, 1999). Pro
RAPD analyzu je vhodné optimalizovat vSechny parametry, pfedevSim koncentraci
DNA, koncentraci hote¢natych iontd a primer, podminky PCR reakce (teplotu
annealingu) a typ a mnoZzstvi termostabilni DNA polymerazy (Caetano-Anollés a
Gresshoff, 1997).

Genomy ptibuznych, ale casto vzdalenéjSich druht jsou velmi shodné
organizovany. VétSina prouzki byva shodnd. Proto je tfeba vyhledat primer, ktery
vykazuje riznou polohu prouzkii u tfeba i1 velmi pifibuznych organismid -
polymorfismus. Soubor nékolika takovych primert charakterizuje napf. odridu velmi

presn& (Curn a Skova, 199).

2.4.1.3 AFLP
Amplified Fragment Lenght Polymorphism — délkovy polymorfismus amplifikovanych
fragmentt

Zékladem této techniky, nékdy také oznaCované jako ,,fragmentova analyza®, je
rozstépeni komplexni genomové DNA dvéma restrikénimi endonukledzami, z nichz
jedna rozpoznava delsi cilové misto a druha krat$i. V dalsim kroku se k obéma takto
ziskanych fragmentt pfipoji dva riizné adaptéry, kratké tiseky DNA, které se na jednom
konci paruji s jednotetézcovymi useky DNA vzniklymi Stépenim jednou nebo druhou
endonukleasou a zaroven obsahuji kazdy svou vlastni specifickou sekvenci nukleotidi,
ktera bude nasledné slouzit k ptfisednuti PCR-primerti. V dalSim kroku se pomoci
dvojice specifickych primer amplifikuji vSechny fragmenty DNA, které jsou na
koncich opatieny touto dvojici adaptéra. PCR-primery jsou navrzeny tak, ze se mohou
parovat s nukleotidy adaptérii, a zdrovenn na svém konci piesahuji o jeden nukleotid
délku adaptéru, takze se mohou parovat s jednim ze 4 moznych nukleotidi fragmentu
studované¢ DNA. Diky tomuto ptesahu se namplifikuji vSechny fragmenty, ale pouze ty,
které maji na obou koncich spravné nukleotidy. Amplifikuje se tedy v priméru kazdy
16. fragment. V dal$im kroku se tento postup jesté jednou opakuje, ale PCR- primery
zasahuji o dva nukleotidy hloubéji do nitra amplifikovanych fragmentii a primer, ktery

dosedd na adaptér je fluorescenéné znacCen. Diky tomu se ampifikuje kazdy 256.



fragment. Zaroven budou fluorescenéné znaCeny pouze ty fragmenty, které jsou
alespon na jednom konci ohrani¢eny cilovym mistem pro vzacnéji Stépici
endonukledzou. Nasledné provedeme elektroforézu. Diky fluorescencné oznacenému
primeru muzeme velikost jednotlivych fragmentl zjistit pomoci kapilarové
elektroforézy v automatickém sekvenatoru (Flegr, 2005).

Princip je zalozen na selektivni amplifikaci restrikénich fragmentt celého genomu.
Postup se sklada ze tii zdkladnich krok: 1. rozstépeni genomické DNA na fragmenty,
na néz se naliguji adaptory, 2. selektivni amplifikace fragmentli pomoci specialnich
primert a 3. elektroforéza produktti a pocitacova analyza (PERKIN ELMER, 1995).

Pouzitim AFLP je tedy mozno vizualizovat sadu restrikénich fragmentli pomoci
PCR bez znalosti jejich nukleotidové sekvence. Polymorfizmus je zaloZen na ztraté
nebo ziskani restrikénich mist a je analogicky s polymorfizmem RFLP (Smarda et al.,

2005).)

2.4.1.4 SSR- mikrosatelity
Simple Sequence Repeats = Short Tandem Repeats — tandemova opakovani kratkych
motivl

Mikrosatelity jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se opakujicich motivi.
D¢élka motivu je 2-, 3-, 4- nebo 6-bazi. Jejich vyznamnou vlastnosti je, ze vykazuji
vysoky stupent polymorfismu, ktery je zplsobeny variabilnim poctem tandemovych
repetic ( obvykle 10-30). Diky metodé PCR a nasledném vizualizovinim na
polyakrylamidovém gelu (PAGE) muze byt polymorfismus mikrosateliti spolehlivé
testovan.

Rozdilt v délce fragmentli genomové DNA podminéné ptitomnosti SSR se pouziva
k odliSeni blizce ptibuznych jedincii a k detekci vztahi mezi nimi zejména v genetice
populaci (Smarda et al., 2005).

Velkou vyhodou této metody je jeji znacna kapacita, tj. moznost soucasné

zpracovavat velké mnozstvi vzorki, rychlost a nizka cena (Flegr, 2005).

2.4.2 Metody zaloZené na hybridizaci
2.4.2.1 RFLP
Restriction Fragment Length Polymorphism — polymorfismus délky restrikénich

fragmentii



RFLP je metoda zalozena na restrikénim Stépeni DNA pomoci restrikénich
endonukledz, elektroforetické separaci Stépti a hybridizaci se specifickou sondou
(Southernliv pienos). Mutace v restrikénim misté zméni velikost restrikénich fragmentt
a tedy i velikost prouzkd po hybridizaci (Curn a Sdkova 1996). Selektivni hybridizace
umozni snaz$i interpretaci vysledkli analyzy RFLP snizenim poctu srovnavanych
fragmenti, které lze vyuzit i jako signalni znaky pii mapovani genomu (Smarda et al.,
2005).

Metoda vyuziva restrikénich endonukledz typu II, které se specificky vazi na DNA.

2.5 Sekvenovani

Tato metoda slouzi k pfesnémuuréeni nukleotidové sekvence jakéhokoliv
izolovaného fragmentu DNA. Na konci sedmdesatych let loniského stoleti byly
objeveny rychlé a jednoduché metody, z nichZ nejpouzivanéjsi jsou Maxam- Gilbertova
metoda a Sangerova (Dideoxy) metoda. (Alberts et al., 2005).
a) Sangerova metoda byla pojmenovana po svém objeviteli vroce 1977. Je také
nazyvana ,dideoxy sekvenovani“, protoze zahrnuje pouziti 2 ,3-dideoxynukleotid
trifostaty (ddNTPs), které postradaji na svém 3’- konci hydroxylovou skupinu. V této
metod¢, jednovldknova (ss) DNA je osekvenovana a slouzi jako templat pro in vitro
DNA syntézu; synteticky znaceny 5’-konec oligodeoxynukleotidu se pouziva jako
primer. Sekvenovany usek DNA se rozdéli do Ctyt ¢asti a kazda ¢ast obsahuje nizkou
koncentraci dideoxynukleotid trifosfatd (ddNTP) (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) a
navic k tomu vyssi koncentraci volnych deoxynukleotidi. V kazdé reakci je ddNTP
nahodné pfipojen v pozici k odpovidajicimu deoxynukleotidu (ANTP). Pfidani dANTP
ukon¢i polymeraci, protoZze nepiitomnost 3- OH skupiny ptedejde piidani dalSiho
nukleotidu. Smés zakoncenych fragmenti se rozd€li soubézné na gelové elektroforéze;
odd¢lené fragmenty jsou detekovany autoradiograficky (Lodish et al., 2005).

Sangerova metoda se pouziva Castéji nez metoda Maxam-Gilbertova, protoze se da
touto metodou sekvenovat Usek o délce 500-800 kb. Jeji nevydou je, ze pfi Cteni

sekvence necteme sekvenci ptivodni DNA, ale sekvenci k ni komplementérni.

b) Maxam-Gilbertova metoda- taktéz pojmenovana po svych objevitelich, ktefi tuto
prvni metodu sekvenovani vymysleli koncem 70. let. Metoda se pouZzivé k sekvenovani
DNA fragmentli obsahujicich az 500 nukleotidi. Maxam-Gilbertova metoda vyuziva

toho, ze Ctyfi vzorky DNA jsou restrikéné $tépeny a vystaveny riznym chemickym
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reakcim, které selektivné §t€pi DNA v riznych specifickych nukleotidech. DNA je na
svych koncich znafend. Ziskané fragmenty jsou oddéleny gelovou elektroforézou a
pouze koncov€é znacend vldkna jsou nasledné vizualizovana autoradiograficky.
Sekvence piivodniho koncové znaceného restrikéniho fragmentu muize byt stanovena
ptimo z paralelni elektroforézy ctyt jednotlivych reakcei (Lodish et al., 2005).

Diivod pro¢ se této metody moc nevyuziva je nékolik, z nichz bych uvedla nutnost
pouzivani radioaktivné znacenych konci, pfinasejici vysokou urovei radioaktivity.

Dnes je znama kompletni nukleotidovd sekvence desitek tisic gend, nékolika
bakterialnich genomti a genomové DNA eukaryotniho organismu kvasinky, octomilky,

hlistice a v neposledni fad¢ také cloveka (Alberts et al., 2005).

2.6 Klonovani

Klonovani jako takové ma dva vyznamy. Zaprvé, timto terminem mizeme rozumet
vytvofeni mnoha identickych kopii molekuly DNA a za druhé mizeme tento termin
chapat jako proces izolace urcitého useku DNA (obvykle genu) z celkové bunécné
DNA, ktery je usnadnén specifickou amplifikaci poZzadovaného useku. Pro mnoho
aplikaci technologie DNA je nutné klonovat (vytvofit identické kopie) tisek DNA.
K tomu nam slouzi rychle se d¢lici bakterie, které nam pozadovany usek namnozi
v relativné kratké dobé. Vyhodou je, Ze pii kazdé replikaci bakteridlni DNA je
zkopirovana i nase DNA. Aby se cizoroda DNA v bakteridlni buiice udrzela, je pro jeji
amplifikaci vyuzit nosi¢ neboli vektor, kterym je bakteridlni plazmid nebo virovy
genom (Alberts, 2005).

Vznik metody byl umoznén studiem replikace plazmidii a bakteriofagli, objevenim
restrikénich endonukledz a izolaci ligdzy, ktera vybrané kusy DNA zase spojuje
(Lodish et al., 2005).

Klonovani zahrnuje tii zékladni kroky:

1. Pfipravu rekombinantni molekuly DNA;

2. Pfenos rekombinantni molekuly do hostitelské bunkys;

3. Selekei klonti obsahujicich rekombinantni DNA (Smarda et al., 2005).

2.6.1 Vektory

Nejvice jsou pouzivané dva typy vektort: plazmid Escherichia coli a bakteriofag A.

Plazmidové vektory se kopiruji spolecné s hostitelskou buinikou, zatimco A vektory se



replikuji jako lytické viry tak, ze zabiji hostitelskou butiku a zabali DNA do virionu.
Klonovaci vektory sestavaji ze tii zakladnich casti: replikator, struktury selekéniho

systému a restrikéni misto (mista), umoziiujici snadnou inserci klonovaného fragmentu

(Lodish et al., 2005).

2.6.2 Plazmidy

Plazmidy jsou kruhové, dvouvldknové DNA (dsDNA) molekuly, které jsou
oddéleny od bunééné chromozomalni DNA. Tyto mimochromozomalni DNA
molekuly, které se pfirozené vyskytuji v bakteriich, v jadife kvasinek a ve vysSich
eukaryontnich bunkach, existuji v parazitnim nebo symbiotickém vztahu s jejich
hostitelskou butikou. Plazmidy mohou byt velké od né€kolika tisic parii bazi (bp) az vice
nez 100 kilobazi (kb). Stejné jako chromozomdlni DNA je plazmidovd DNA
kopirovana pted kazdym bunéénym délenim.

Tyto plazmidy byli upraveny a zkonstruovany pro pouziti jako vektori v DNA
klonovani. Plazmidy nejbéznéji uzivané v rekombinantnich DNA technologiich se
kopiruji v E. coli. (Lodish et al., 2005).

Idealni plazmid by m¢l mit nésledujici vlastnosti:

¢ malou velikost; malé plazmidy se snadno izoluji a v buitkdach dosahuji vysokého
poctu kopii

¢ mély by mit schopnost snadného a ucinného prenosu do hostitelskych bunck a
zaroveén se v ni i replikovat a udrzet cizorodou DNA pfi replikaci

¢ musi obsahovat replikdtor (ORI=replication origin), coz je specifickdi DNA
sekvence o velikosti 50-100 bp a =zajistuje replikaci klonovaciho vektoru

v hostitelské buiice (Lodish et al., 2005)
¢ musi obsahovat geny, na zaklad¢ jejichz fenotypového projevu lze builky snadno

selektovat, oznacuji se jako selekéni markery a jsou to geny, které buikdm

proptjcuji rezistenci k antibiotikim, napf. k ampicilinu, tetracyklinu nebo
chloramfenikolu

¢ musi nést vhodnd klonovaci mista, tj. jedinecnd restrikéni mista pro restrikéni
endonukledzy, do nichz se zaclenuje cizorodd DNA; vektory vétSinou obsahuji
zaClenéné nukleotidové sekvence, oznaCované jako polylinker (multiple cloning
site), do tohoto mista lze vlozit cizorodou DNA piipravenou St€penim riiznymi

restrikénimi enzymy (Smarda et al., 2005).
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2.6.3 Bakteriofag A

Bakteriofag A je pravdépodobné nejvice studovanym bakteridlnim virem. Jeho télo se
skladd z hlavy, ve které je obsazena virova genomovd DNA a z bi¢iku, ktery infikuje
hostitelskou buniku E.coli (Lodish et al., 2005).

U faga lambda neni jeho stfedni tfetina genomu nezbytna pro jeho lyticky rist a Ize ji
tedy nahradit cizorodou DNA. Do fagovych kapsidu lze in vitro zabalit rekombinantni
DNA ohrani¢enou misty cos vzdalenymi 37- 52 kb. Vektory z bakteriofdga jsou
piednostné pouzivany ke klonovani genomové DNA a cDNA (Smarda et al., 2005).

2.6.4 Kosmidy

Jsou to vektory odvozené zplazmidl, do nichz byla naklonovdna mista cos
bakteriofaga lambda. Pfitomnost mist cos umoziuje sbaleni rekombinantni DNA,
piipravené¢ zaClenénim cizorod¢é DNA do klonovaciho mista kosmidu. Jejich
prostiednictvim Ize klonovat DNA o velikosti 32- 47 kb, jsou proto vhodné jako vektory
ke konstrukci genovych knihoven eukaryot (Smarda et al., 2005).

2.6.5 YAC (,,yeast artificial chromosome*) vektory

Umeélé kvasinkové vektory se replikuji v bunkach FE.coli a v kvasinkdch. Vedle
sekvenci bakteridlniho plazmidu obsahuji ¢asti kvasinkového chromozomu (centromeru,
sekvence pro autonomni replikaci, dvé kvasinkové telomery a selektovatelné signalni
znaky). Vyhodou klonovani v téchto vektorech je jejich obrovskd klonovaci kapacita

(n€kolik stovek kb). Nevyhodou je nestabilita inzertl cizorodé DNA.

2.6.6 Transformace plazmidi do hostitelskych bunék

Transformace je nejCastejsi zpiisob, pfi niz jsou bakterialni buniky nejprve uvedeny do
stavu kompetence, jeZ se navodi pusobenim chloridu vépenatého za nizké teploty nebo
kapalnym dusikem. Kompetentni buiiky jsou buiiky, kterym se narusi jejich buné¢na sténa
a mohou ptijmout cizorodou DNA. Po pfidani DNA ke kompetentnim bunikdm a kratkém
zahtati na 42°C piechazi transformujici DNA do bun¢k. Transformované buiky se

selektuji na agarovych plotnach obsahujici p¥isluiné antibiotikum (Smarda et al., 2005).
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2.6.7 Identifikace kolonii s rekombinantni DNA

2.6.7.1  Metoda negativni selekce: na klonovacim plazmidu jsou umistény dva geny
zodpovédné za rezistenci k uréitémym antibiotikim (Atb), pficemz v jednom je
klonovaci misto. Vnesenim cizorodé DNA do hostitelské buniky zptisobime inaktivaci
tohoto genu, a proto se buniky nesouci plazmid stavaji citlivé k tomuto Atb. Bunky
obsahujici plazmid bez cizorodé DNA zlstavaji rezistentni.

Pokud pouzivame napt. gen rezistentni k tetracyklinu a k ampicilinu (Amp), ve
kterém je klonovaci misto, pak se buiiky vyseji na plotny s tetracyklinem a na téchto
plotnach vyrostou vSechny transformované buiiky. Vyrostlé kolonie piepichneme na
plotny s ampicilinem, na kterém nevyrostou buniky obsahujici rekombinantni plazmid,
protoze gen pro Amp byl pferusen. Tyto kolonie pak vyhleddme na plotné
s tetracyklinem a pouzivame k dal§imu mnozeni.

Nejcastéji pouzivanym plazmidem pro negativni selekci je plazmid pBR322
(Bolivar et al.,, 1977). Byl vytvofen zdivoké FE.coli, ma ampicilinovou a
tetracyklinovou rezistenci, obsahuje Ctyfi unikatni restrikéni mista. Dal$i pouzivany
plazmid je ColEl (Dougan et al., 1978). Buiikky nesouci tento plazmid produkuji
proteiny pro imunitu pfedstavujici imunitu hostitele k smrticim u¢inkim. Ma jedno
unikatni misto pro EcoRI. Na jednu buiikku ptfipadd az 15 kopii. Proddva se pod
obchodni zkratkou JC411.

2.6.7.2  Metoda pozitivni selekce: vektor nese kratky segment laktézového operonu
E.coli obsahujici regulacni sekvence a ¢ast genu kodujici B- galaktozidazu (lacZ),
jehoz expresi vznika N-koncovy fragment, oznacovan také jako o fragment. Vektory
tohoto typu jsou pouzivany v hostitelskych buiikkédch E.coli, které koduji C-koncovy
fragment, oznaCovany téz zadni w-Cast, B-galaktozidazy. Tyto fragmenty se mohou
spojovat za vzniku enzymové aktivniho proteinu. Bakterie, do nichz je pienesen
vektor bez inzertu, tvofi aktivni B-galaktoziddzu, jejiz tvorbu lze prokazat na plotnach
s chromogennim substratem X-gal. Jeho rozkladem [B-galaktoziddazou vznik4 produkt
zbarvujici bakterialni kolonie modrfe. Inzerce cizorodé DNA inaktivuje N-koncovy
fragment enzymu a nedojde ke komplementaci a kolonie srekombinantnim
plazmidem jsou pak bilé. Indukce tvorby B-galaktozidazy je zajisténa izopropyl-B-D-
tiogalaktozidem (IPTG), ktery se pfidava do zivného média (Smarda et al., 2005).
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Pro pozitivni selekci pouzivame plazmidy: pUC18, pUCI19, Bluescript (Anonym4),
pGem:

v" pUCI8 (Yannisch-Perron et al., 1985): obsahuje stejna klonovaci mista v lacZo jako
plazmid M13
v' pUCI19 (Yannisch-Perron et al., 1985): podobny plazmidu pUC7, ale obsahuje jina

unikatni restrikéni mista v /acZa, ma ampicilinovou rezistenci.

Obrazek €. 2: Vektor pBluescript (Anonym4)

Plazmid pBluescript je piikladem pravdépodobné nejcastéji pouzivané¢ho tradi¢niho
vektoru, umoznujiciho rizné typy manipulaci s vloZzenou cizi DNA. Protoze obsahuje
replikacni zacatek vlaknit¢ho faga fl, je oznacovan jako fasmid, v bakterii se ale chova
jako normalni plazmid. Obrazek dole ukazuje hlavni genetické elementy, ze kterych se

sklada:

= gen pro rezistenci k antibiotiku Ampicilinu,

U

replikacni zacatek Col E1 ori pro bakterialni replikaci,

= replikacni zacatek f1 ori pro tvorbu jednovldknové DNA pfii koinfekci hostitelské
bakterie tzv. pomocnym fagem,

= c¢ast genu pro beta-galaktosidazu /lacZ pro tzv. modro/bilou neboli pozitivni selekci

= uvnitf tohoto genu tzv. mnohocetné klonovaci misto (angl. MCS = multiple
cloning site), ve kterém lze Stépit fasmid riznymi restrikénimi endonukledzami
(zkratky uvedeny v seznamu vpravo)

= po stranach mnohocetné¢ho klonovaciho mista promotory pro in vitro transkripci

pomoci DNA-polymeraz z bakteriofagh T7, ptip. T3

Tento vektor je k dispozici v riznych variantich a produkuje ho napiiklad firma

Stratagene.
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3. Material a metody
3.1 Material

Pro tuto praci byly pouZity autoinkompatibilni linie START, Tandem6/85,
AIK3, Tandem 1/85, Catty, Liropa, Tandem AIK6 a odridy Global, Ramiro,
Rasmus, Local

V pribéhu analyz se ukézalo, ze u linii Catty a Tandem AIK6 doslo

k nezddoucimu cizospraSeni a jsou tedy autokompatibilni.

3.2 Metody

3.2.1 Izolace genomové DNA (Invisorb Spin Plant Mini Kit — Invitek)

1. 60 mg rostlinného materidlu se homogenizuje v tekutém dusiku

2. pridat 400 pl lyza¢niho pufru P a 20 pl proteinazy K, zvortexovat a
30minut inkubovat pti 65°C

ptevést lyzacni roztok na kolonku, centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm

k filtratu ptidat 200 pl vazaciho pufru a dikladné zvortexovat

prenést suspenzi na kolonku a inkubovat 1 min. pti 12000 rpm, slit filtrat

A

piidat 550 pl promyvaciho pufru I a centrifugovat 1 min. pii 12000 rpm,

slit filtrat

7. ptidat 550 ul promyvaciho pufru II a centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm,
slit filtrat, tento krok opakovat 2x a nakonec centrifugovat 2 min. pfi
12000 rpm kvili odstranéni zbyvajiciho ethanolu

8. kolonky s navdzanou DNA dat do novych 1,5ml eppendorfek, ptidat 100

pl eluéniho pufru D, ktery je predehiaty na 65°C, 3 min. inkubovat,

centrifugovat 2 min.pfi 12000 rpm

3.2.2 1zolace plazmidové DNA (Invisorb Spin Plastid Mini Kit — Invitek)

1. 2 pl plazmidové DNA centrifugovat 1 min. na maximalni rychlost,
odstranit dikladné¢ supernatant

2. nesuspendovat pelet ve 200 pl nesuspendacniho roztoku

3. ptidat 200 pl alkalického lyza¢niho roztoku, 5x ptevratit eppendorfku a

nechat lyzovat 5 min.
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pridat 200 upl neutralizacniho roztoku, 4-6krat ptevratit eppendorfku,
centrifugovat 5 min. na maximalni rychlost

pfenést Ciry supernatant 200 pl na kolonku, ptidat 200 pl vézaciho
roztoku, jednou ptevratit, centrifugovat 1 min. pii 8000 rpm, slit filtrat
pridat 750 pl promyvaciho pufru, centrifugovat 1 min. pfi 8000 rpm, slit
filtrat

centrifugovat 3 min. na plnou rychlost kviili odstranéni ethanolu

kolonky s navazanou DNA dat do novych 1,5 ml eppendorfek, pridat 50 pl

sterilni vody, inkubovat 1 min., centrifugovat 1 min. pti 8000 rpm

3.2.3 Eluce frasmentu DNA z agarézového gelu (JETQUICK)

—_—

.z agar6zového gelu vyfiznout blocek s pozadovanym fragmentem DNA

na kazdych 100 mg gelu ptidat 300 pl roztoku L1, inkubovat pti 50° C 15
min.,kazdé 3 min. protfepavat

roztok pfenést do kolonek, centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm, slit filtrat
ptidat 500 pl roztoku L2, centrifugovat 1 min. pfi 12000 rpm, slit filtrat
kolonky s navazanou DNA dat do novych 1,5 ml eppendorfek, pridat 50 pl
sterilni vody, centrifugovat 1 min. pii 12000 rpm

3.2.4 Klonovani (Topo TA cloning for sequencing kit — Invitrogen)

~

den

2 pl PCR produktu (nesmi byt stars$i nez jeden den) + 0,4 pl Salt solution.
zamichat, nechat stat 5 min. (vétsi PCR produkty 20 — 30 min.) pfi
pokojové teploté

ptidat 17 pl kompetentnich bunék E. coli utiznutou Spickou, zamichat

30 min. nechat stat na ledu (je mozné i skladovani pies noc pii -20°C)
tepelny Sok — 30 s ve vodni 1dzni pii 42° C bez michani a pak 2 min. na
ledu

pridat 150 pl temperovaného SOC media, promichat, nenasavat

1 hod. tiepat pii 37° C v hnizd¢
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8. mezitim rozetfit na misky s LB mediem 40 ul Xgal (sterilni hokejkou) a
dat na misky a temperovat na 37° C
9. vylit na misky bunky a peclivé rozettit

10. nechat kultivovat pii 37° C

2. den

1. vypichnout 2 bilé kolonie (obsahuji plazmid s produktem) + 3 ml LB
media + 12 ul AMP
2. kultivovat 16 hod. pti 37° C pies noc

3. den

1. odebrat 850 pl kultury + 150 pl glycerolu, zamrazit pti -80° C pro
dlouhodobé¢ uchovavani
2. izolace plazmidu kitem

3. vystépeni plazmidu z vektoru Eco RI, elektroforéza

3.2.5 Sekvenacni reakce (CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing with
Quick Start Kit — Beckman Coulter)

dH20 (doplnit na objem 20 pl) 0-9,5 ul
325 ng plazmidové DNA (do 5 kbp) 0,5-10,0 ul
1,6 uM primer (M13 reverse, T7) 2,0 ul
DTCS Quick Start Master mix 8,0 ul

Denaturace plazmidu pied piidanim do reakce: 86° C 5 min., 20° C 1 min.
Cyklus: 96° C 20s
50°C 20s

60° C 4 min.

Celkem se opakuje 30 cykli.
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3.2.6 Precisténi sekvenacni reakce:

1. pfipravit ¢erstvy roztok stop pufru pred kazdym ptecisténim, sloZeni na
jednu reakci: 2 pul 100 mM EDTA, 2 pl 3M octanu sodného (pH 5,2), 1 ul
glykogenu

2. pftidat 60 pl chlazeného 96% ethanolu

3. centrifugovat 15 min. pti 14000 rpm a pii 4° C

4. pipetou odsat supernatant a ptidat 200 pl chlazené¢ho 70% ethanolu, 5 min.
pti 14000 rpm a pti 4° C

5. pipetou odsat supernatant a pelet nechat uschnout na vzduchu

3.2.7 PCRproSLGII

H>O 18,4 ul
Pufr 2,5 ul
DNT’s 2,0 ul

Primery PS21 +PSs 0,2 ul + 0,2 pl
Taq polymeraza 0,2 ul

DNA — templat 1,5 ul

Cyklus: 35x

Denaturace 93°C 1 minuta
Annealing (nasedani primeri) 58°C 2 minuty
Elongace (syntéza fetézce) 72°C 3 minuty

Pocatecni denaturace je 93°C 5 minut a kone¢na elongace 72°C 10 minut.

3.2.8 Restrikéni Stépeni

Restrik¢ni Stepeni se provadi podle instrukei v ptibalovém letaku
jednotlivych enzymil. VéEtsinou provadime Sté€peni s 20 pl produktu PCR a 5

U enzymu, reakce probihd pfes noc.



3.2.9 Priprava agarozového gelu

Tabulka ¢.1: sloZeni 1,5% agar6zového gelu

objem | agaréza | 5 x TBE | voda | ethidium bromid
50ml | 0,75¢g 10 ml 40ml | 1,5ul

100ml | 1,5¢ 20 ml 80ml |2l

200ml | 3,0 g 40 ml 160 ml | 4 p

Tabulka €.2: sloZeni 1,0 % agardzového gelu

objem | agaréza |5 x TBE | voda | ethidium bromid
50ml [ 0,50¢g 10 ml 40ml | 1,5ul

100ml | 1,0 g 20 ml 80ml |2l

200ml | 2,0 g 40 ml 160ml | 4 p

= rozvafit v mikrovinné troub¢, nesmi byt vidét vlakna

= pfipravit vanu a hiebeny
= zchladit (cca 60°C)
= pridat Ethidium bromid

= nalit a odstranit bubliny

Elektroforéza probihé podle potieby, obvykle 2 hod pti napéti 90 V.

Slozeni 5 x TBE (1 1) pufru
Tris 54 g
k. borita 27,5 g

0,5M EDTA (pH=8,0) 20 ml
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4 Vysledky

Pomoci specifickych primer pro gen SLG tfidy II byly amplifikovany fragmenty
ptiblizné velikosti 1100 bp u autoinkompatibilnich linii fepky a nékterych odrad.
Fragment ptedpokladané velikosti 1100 bp byl po elektroforetické separaci vyfiznut z
agardzového gelu, precistén a klonovan pomoci plazmidového vektoru v Escherichia coli.
Ziskané kolonie obsahujici inzert genu SLG II pfedstavovaly smés klonti riznych alel
genu SLG II. Kontrola uspé$nosti klonovani byla provedena pomoci restrikéniho $tépeni
enzymem EcoR I (obr.1). Timto enzymem se rovnéz §tépily nékteré alely, coz slouzilo
také pro selekci kloni. Podle obr.1 vykazovala linie Start dvé rizné alely, Tandem 1/85
dvé alely, Local tfi alely a Tandem 6/85 dvé alely. Selekce kloni ostatnich linii a odrid

byla hodnocena obdobné.

Obr. 3. Ukazky klonovani genu SLG II ze &yt Al linii. Uspé$nost klonovani byla
ovéfovana restrikénim Stépenim za pomoci enzymu EcoR, ktery mé na klonovacim
plasmidu pCR 4-TOPO dv¢€ unikatni restrikéni mista ohranicujici PCR produkt. Na
fotografii je zhruba 4 kb fragment plazmidu s riznou mobilitou a dal$i fragmenty, které
odpovidaji genu SLG II. Protoze alely genu SLG II mohou obsahovat také restrik¢ni misto
pro enzym EcoR I, miizeme po tomto Stépeni rozliSovat i klony obsahujici riizné alely
genu SLG II.

U linie Start a Tandem 1/85 byly rozliSeny 2 alely, u linie Local 3 alely a u linie
Tandem 6/85 2 alely.

Start Tandem 1/85 Local Tandem 6/85
A B C DE A B CD EAUZBTCUDE A B CD E M

— R — e S — T ==
e

1]

Dalsi selekce klonti byla provedena restrikénim §t€penim PCR klonti pomoci enzymu

Afa 1 (obr. 4). Timto enzymem bylo mozné rozlisit dalsi klony, které vypadaly po Stépeni
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enzymem EcoRI stejné. Pro PCR byly vybrany pouze klony, které obsahovaly inzert.

15 15

P s Obr. 4 PCR-RFLP genu SLG II Al linie

22 = = Tandem 1/85, Tandem 6/85, Start a Local za

A e oA pouziti restriktazy Afa I Zaklonované alely
o D lae R genu SLG II byly naamplifikovany a
b roz§tépeny enzymem Afa I. U Al linii Tandem

e 6/85, Tandem 1/85 a Local byly rozliSeny 2
- — alely. U Al linie Start byly rozliSeny 3 alely.
= — —
o —
-

Podle obr. 3 a 4 se linie Start B, Tandem 1/85 A, Local A a Tandem 6/85 A po $tépeni
enzymem Afa 1 Stépily stejné, zatimco linie Start B a Tandem 6/85A se po Stépeni
enzymem EcoR 1 Stepily rozdiln€, z toho se d& usoudit, Ze se u téchto linii jedna o jiny
délkovy polymorfismus.

Tyto dva obrazky slouzily jako nazorna ukazka toho, jak byla provedena selekce
klonii. V praktické casti se provadéla selekce vSech kloni uvedenych v pouzitém
materidlu. VSechny klony od kazdé Al linie nebo odridy, které vypadaly odlisné byly
poté sekvenovany na sekvenatoru ABI Prism. Sekvenovany byly také klony, které se
jevily po PCR-RFLP stejné, protoze po sekvenovani prvnich vzorkll bylo patrné, Ze
v sekvencich existuje urcitd odliSnost. Sekvence byly upravovany a hodnoceny
v programu BioEdit. Pro nizkou koncentraci plazmidi se zatim podafilo ziskat pouze 31
sekvenci genu SLG 1II autoinkompatibilnich linii a riznych odrad fepky.

Po srovnani jednotlivych sekvenci byly zjisténé ¢asté nukleotidové substituce, delece a
inzerce (priloha 1). U tifech sekvenci byly zjistény pomérné velké inzerce, okolo 50 bp,
v oblasti nasedani primeru. Jsou to duplikované useky oblasti primeru spojené kratkymi
sekvencemi nukleotidii. Kromé jednobazovych substituci se v sekvencich také vyskytuji
kratké, ptiblizné¢ 2-4 bp dlouhé substituované useky a je zde pfitomny jeden usek o

velikosti 33 bp, kde se vyskytuje délkovy polymorfismus. Rovnéz jsou zde zastoupeny
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znaén€ konzervni useky, z nichz nejdelsi ma 40 bp. Vyraznéjs$i zmény mezi sekvencemi
genu SLG II Al linii a odrud fepky nebyly zjistény.

Na zékladé informaci o sekvencich danych klonti byla sestavena tabulka (tab. 3), kde
jsou uvedeny pozice $tépnych mist a pocty restrikénich fragmentt pro enzymy EcoR I a
Afa 1. Enzym EcoR I ma v genu SLG II viceméné konzervativni pozici pro jedno st€pné
misto, které se vyskytuje u &asti sekvenovanych klont. Udaje z tabulky 3 byly pouZity
k sestaveni deviti odliSnych skupin (tab. 4), které by odpovidaly rozliSeni pomoci PCR-
RFLP a agar6zovém gelu, ktery se k této analyze rutinn¢ pouZziva.

Tabulka 3. Pozice Stépnych mist pro restrikéni endonukleizy u jednotlivych
sekvenovanych klonii. V tabulce jsou shrnuty pozice Stépnych mist pro restrikéni
endonukledzy pro enzymy EcoR I a Afa 1, které byly ziskany z po analyze sekvenci.

Analyzovana Frekvence Pozice Frekvence Pozice
sekvence Afa 1 EcoR 1

AIK6-3 3 11, 64, 657 nestépi nestépi
Liropa-1 3 11,372, 604 nestépi nestépi
1/85-E 2 11, 604 nestépi nestépi
Liropa-6 1 11 nestépi nestépi
Start-C 1 11 nestépi nestépi
AIK3-B 1 11 nestépi nestépi
Start-A 1 11 nestépi nestépi
Rasmus-34 2 10, 603 1 550
Rasmus-16 1 10 nestépi nestépi
Rasmus-5 2 11, 604 1 551
Rasmus-11 2 11, 34 nestépi nestépi
Liropa-5 2 11, 34, 604 1 551
Local-B 5 11, 34, 604, 1044, neStépi nestépi

1097

1/85-4 2 11, 1044 nestépi nestépi
Local-E 3 11, 34, 603 1 550
6/85-E 3 11, 34, 604 nestépi nestépi
Start-B 3 11, 34, 602 1 549
Liropa-3 3 11, 34, 604 nestépi nestépi
6/85-D 4 11, 34, 155, 604 nestepi nestépi
Rasmus-30 3 11, 34, 604 nestépi nestépi
Rasmus-23 2 11, 604 1 551
Rasmus-22 2 12, 605 1 552
Ramiro-5 1 12 nestépi nestépi
Cathy-2 2 8,31 nestépi nestépi
Cathy-4 2 10, 603 1 550
Cathy-6 2 10, 603 nestépi nestépi
Rasmus-1 2 11, 604 1 551
6/85-5 2 10, 603 1 550
6/85-2 1 12 nestepi nestépi
Global-A 4 11,597, 604, 730  nestépi nestépi
AIK6-2 2 11, 604 nestépi nestépi
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Tabulka 4. Rozdéleni do skupin na zikladé rozliSitelnosti metodou PCR-RFLP na
agarézovém gelu. K sestaveni tabulky byly pouzity sekvence, ze kterych byla odvozena
$tépnd mista pro enzymy EcoR 1 a Afa 1. Podle ptedpokladanych moZnosti rozliSitelnosti na
agar6zovém gelu bylo stanoveno devét skupin (oznaceni A'-1").

Skupina | Pozice Frekvence | Pozice Stépeni | Analyzovana sekvence
Stépeni Afa 1 | Stépeni EcoR 1
A’ 8-34 1;2 nestépi Liropa-6, Start-C, AIK3-B, Start-
A, Ramiro-5, 6/85-2, Rasmus-16;
Rasmus-11, Cathy-2
B’ 11,34,604; |3;5 nestépi 6/85-E, Liropa-3, Rasmus-30;
11, 34, 604, Local-B
1044, 1097
C’ 11, 34,155, |4 nestépi 6/85-D
604
D’ 11,372,604 |3 nestépi Liropa-1
E’ 11, 64, 657 3 nestépi AIK6-3
F’ 11,597, 604, | 4 nestepi Global-A
730;
G’ 10-11, 603- |2 nestepi Cathy-6, 1/85-E, AIK6-2
604
H’ 10-34, 602- |2 549-552 Liropa-5, Local-E, Start-B,
604 Rasmus-22, Rasmus-1, Rasmus-5,
Rasmus-23, Rasmus-34, Cathy-4,
6/85-5
I’ 11, 1044 2 nestepi 1/85-4

Sekvence byly upraveny v programu BioEdit a statisticky vyhodnoceny metodou
Neighbor Joining v programu Phylip, kterym byl také vytvofen fylogeneticky strom.
Sekvence byly rozdéleny do tfech velkych skupin (1-3), které byly rozdéleny na 5
podskupin (A-E). Skupiny A a E byly pak dale rozdéleny na dvé (oznaceni I-VII).

Devét skupin (A’-1") odvozenych od PCR-RFLP jsem poté porovnala s kladogramem
vytvofenym na zaklad¢é analyzy sekvenci. Tti hlavni skupiny sekvenci podle PCR-RFLP
rozdéleni (A, B" ,H") odpovidaly tiem velkym skupinam kladogramu (B, D, C). Nicmén¢
v kazdé skupin€ se vyskytly odliSnosti v zafazeni. Ve skupiné¢ B podle kladogramu byl
zatazen jinak klon 1/85-4, ve skupin€ D klon 6/85-D a ve skupiné C klon Cathy 6. Déle se
vyskytly odlisnosti ve skupiné E kladogramu, kde byly zatazeny 3 klony, které podle
metody PCR-RFLP byly zatfazeny do samostatnych skupin (D", G, E"). U klonti Cathy-6,
1/85-E a AIK6-2 doSlo pomoci metody PCR-RFLP k zatazeni do jedné skupiny (G’),
zatimco podle kladogramu se nachazeji ve tfech rtiznych skupinach (A, C, E). Klon 1/85-4
byl podle PCR-RFLP v samostatné skupin¢ I’, ale v kladogramu nalezel do skupiny B.
Stejné tomu bylo 1 u klonu 6/85-D, ktery se podle PCR-RFLP tadil ke skupiné¢ C’, ale
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podle kladogramu byl zafazen do skupiny D. Klon Global-A nélezi podle metody PCR-

RFLP do skupiny F" a v kladogramu ho tadime do skupiny A, takze byl od ostatnich

odliSen obémi metodami. V programu Phylip byl vytvoten dalsi kladogram (obr. 4) a zde

byly patrné tii vétve zahrnujici vétSinu klonti genu SLG 11, které jsou od sebe dostate¢né

vzdalené. Klony byly od ostatnich zcela odd€lené, z nichz 1 vétev obsahovala 2 velmi

podobné klony (AIK6-2, AIK6-3).

Obr. 5. Kladogram kloni genu SLG II 31 Al linii a odrid. Fylogeneticky strom byl
vytvofen metodou Neighbor Joining v programu Phylip. Sekvence byly rozdéleny do
ttech velkych skupin (1-3), které byly rozd€leny na 5 podskupin (A-E). Skupiny A a E

byly pak dale rozdéleny na dvé (oznaceni I-VII).
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Obr. 6. Kladogram klont genu SLG II 31 Al linii a odruad vytvoreny programem
Phylip. Na obr. 6 je ukazka dal$iho kladogramu, na kterém jsou Iépe znazornény skupiny
klonii genu SLG 11. Sekvence klonti byly rozd€leny do sedmi odlisnych vétvi. Tti z vétvi
obsahovaly shluk na zéklad¢ sekvenci podobnych klonti

Globol—&

Rasmuz—11

Urapa—1

AIK#—Z
AlE—3
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5 Diskuse

Ziskano bylo celkem 31 sekvenci genu SLG II autoinkompatibilnich linii a
ruznych odriid fepky. Po srovnani jednotlivych sekvenci byly zjisténé pomérné cCasté
nukleotidové substituce, delece a inzerce. U tfech sekvenci byly zjistény pomérné velké
inzerce, okolo 50 bp, v oblasti nasedani primeru. Jsou to duplikované useky oblasti
primeru spojené kratkymi sekvencemi nukleotidi. Kromé jednobazovych substituci se v
sekvencich také vyskytuji kratké, ptiblizné 2 - 4 bp dlouhé substituované useky a je zde
pritomny jeden usek o velikosti 33 bp, kde se vyskytuje délkovy polymorfismus. Rovnéz
jsou zde zastoupeny znacné konzervni useky, znichZ nejdel$i ma 40 bp. Vyraznéjsi
zmény mezi sekvencemi genu SLG II Al linii a odrid fepky nebyly zjistény.

Aminokyselinova sekvence SLG gentl je velice polymorfni, ale vzdy ma v
podobné pozici 12 cysteini. Na kazdém aminokyselinovém fetézci je nekolik
potencialnich N-glykosyla¢nich mist, z toho 2 mista jsou konzervovana (Kusaba et al.,
1997).

Ze ziskanych sekvenci byl vytvofen fylogeneticky strom metodou Neighbor-
joining, kde bylo rozliSeno 7 riznych skupin sekvenci. Tyto jsou navic soucasti tfech
velkych skupin, které by se mohly lisit ve specificité a mohly by piedstavovat rizné alely.
Zatim neni zifejmé, zda bylo identifikovano 7 riznych skupin alel nebo pouze 3 a ostatni
rozdily mezi sekvencemi piedstavuji pouze postupnou diferenciaci jednotlivych alel pfi
vzniku novych S-haplotypt v populaci. U B. oleracea a B. rapa byly nalezeny velmi
podobné S-haplotypy (Kusaba a Nishio, 1999) a také byla prokézana spole¢né specificita
pro rozpoznani vlasniho pylu mezi témito druhy pomoci kiizeni s mezidruhovymi
hybridy, vyuziti transgenoze a pouzitim rekombinantnich proteini SP11 (Kimura et al.,
2002; Sato et al., 2003). Kimura et al., 2002 predpoklada, Ze stejnd rozpoznavaci
specificita ztistala zachovana i1 po rozdéleni obou druhti.

Na zaklad€ téchto vysledkii byl odhadnut S-haplotyp u tfech odriid a jedné Al
linie. Pro stanoveni pfesného S-haplotypu by bylo nutné sekvenovat alespon 10 kloni od
kazdé linie ¢i odrudy. Toto se zatim nepodafilo a bude to cilem mé dalsi prace.

PCR-RFLP je jednou znejpouzivangjSich metod pro rozliSeni S-haplotypi.
Vyuziva se pro analyzu polymorfismu tfech dilezitych S genti: SLG, SRK a SCR, které
lezi na S-lokusu (Brace et al., 1993; Brace et al., 1994; Nishio et al., 1996; Park et al.,
2001; Park et al., 2002).
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6 Zavér

Metoda PCR-RFLP byla GspéSné pouzita pro rozliSovani klont genu SLG II
s riznymi alelami, které byly pak nésledné urCeny pro sekvenovani. Sekvenovanim kloni
genu SLG 11 u autoinkompatibilnich linii a riznych odrid fepky bylo ziskano 31 sekvenci,
které byly navzijem velmi variabilni. Na zaklad¢ analyzy podobnosti pomoci metody
Neighbor-joining byl vytvoien kladogram, kde byly sekvence rozdéleny na 3 velké
skupiny a dale na 7 podskupin. Podle vysledki této analyzy byl odhadnut S-haplotyp u
ttech odrid a jedné Al linie. Ziskané sekvence budou slouzit jako podklad pro zjistovani
ptitomnosti jednotlivych alel genu SLG II v Al liniich, poptipad¢ v odriidach fepky, a
urceni tak jejich S-haplotypu. Také budou napomocné pii studiu vyvoje novych S-

haplotyptli a vzniku novych alel v populaci fepky.
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8 Seznam pouZzitych zkratek

AFLP

AG

Al

AK
AMP
AP-PCR
Ap'

Atb

bp
CMS
dATP
dCTP
dGTP
dNTPs
dTTP
ddNTPs
DNA
ds DNA
EDTA
Elfo
Etbr

F1 hybrid

GMS

IPTG

Kb

L1

L2

LB medium
MCS

ORI

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenti (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism)

agardzovy gel

autoinkompatibilita, autoinkompatibilni reakce
autokompatibilita, autokompatibilni reakce

adeninmonofosfat

Arbitralily Primed PCR = jiny nazev pro RAPD

ampicilinova resistence

antibiotika

pary bazi, base pairs

cytoplasmaticka forma samc¢i sterility, (cytoplazmatic male sterility)
deoxyadenosintrifosfat

deoxycitosintrifosfat

deoxyguanosintrifosfat

deoxyribonukleotidtrifosfaty

deoxythimidintrifosfat

dideoxynukleotid trifostaty

kyselina deoxyribonukleova

dubble stranded DNA, dvouvldknova kys. deoxyribonukleova
kyselina ethyléndiamintetraoctova

elektroforéza

ethidium bromid

hybrid vznikajici v prvni filidlni generaci u n¢hoz dochazi k nejvétSimu
projevu heter6zniho efektu

jaderna samci sterilita

izopropyl-p-D-tiogalaktozidéza

kilobaze

komer¢ni roztok slouzici k rozpousténi agarozy

komer¢ni roztok slouzici k precisténi agarozy
Luria-Bertaniho médium

polylinker, multiklonovaci misto (multiple cloning site)

pocatek replikace (replication origin)
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PAGE

PCP

PCR
PCR-RFLP

RAPD

RFLP

RNA
SCR
SLG
SP11
SRK
ssDNA
SSR

Taq
TBE
Tris

X-Gal

polyakrylamidovy gel

pollen coat protein; protein, ktery se vaze na gen SCR

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
polymorfizmus délky restrikénich fragmentti u produkti PCR = CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

polymorfismus ndhodn¢ amplifikované DNA (Randomly Amplified
Polymorphic DNA )

polymorfismus délky restrikénich fragmenti (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism)

kyselina ribonukleova

S locus cystein rich protein

S-locus glycoprotein

jiny nézev pro gen SCR

S-locus receptor kinase

single stranded DNA, jednovlaknova DNA

mikrosatelity- tandemova opakovani kratkych motivii (Simple
Sequence Repeats = Short Tandem Repeats)

termofilni polymeraza izolovana z bakterie Thermophylus aquaticus
smes 0,089 M Tris Base, 0,089 M kys. Boritd, 0,002 M Na:EDTA
N-tris(hydroxymethyl)-methyl-2-aminoethansulfonova kyselina
5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-galaktozidaza
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9 Prilohy

Piiloha 1. Srovnani sekvenci v programu Clustal. Cerné jsou vyznadeny nukleotidové
substituce, poptipad¢ inzerce a delece. Otazniky jsou vyplnény chybéjici sekvence na zacatku
a na konci, coz nezbytné pro dalsi analyzu sekvenci v programu Phylip.

AIK6-2 B TGAARGG GGETACAGAA
AlK6-3 GGETACAGAA
AIK3-B GGETACAGAA
1/85-E GGETACAGAA
1/85-4 GGETACAGAA
6/85-2 GGGTACAGAA
6/85-5 TACAGAA
6/85-D TACAGAA
6/85-E TACAGAA
Start-A TACAGAA
Start-B TACAGAA
Start-C TACAGAA
Liropa-1 TACAGAA
Liropa-3 TACAGAA
Liropa-5 TACAGAA
Liropa-6 TACAGAA
Cathy-2 TACAGAA
Cathy-4 TACAGAA
Cathy-6 TACAGAA
Local-B TACAGAA
Local-E TACAGAA
Rasmus-1 TACAGAA
Rasmus-5  TACAGAA
Rasmus-11 GGETACAGAA
Rasmus-16 GJTACAGAA
Rasmus-22 GGGTACAGAA
Rasmus-23 GGETACAGAA
Rasmus-30 GGETACAGAA
Rasmus-34 G TACAGAA
Ramiro-5 GGGTACAGAA
Global-A GGTACAGAA
AlK6-2 CATTTAGCAC CATH®ITACA @CTTCTCGAT CTTGCUAGHUC HUTCCTTETCT TCATCleaIGCC
AIK6-3 CATTTAGCAC CATH®ITACA OCTTCTCGAT CTTGCHUAGHUC UTCCTTETCT TCATCeaIGCC
AIK3-B CATTTAGCAC CATLISITACA @CTTCTCGYT CTTGCHYAGAC HPTCCTTYTCT TCATCegJGCC
1/85-E CATTTAGCAC Ci C PTCCTTETCT TCATC®AGCC
1/85-4 CATTTA®CAC @CTTCTCGYT UTCCTTYTCT TCATCeaIGCC
6/85-2 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTYTCT TCATCeaIGCC
6/85-5 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCeaIGCC
6/85-D CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCOaIGCC
6/85-E CATTTA®CAC @CTTCTCGYT UTCCTTETCT TCATCleaIGCC
Start-A CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT @TCCTTYTCT TCATCeaIGCC
Start-B CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCeaIGCC
Start-C CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTYTCT TCATCeaIGCC
Liropa-1 CATTTAGCAC ECTTCTCGYUT WTCCTTETCT TCATCEaIGCC
Liropa-3 CATTTA®CAC @CTTCTCGYT UTCCTTETCT TCATCeaIGCC
Liropa-5 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCeaIGCC
Liropa-6 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTYTCT TCATCeaIGCC
Cathy-2 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCOaIGCC
Cathy-4 CATTTA®CAC @CTTCTCGYT UTCCTTETCT TCATCleaIGCC
Cathy-6 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCeaIGCC
Local-B CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCeaIGCC
Local-E CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCOaIGCC
Rasmus-1 CATTTAIACAC @CTTCTCGYT UTCCTTETCT TCATCleaIGCC
Rasmus-5 CATTTAGCAC @CTTCTCGHUT WTCCTTETCT TCATCeaIGCC
Rasmus-11 CATTTA@ECAC @CTTCTCGYT PUTCCTTETCT TCATCegJGCC

Rasmus-23 CATTTASCAC CATLSHITACA @CTTCTCGYT
Rasmus-30 CATTTAGCAC CATLI®ETACH ®CTTCTCCHUT
Rasmus-34 CATTTASCAC CATUSIITACE ®CTTCTCCHUT
Ramiro-5 CATTTA®CAC CATLSHITACE [@CTTCTCGYT
Global-A  CATTTAGCAC CATLENITACE [@CTTCTCGYT

PTCCTTETCT T®TATT TCATClOIGCC
UTCCTTETCT T@TATT TCATCLRIGCC
PTCCTTYTCT ATOTATT TCATCOHIGCC

Rasmus-16 CATTTA®CAC @CTTCTCGHUT
Rasmus-22 CATTTAGCAC CATLISITACA @CTTCTCGHUT
UTCCTTETCT T®TATT TCATCORIGCC

PTCCTTYTCT TEARTETATT TCATCOaIGCC
PTCCTTETCT TEAUTETATT TCATCERIGCC
PTCCTTETCT TEAPYTETATT TCATCEIGCC

Ti

Ti

Ti

T
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AIK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AIK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1

CTTTCG
CTTTCG
CTTTCG
CTTTCG
CTTTCG
CTTTCG
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGACT
CTTTCGACT
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGACT
CTTTCGACT
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGACT
CTTTCGACT
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGACT
CTTTCGACT
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGACT
CTTTCGACT
CTTTCGAYCT
CTTTCGAYCT
CTTTCGACT
CTTTCGASCT

CT
CT

e rena)
SISESAS)]
4444

CTCE®CGGTGG
CTC@CGGTGG
CTCRCGGTGG
CTCOCGGTGG
CTCRCGGTGG
CTCACGGTGG
CTCRCGGTGG

CTCRCGGTGG
CTC@CGGTGG
CTC@CGGTGG
CTCRCGGTGG
CTCRCGGTGG
CTC@CGGTGG

GTATAAELYV
GTATAAECLYV
GTATAAELYY
GTATAAELYVAY
GTATAAELYY.
GTATAAECLYV
GTATAAELYY
GTATAALYE
GTATAARYXE
GTATAAECLYV
GTATAALYE
GTATAAELYVAY
GTATAAELY.Y:

ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC

ATGTCAACAC TQT

ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC
ATGTCAACAC

AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG
AGTCTTCGAG

GTCYCCOGA
GTCQCCOGA
GTCYCCOGA
GTCYCC®AGA
GTCHCCEAGA
GTCQCCOGA
GTCYCCOGA
GTCECCLEEGA
GTCECCLIECA
GTCYCCOGA
GTCECCLIECA
GTCYCC®AGA
GTCYCCAGA

TRTETCGTC
TRTETCGTCY
TPTETCGTCh
TRTETCGTCY
TYTETCGTCY

A

TUTATCGTCY

TRATETCGTCY

CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTRGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT
CTTEGTTTCT

AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC
AAACCTACGC

TCRGAGTCTC
TCRGAGTCTC
TCRGAGTCTC
TCRGAGTCTC
TCRGAGTCTC
TCRGAGTCTC
TCRGAGTCTC
TCEGAGTCTC
TCEGAGTCTC
TCRAGAGTCTC

TCEGAGTCTC
TC

GAGTCTC

ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCY
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGClg
ATEGGTCGCH
ATRGGTCGCH
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCH

TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACARTCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC
TCACAATCTC

AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA

GC. GA
AAGCAABAGA
GA

IAGCAAIJAGA
AAGCAABAGA
GC.

AGCAAIJAGA
Tl

NAGCAABAGA
CGRTGGTATC
CGRTGGTATC
CGUTGGTATC
CGRTGGTATC
CGUTGGTATC
CGITGGTATC
CGUTGGTATC
CGRTGGTATC
CGRTGGTATC
CGUTGGTATC
CGRTGGTATC
CGUTGGTATC
CGRTGGTATC
CGRTGGTATC
CGRTGGTATC
CGQTGGTATC
CGUTGGTATC
CGUTGGTATC
CGITGGTATC
CGRTGGTATC
CGUTGGTATC
CGUTGGTATC
CGITGGTATC
CGRTGGTATC

CGRTGGTATC
CGRTGGTATC
CGUTGGTATC
CGUTGGTATC
CGRTGGTATC

ACCCTCTCRC
ACCCTCTCIC
@CCCTCTC
€CCCTCTCh
€CCCTCTC]
€CCCTCTCYC
ECCCTCTCYC
ACCCTCTCYC
aCCCTCTClC
ECCCTCTCHC
ACCCTCTC]
©CCCTCTCHC
ECCCTCTCRC

C
C
C

ACACTTGT.

ACACTTGT

ACACTTGT

ACACTTGT

ACACTTGT.

ACACTTGT

ACACTTGTAl
ACACTTGTAS
ACACTTGTAN
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAN
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAN
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAN
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAN
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAl
ACACTTGTAN
ACACTTGTAY

[TCCATT
[TCCATT
[TCCATT
CAAlJTCCATT
[TCCATT
[TCCATT
[TCCATT
CAAlJTCCATT
[TCCATT
[TCCATT
[TCCATT
CAAlJTCCATT
[TCCATT
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Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22

GTATAALYE
GTATAARYXE
GTATAAECLYV
GTATAAELYY
GTATAAELYVAY
GTATAAELYY.
GTATAALYVE
GTATAAELYY
GTATAAELYVAY
GTATAAELYV
GTATAALYYE
GTATAAELYY
GTATAAELYVAY
GTATAALYVE
GTATAALYVE
GTATAAELYY
GTATAAELYY
GTATAACIeR

GGAACCEJTCA
GGAACCYTCA
GGAACCETCA
GGAACCYTCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCETCA
GGAACCITCA

ATITAC
ATRITAC
ATOITAC]
ATSITAC
ATITAC
ATOHITAC]
ATOITAC]
ATITAC

ATEGGTCGClg
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCY
ATEGGTCGCA
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCA
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGCH
ATEGGTCGCA
ATEGGTCGCA
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGCHE
ATEGGTCGCHY

GlCOTGETAG

GlCOTGETAG
GLICETGETAG

TGRTAGCAGR
TGRTAGCAGR
TGRTAGCACK
TGRATAGCAGH
TGRTAGCAGR
TGRTAGCAGR
TGRTAGCACK
TGRTAGCAGH

AACAGAGACA

AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA

AACAGAGACA

AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA

AACAGAGACA

AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA

AACAGAGACA

AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA
AACAGAGACA

AACAGAGACA

GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA
GTCAGTCTAA

GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC

ACCCTCTCHC
aCCCTCTCHIC

€CCCTCTCYC
gCCCTCTCYYC
aCCCTCTCC
E@CCCTCTCYC

€CCCTCTCYC
ECCCTCTCYC
A'CCCTCTCC
€CCCTCTCYC
ECCCTCTCYC
E@CCCTCTCYC
€CCCTCTCYC
ECCCTCTCYC
aCCCTCTCC
€CCCTCTCYC
ECCCTCTCYC
ECCCTCTCRC
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT
TAACACTGTT

AACGGTAAX
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAALN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAALKE
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAIN
AACGGTAAINI
AACGGTA
AACGGT
AACGGT.
AACGGT
AACGGTA
AACGGT
AACGGT.
AACGGT

CAA®TCCATT
CAAJTCCATT
CAAQTCCATT
CAAQTCCATT
CAAlJTCCATT
CAAITCCATT
CAAQITCCATT
CAAQITCCATT
CAAlJTCCATT
CAAlJTCCATT
CAAQITCCATT
CAAQITCCATT
CAAlJTCCATT
CAAlJTCCATT
CAAQITCCATT
CAAQTCCATT
CAAQTCCATT
CAAJTCCATT

TGGTEGACAA
TGGTEGACAA
TGGT@GACAA
TGGT®GACAA
TGGT®GACAA
TGGTEGACAA
TGGTYGACAA
TGGT®GACAA
TGGTGACAA
TGGT®GACAA
TGGT@GACAA
TGGT@GACAA
TGGT@GACAA
TGGTEGACAA
TGGT®GACAA
TGGT@GACAA
TGGT@GACAA
TGGTEGACAA
TGGT®GACAA
TGGT@GACAA
TGGT@GACAA
TGGT®GACAA
TGGTEGACAA
TGGT®GACAA
TGGT@GACAA
TGGTGACAA
TGGTEGACAA
TGGT@GACAA
TGGTEGACAA
TGGTEGACAA
TGGTHGACAA

TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG



Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AlK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AIK6-2
AIK6-3
AlIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5

ATEITACHAG
ATINITACHAG

ATITACHYAG
ATITACYAG
ATOITACHAG

ABACTCCARC
AGACTCCAZIC

CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG
CCGG

ATGA
ATGA
ATGA
ATGA

TGA
ATGA
ATGA
ATGA

ATGA

CCGG

GATCCETC
GATCCETC
GATCCETC

GATCCETC
GATCCETC
GATCCETC
GATCCETC

EATGA

ALKE TG
AARTCLE

AAINET G
AIRALLET G
TGg

AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT
AACAAAGACT

AACTAGGETA
AACTAGGETA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGHUTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGHUTA
AACTAGGQTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGETA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGHUTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGHUTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGHUTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGYTA
AACTAGGHUTA
AACTAGGQTA

AAGCGG
AAGCGG
AAGCGG a

AAGCGGEA

AAGCGGEAN

AGATCIICC
aGATCICC
AGATCAICC
AGATCRCC
aGATClICC

CARXETGGATT
CAXETGGATT
CARXETGGATT
CARXETGGATT
CARGTGGATT
CARXETGGATT
CAXETGGATT
CAXETGGATT
CARQGTGGATT
CARXETGGATT
CAXETGGATT
CARXETGGATT
CARQGTGGATT
CARXETGGATT
CAXETGGATT
CARXETGGATT
CACGETGGATT
CARXETGGATT
CAXETGGATT
CARXETGGATT
CARQGTGGATT
CARXETGGATT
CAXETGGATT
CAETGGATT

CGATE®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGATQTCAAA
CGAT®TCAAA
CGATHTCAAA
CGATQTCAAA
CGATE®TCAAA
CGAT®TCAAA
CGAT®TCAAA
CGATQTCAAA
CGATE®TCAAA
CGATQTCAAA
CGAT®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGATQTCAAA
CGATHTCAAA
CGATE®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGAT®TCAAA
CGAT®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGATQTCAAA
CGATHTCAAA
CGATE®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGATE®TCAAA
CGAT®TCAAA
CGATHTCAAA
CGAT[®TCAAA

LRICEEETACH LYo
TTOCTGA®ARAAC]
IHICREeTACE e

AeCeleTACH
LCRSeTACE
IRICRSeTACE
ACBACGLIA®A

TGRTAGCACK
TGATAGCAGH
TGRTAGCAGR
TGRTAGCAGR
TGRTAGCACG]

CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG
CTTGTGGCAG

ACRGEGCGEA
ACRGEGCGEA
ACRGEGCGEA

A A

ACRIGEGCG
ACRGEGCG
CRGEGCG
ACRGEGCG
GEGCG
AGEGCG

A
AC
AC
ACIGAGCG
A

A
TEGACIY
T®GACEYL
TEGACI

AACHICEIA®CT
AACLIGEI®AT
AACHIGIEIA®AT]
NYATEGACS

GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC
GCTTCTTCCC

AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT
AGTTTCGATT

ACAGEeqIT®CT
ACAGELIT®CT
ACAGELIT®CT
ACAGEIT®CT
ACAGENIT®CT
ACAGEeqIT®CT

ACAGYITI®CT

LCEAAGGGGA
HCEAAGGGGA
aCIMAAGGGGA

LCEAAGGGGA
ACIAAGGGGA
ACRIAAGGGGA
HCRAAGGGGA

AACGGT.
AACGGT

AACGGTA
AACGGT
AACGGT.

TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA
TTCCGACAGA

TACATCETGG
TACATCETGG
TACATCIATGG
TACATCIATGG
TACATCRTGG
TACATCIATGG
TACATCIATGG
TACATCETGG
TACATCETGG
TACATCIATGG

TACATC
TACATC
TACATC

TGG
TGG
TGG

TACATC
TACATC
TACATC
TACATC

TGG
TGG
TGG
TGG

TACATC
TACATC
TACATC

TGG
TGG
TGG

TTGCCUGAGT
TTGCCYGAGT
TTGCCYGAGT
TTGCCHYGAGT
TTGCCUGAGT
TTGCCRGAGT

TTGCCiGAGT
U

TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG
TTGTAATGAG

TACTTTRCTT
TACTTTRCTT
TACTTTRCTT

TACTTT
TACTTT
TACTTT

CTT
CTT
CTT

CTT
CTT
CTT
CTT

TARTTT!
TACTTT
TACTTT
TACTTT

TACTTT
TACTTT
TACTTT

CTT
CTT
CTT

TACTTT
TACTTT
TACTTT

CTT
CTT
CTT

TACTTT
TACTTT
TACTTT

CTT
CTT
CTT

TACTTT
TACTTT
TACTTT

CTT
CTT
CTT

TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT
TTATTCTT
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT
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6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AIK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AIK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B

GATCC®TC
GATCC{®TC
GATCCETC
GATCCETC
GATCCETC
GATCCgTC

A, A
AARTACETTR
AARTACATTL
A

A TCCRTTI
— NG
ARTCGRTTH

ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG

AAGCGG
AAGCGG

AAGCGGEAAA

TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT

RICeeeTACE
T TOGCGLAEA
LUCASeTACE
ACOACGA®A
IICRSeTACE

IICIRSETACE

AA
AA

4

[TACATG
TACRTG
TACRTG
[TACATG
[TACATG
TACRTG
TACRTG
TACRTG
[TACATG
[TACATG
TACRTG
[TACIQTG
[TACATG
[TACATG
TACRTG
[TACIQTG
[TACATG
[TACATG
TACETG
[TACIQTG

AACHICIEIAOCT]
AACHICIIA®CT]
e TIEGACN
AR TOGAC®
AACHGIEIA®AT]
e TECAC

GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGY
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGH
GCAAAGGAGHE
GCAAAGGAGE
GCAAAGGAGE

GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT

T® GGGGA
HCEAAGGGGA

A CAAGGGGA
HCRAAGGGGA
ACRIAAGGGGA

A\
A
HCEAAGGGGA
LCE
T®

AAGGGGA
AAGGGGA

GGICCETGGA
GGICCETGGA
GGLCCHUTGGA
GGLICCETGGA
GGICCUTGGA
GGICCTGGA

GGLCCHUTGGA
GGLCCHUTGGA

ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA

TTGCCUGAGT
TTGCCQGAGT
TTGCCHYGAGT
TTGCCRGAGT
TTGCCUGAGT
TTGCCQGAGT
TTGCCHYGAGT
TTGCCRGAGT
TTGCCUGAGT
TTGCCHYGAGT
TTGCCRGAGT
TTGCCRGAGT

TTGCC
TTGCC
TTGCC

GAGT
GAGT
GAGT

TTGCCHYGAGT
TTGCCGAGT

ABGGAATHGA

GGAAT[®GA
GGAAT[®GA
GGAATEGA
GGAATEGA
GGAAT[EGA
GGAAT[EGA
GGAAT®GA
GGAATRIGA

CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG
CAGTGAGG

BE-TaESGEATeTa)

TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT.

TTATTCTT
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT
TTATTCTT.

A\

TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT.
TTATTCTT

TGGC
TGGC
A TGGC
TGGC
ATGGC
A TGGC
TGGC
TGGC
TGGC

GTTT
GTTT
GTTT.
GTTT,

A TGGC
A TGGC
TGGC
TGGC
TGGC
TGGC
ATGGC
TGGC

GTTT

GTTT

GTTT.

GTTT,
ATCECTTAC
ATCECTTAC
ATCECTTACH
ATCICTTACH
ATCECTTACH
ATCECTTACH
ATCHUCTTACK
ATCECTTAC
ATCECTTAC
ATCECTTACH
ATCQCTTACK
ATCECTTACH
ATCECTTACH
ATCECTTACH
ATCQCTTACK
ATCECTTACK
ATCECTTACH
ATCHCTTACE

ATCQCTTACK
ATCECTTAC]
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Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AIK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2

ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG
ATACCGGAGG

GIGGATCCCG
GIGGATCCCG
GE®GGATCCCG
GUGGATCCCG
GE®GGATCCCG
G®GGATCCCG
GUGGATCCCG
GUGGATCCCG
GIGGATCCCG
G®GGATCCCG
GUGGATCCCG
GE®GGATCCCG
GIGGATCCCG
GIGGATCCCG
GUGGATCCCG
GE®GGATCCCG
GE®GGATCCCG
GIGGATCCCG
GUGGATCCCG
GUGGATCCCG
GUGGATCCCG
GIGGATCCCG
GIGGATCCCG
GE®GGATCCCG
GE®GGATCCCG
GIGGATCCCG
GIGGATCCCG
GUGGATCCCG
GUGGATCCCG
GE®GGATCCCG
GIGGATCCCG

THRTGTGCRT

TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT
TGCAAGGATT

CCATC
CCATC
CCATCAIIGGG
CCATCAQIGGG

CCATCAIIGGG
CCATCANIGGG
CCATCA®GGG
CCATCAIIGGG
CCATCAIIGGG
CCATCANIGGG
CCATCA®GGG
CCATCAIIGGG
CCATCAIIGGG
CCATCAlIGGG
CCATCA®GGG

GGG
GGG

CCATCAIIGGG
CCATCAIIGGG
CCATCA®GGG
CCATCA®GGG
CCATCAIIGGG
CCATCA®GGG
CCATCAB®GGG
CCATCA®GGG
CCATCAIIGGG
CCATCAIIGGG
CCATCAB®GGG
CCATCA®GGG
CCATCAIIGGG
CCATCAE®GGG
CCATCAIIGGG
CCATCAEGGG

TACRTG
[TACRATG
TACATG
[TACATG
TACRTG
[TACRATG
TACATG
[TACATG
TACRTG
TACATG
TACRQTG

31

AA

AA

AGC
AGC

TCTACT
TCTACT

AGC
AGC
AGC
AGC

TCTACT
TCTACT
TCTACT
TCTACT

AGC
AGC
AGC

TCTACT
TCTACT
TCTACT

AGC
AGC
AGC

TCTACT
TCTACT
TCTACT

AGC
AGC
AGC

TCTACT
TCTACT
TCTACT

AGC
AGC
AGC

TCTACT
TCTACT
TCTACT
AGCRTCTACT
AGCRTCTACT
AGCATCTACT
AGCRTCTACT
AGCRTCTACT
AGCRTCTACT
AGCOTCTACT

T
ATGGRlECET

TGGRECAT
ATGGRACET

ATGGAGCE

ATGGAECA

ATGGRECAT
TGGRECET

ATGGIECRAT

CATGGRECAT
CATGGECET

GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT
GTTTACAATT

CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC
CCAGATTGAC

GTTCTGGEET
GTTCTGG®T
GTTCTGGET
GTTCTGGET
GTTCTGGRET
GTTCTGGET
GTTCTGGNET
GTTCTGGNET
GTTCTGGIYET
GTTCTGGET
GTTCTGGNET
GTTCTGGNET
GTTCTGGIYET
GTTCTGGST
GTTCTGGNET
GTTCTGGNET
GTTCTGGNET
GTTCTGGET
GTTCTGGNET
GTTCTGGYET
GTTCTGGEST
GTTCTGGNET
GTTCTGG®T
GTTCTGGET
GTTCTGGET
GTTCTGGST
GTTCTGG®T
GTTCTGGNET
GTTCTGGNET
GTTCTGGRET
GTTCTGGT

CTTATJICTTA BTGTGACCTA ABACEICAC

ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA
ATACEGAGAA

UTACCEARGG
UTACCEARGG
HTACCRAIIGG
UTACCEARGG
UTACCAARGG
a | ACCIQA®GG

CTRASIIGTRA

CAGTGAGGAE ATCICTTACH
CAGTGAGG ATCHCTTACK
CAGTGAGG ATCICTTACH
CAGTGAGG ATCECTTACH
CAGTGAGGAE ATCECTTACH
CAGTGAGG ATCHCTTACK
CAGTGAGG ATCICTTACH
CAGTGAGG ATCECTTAC
CAGTGAGGAE ATCHCTTACH
CAGTGAGG ATCECTTACH
CAGTGAGG ATCECTTACH

ATCGATIRERC

ACGLIETGCGA

TM®ECTTTAC
T®ECTTTAC
THSUCTTTAC
THAICTTTAC
THSYCTTTAC
THSYCTTTAC
TOACTTTAC
TM®ECTTTAC
TM®ECTTTAC
THSYCTTTAC

ACGIETGCGA
ACGLRETGCGA
ACGIATGCGA

ACGIETGCGA
ACGLRETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGIETGCGA
ACGLRETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGIETGCGA
ACGLRETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGIETGCGA
ACGLRETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGLIETGCGA
ACGIETGCGA
ACGLRETGCGA
ACGI§TGCGA
ACGLIETGCGA
ACGIETGCGA
ACGLEETGCGA T®ECTTTAC
ACGI§TGCGA T®®ACTTTAC
ACGTGCGA TCTTTAC

TE®ACTTTAC
TE®ACTTTAC
THSUCTTTAC
THSICTTTAC
TE®ACTTTAC
TE®ACTTTAC

ACG®RTGCGA TIREECTTTAC

CTGTATTAIM GGGTTCGTTC
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AIK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AlK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3
Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A

AlK6-2
AIK6-3
AIK3-B
1/85-E
1/85-4
6/85-2
6/85-5
6/85-D
6/85-E
Start-A
Start-B
Start-C
Liropa-1
Liropa-3

THRATGTGGRT CTTATHCTTA
THETGTGGRT CTTATHUCTTA
THSTGTGGET CTTATECTTA
THSTGTGGRT CTTATHYCTTA
TH®TGTGGRT CTTATUCTTA
THRATGTGGRT CTTATHUCTTA
TURATGTGGRT CTTATHYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
TURTGTGGRT CTTATUCTTA
T CTTATYCTTA
TURTGTGGRT CTTATHYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
TURTGTGGRT CTTATHYCTTA
T CTTATYCTTA
TURTGTGGRT CTTATHUCTTA
TURATGTGGRAT CTTATHYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
TURTGTGGRT CTTATHYCTTA
T CTTATYCTTA
T CTTATYCTTA
TURATGTGGRT CTTATHYCTTA
THSTGTGGRT CTTATHYCTTA
TR®TGTGGET CTTATHCTTA

CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG
CCAAGAACCC GCAGCAGTGG

P??7??77?77?2777

P??7??77?77?27?777

TGGGACTTGA

@TGTGACCTA CEJeCAC CT} GT CTGTATT GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA ACEICAC CT GTRA CTGTATT. GGGTTCGTTC

ANGACERICAC CTla GTRA CTGTATT% GGGTTCGTTC
G

PTGTGACCTA
OTGTGACCTA ARNGACERICAC CTGTATT GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATT GGGTTCGTTC

@TGTGACCTA
@TGTGACCTA
@TGTGACCTA
@TGTGACCTA
@TGTGACCTA

CTGTATT
A CTGTATTA

GGGTTCGTTC
! GGGTTCGTTC
CTGTATTA® GGGTTCGTTC
CTGTATTAEG GGGTTCGTTC
CTGTATTAR GGGTTCGTTC

>

>

@TGTGACCTA CTGTATTA®IY GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA®R GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAG GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTARE GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA®I] GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA® GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA® GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAEG GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAR GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA®IY GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA® GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAEG GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAR GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA®IY GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA® GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAG GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTAR GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA®IY GGGTTCGTTC
@TGTGACCTA CTGTATTA® GGGTTCGTTC
ITGTGACCTA CTGTATTAQY] GGGTTCGTTC

GACTTGAGEH
GACTTGAGE
GACTTGAGEE
GACTTGAGHg
GACTTGAGAS
GACTTGAGH
GACTTGAGEE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGEE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGEE
GACTTGAG
GACTTGAGKE
GACTTGAGH
GACTTGAGAY
GACTTGAGHE
GACTTGAGHE
GACTTGAGE
GACTTGAGEE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGE
GACTTGAGEE
GACTTGAGE
GACTTHAGHE
GACTTGAGH

P????77?7?7777



Liropa-5
Liropa-6
Cathy-2
Cathy-4
Cathy-6
Local-B
Local-E
Rasmus-1
Rasmus-5
Rasmus-11
Rasmus-16
Rasmus-22
Rasmus-23
Rasmus-30
Rasmus-34
Ramiro-5
Global-A
Global-A
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