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Souhrn

V teoretické Casti mé bakalarské prace jsem se zamétila na hostitelskou rezistenci
u hrachu setého vuci Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) vyvolanou recesivnimi geny.
Stézejnim tématem prace byl eukaryotni iniciacni translacni faktor (eIF4E), ktery hraje
dilezitou roli pii navozeni rezistence. eIF4E rozeznava VPg protein u PSbMV, ktery je
kovalentné vazan na 5” konci virové RNA, dochazi mezi nimi k interakci a je umoznéna
translace virové RNA. U genu elF4E hrachu byly zjistény jednonukleotidové zamény,
které vedou k substitucim v aminokyselinovych fetezcich elFAE. Nékteré z téchto zamén
mohou za to, ze nedochdzi krozeznani VPg proteinu, nedojde tak k zahajeni
reprodukéniho cyklu viru a je navozena rezistence.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na analyzu 19 linii kulturnich a primitivnich
kultivart hrachu setého, u kterych byla zjiStovana rezistence vici PSbMV patotypu P-1
aP-2 na zikladé fenotypu a DAS-ELISA testu. Pomoci PCR genotypizace byly
identifikovany alely eIF4EA, eIF4EB, elF4EC a elF4ES. V ramci prace se podarilo
identifikovat potencidln€ novou alelu, u které byl na zaklad¢ sekvenacéni analyzy detekovan
dosud nepopsany jednonukleotidovy polymorfismus v pozici 197., coz vedlo k tomu, Ze po
prekladu do aminokyselinové sekvence byl detekovan misto argininu prolin. Toto zjisténi

vedlo k popisu potencialné nové alely genu elF4E.



Summary

In the theorical part of this bachelor thesis | focused on host resistance in pea
against Pea seed borne mosaic virus (PSbMV) induced by recessive resistance genes. The
main topic of this thesis was eukaryotic initiation translation factor (elF4E), which plays an
important role in inducing resistance. elFAE recognises VPg protein, which is covalently
linked to 5°end virus RNA of PSbMV. They interact to each other and after that translation
of virus RNA is permited. In gene of elF4E there were identified single nucleotide
polymorphisms, which led to substitutions in amino acid chain of elF4E. Some of these
substitutions can cause not recognition of VVPg protein, the replication cycle of virus is not
launched and the resistance is induced.

Experimental part was focused on analysis 19 lines of primitive and cultivated
cultivars of pea. Resistance against PSbMV pathotype P-1 and P-2 in these plants was
detected by phenotype and by DAS-ELISA test and alleles of elF4E were identified using
PCR amplification. In this thesis was managed to detect potential new allele based on not
yet described single nucleotide polymorphism in 197. position. After translation into amino

acid sequence there was identified proline instead of arginine.
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1 Uvod

Pea seed-borne mosaic virus patii do ¢eledi Potyviridae a jeho piirozenym
hostitelem je hrach, bob, cocka nebo cizrna. Infekce muze zpusobovat velké
hospodarské Skody, proto je vnaSem zajmu studium mechanismid navozujicich
rezistenci a péstovani rezistentnich genotypt, diky kterym mulzeme zabranit
kazdoro¢nim vysokym Skodam v zemédélstvi.

U hrachu je jednim ze zpusobu ochrany proti infekcim zptsobenym PSbMV

rezistence podminéna recesivnimi geny. Tyto geny ve vétsiné piipadi koduji protein

.....

.....

potyvir dochazi misto Cepicky k interakci s virovym VPg proteinem navazanym na
57 konci virové RNA, a tim je umoznéna translace virové +ssRNA. Aminokyselinovymi
substitucemi u eIlF4E je mozné navodit rezistenci vuci Pea seed-borne mosaic virus.

Princip takto vzniklé rezistence je takovy, ze nedojde K vytvofeni vazby mezi VPg

.....

.....

translace virové +RNA.
Experimentalni ¢ast bakalatské prace byla zaméfena na detekci alel elF4E
u riznych linii Pisum sativum a na porovnani zjisténé alely S fenotypovym projevem

rostliny po infekci zpisobené PSbMV.



2 Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na genetickou variabilitu genu elF4E
a jeho biologického vyznamu pro navozeni rezistence rostlin vaéi viram.

Zvladnuti metod: odbér vzorku, izolace DNA, PCR, sekvenovani, bioinformatika,
detekce viru pomoci ELISA testu, péstovani hrachu, inokulace.

Detekce a typizace genu elF4E ve vybraném souboru kulturnich a primitivnich
kultivart hrachu.

Stanoveni biologické funkce potencidln€ novych variant genu elF4E.
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3 Literarni prehled

3.1  Rezistence rostlin vi¢i virovym patogentim

Rostliny musi kazdy den odolavat Sirokému spektru patogenti, mezi které patii
i viry. Jedna se o submikroskopické intracelularni parazity, kteti obsahuji nukleovou
kyselinu ulozenou Vv bilkovinném obalu. Ta je schopna zprostfedkovat svoji replikaci
jen uvnitt vhodné hostitelské bunky. Pokud virus pronikne do rostliny, mize dojit
k zahajeni replikacniho cyklu a naslednému rozsifeni v rostliné. Pokud se virus rozsiti
napiiklad v sadech, plantazich nebo na poli, mohou vznikat velké hospodaiské skody. U
mnohych rostlin se vyvinuly mechanismy zajiStujici jejich rezistenci vici témto
patogenim (Hammond—Kosack a Parker, 2003). Dle Coopera a Jonese (1983) je
rostlina rezistentni, pokud dokaze potlacit replikaci viru, a tudiz je schopna potlacit
i symptomy infekce. Fraser (1990) rozlisuje 3 typy rezistence - nehostitelskou,
odridovovou, kdy jsou pouze urcité genotypy rostlin rezistentni nebo naopak vnimavé,
a ziskanou, pfi které dochazi ke zvySeni obrannych mechanismu rostliny naptiklad po
piedchozi infekci. Dangl a Jones (2001) a Thordal-Christensen (2003) ve svych pracich
uvadéji rozdéleni na nehostitelskou a hostitelskou rezistenci podle toho, zda je rostlina

pro dany virus pfirozenym hostitelem ¢i nikoliv.

3.1.1 Nehostitelska rezistence

Nehostitelska rezistence je nejbézn€j§i forma rezistence rostlin. Jednd se
0 rezistenci vuci Sirokému spektru potencidlnich patogenti vcetné vird, ktera se
vyskytuje u vSech rostlin (Heath, 2000). Charakteristické pro ni je, Ze nedochézi
K vytvofeni vztahu mezi hostitelem a patogenem. Primarné mize byt zabranéno
vniknuti viru do rostliny napiiklad kutikulou. Jedna se o primarni bariéru (Soosaar a
kol., 2005; Gururani a kol., 2012). I kdyz virus do rostliny pronikne, nedojde k jeho
pomnozeni, protoze rostlina neni pfirozenym hostitelem pro virus. Napiiklad tabak nebo
hrach nejsou hostitelskymi rostlinami pro virus mozaiky jabloni (Apple mosaic virus,
ApMV). Béznymi hostiteli jsou jabloné, broskvoné nebo Svestka domaci a ApMV hrach
ani tabak nenapada. Fraser (1985) uvadi dalsi ptiklad nehostitelské rezistence. Virus
mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus, TMV) vyzaduje pH 8 a nizkou koncentraci
Ca’* iontd v misté, kde dochazi k uvolndni RNA z virionu. Takovéto prostfedi je mu
poskytnuto v rostlin¢ tabaku nebo v ostatnich rostlinach z ¢eledi lilkovitych, které jsou

pro virus pfirozenymi hostiteli. Pokud cytoplazma nema hodnotu pH 8 a nizkou
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koncentraci Ca”* iontd, nemiZe se genetickd informace TMV v rostling $ifit. Toto

prostiedi je inkompatibilni s prostiedim, které virus k §ifeni potiebuje.

3.1.2 Hostitelska rezistence

Hostitelska rezistence se na rozdil od nehostitelské zaméfuje na navozeni
rezistence vaci konkrétnim virim. VySe zminény tabak je typickym hostitelem pro
TMV. Pokud do rostliny tabaku virus pronikne, hostitelska rostlina (tabdk) se zacne
brénit. Jednim z obrannych mechanismu je navozeni rezistence dominantné ¢i recesivné
fizenymi geny. Produkty dominantnich genu rezistence rozpoznavaji virus, a jako
nasledek obrany mohou napiiklad vyvolat hypersenzitivni odpoveéd’ (Soosar a kol.,
2005). U zmiilovaného tabdku se konkrétné jedna o gen N zajiStujici rezistenci vuci
TMV (Whitman a kol., 1994).

Geny podminéné recesivné pak nejcastéji koduji néktery z faktori, ktery je
nezbytny pro pomnozeni viru v rostliné (Diaz-Pendon a kol., 2004). U tabdku se jedné o
aminokyselinovych substituci v polypeptidovém ftetézci elF4E dokaze byt potlacena
iniciace translace +RNA virt uvnitf hostitelské bunky tabaku, coz je spojovano se

zabranénim replikace viru v rostliné (Julio a kol., 2015).

3.2  Hostitelska rezistence podminéna geny

Geny zajistujici hostitelskou rezistenci se mohou vyskytovat v dominantni ¢i
recesivni formé (Rodrigues a kol., 2009). Tyto geny poskytuji vysoce u¢innou ochranu
a je mozné péstovanim odolnych rostlinnych kultivarii redukovat hospodaiské ztraty
zpiisobené viry. Rostliny vykazujici rezistenci zaloZenou na recesivnich genech jsou
povazovany za vice odolné vic¢i virim neZ rostliny s rezistenci podminénou
dominantnimi geny. Jako divod je uvadéno, ze pro viry je tézsi prekonat recesivni geny
rezistence. Tyto geny totiz zabranuji rozsifeni viru na zaklad¢ absence faktorti nezbytné
nutnych k dokonceni virového pomnozeni ve srovnani s dominantnimi geny, které mtize
virus piekonat snadnéji. Naptiklad na zaklad€ Spatnych rozeznavacich mechanismii, kdy
virus nerozezna produkty R-genti a nemusi byt zabranéno Sifeni viru v rostling
(Cavatorta a kol., 2008). Ovsem trvalost hostitelské rezistence se odviji hlavné od toho,
zda se vyvine novy virulentni kmen, ktery pfekond mechanismy pisobici proti Sifeni

viru v rostlin¢ (Lecoq a kol., 2004).
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3.2.1 Dominantni geny rezistence

VétSina dominantné rezistentnich gend (R—gene) koduje proteiny, které patii do
tiidy ‘nucleotide binding site-leucine-rich repeat” (NBS-LRR). Tyto proteiny mohou byt
dale rozdéleny na zakladé piitomnosti homologni domény TIR (Toll-interleukin-1
receptor) nebo CC domény (coiled-coil) na N’ konci proteinu (Hammond-Kosak
a Parker, 2003; Maule a kol., 2007).

Ukolem téchto proteint je specificky rozeznavat virovy avirulentni faktor (avr),
coz je naptiklad plastovy protein nebo pohybovy protein (Hammod-Kosak a Jones,
1997; Dangl a kol., 2001). Interakce mezi proteiny kodovanymi R-geny a proteiny avr
gend mohou byt dle Keena (1990) ptimé, kdy se produkty R—gent chovaji jako
receptory a interaguji s produkty avr geni.. Nicméné, tento receptor—ligand model se ve
vztahu virti a produktli R-gent nevyskytuje ¢asto (Martin a kol., 2003). Nasledné Van
der Biezen a Jones (1998) navrhli tzv. guard hypotézu (model strazce), kterd je
V soucasnosti stale vice akceptovana. Zjistili, ze rostlinné R—proteiny (guards) asociuji
s endogennim proteinem hostitele, ktery je cilem pro patogenni proteiny. Patogen
zpusobuje zménu v kvartérni struktufe hostitelského proteinu, coz je rozpoznano R-
proteiny (guards), a to vede k aktivaci signalni kaskady zptsobujici rezistentni odpoveéd’
(Soosar a kol., 2005; Gurarani a kol., 2012). Tato oblast je stale predmétem vyzkumd,
proto byl navrzen dals$i model. Jedna se o tzv. decoy model (model ndvnady), kdy jsou
rostlinou kodovany proteiny, které slouzi jako ,,ndvnada™ pro patogenni proteiny -
funguji jako mediator pfi interakci s R-proteiny (van der Hoorn a Kamoun, 2008).

Poté, co dojde kinterakci mezi produkty R-genti a avr geni na zakladé¢
nekterého z vySe popsanych modelli, jsou aktivovany obranné mechanismy rostlin.
Piikladem obranného mechanismu zprosttedkovaného dominantnimi R-geny je
hypersensitivni odpovéd’. Pfi ni dochézi k programované bunétné smrti infikovanych
bunék (PCD) a v misté infekce se vytvareji nekrozy, ve kterych je vysoky obsah PR-
proteint (pathogenesis-related proteins) (Pontier a kol., 1988; Soosar a kol., 2005).
V pribéhu hypersenzitivni reakce dochdzi také ke zméndm v iontovych kanalech,
k aktivaci signalnich drah (pfevazné kinazové kaskady), k produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS), peroxidu vodiku a hydroxylovych radikald nebo oxidu dusi¢ného
(Delledone a kol., 1998; Grant a Loake, 2000). V obrang proti virovym patogeniim hraji
také dilezitou roli fytohormony. Jednd se pfedevsim o kyselinu salycilovou, ktera
naptiklad urCuje hranici vytvofené nekrotické 1éze, dale ethylén ¢i kyselinu jasmonovou

(Soosar a kol., 2005).
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Maule (2007) uvadi, ze do roku 2007 bylo klonovédno a blize popsano
12 dominantnich gent, de Ronde jich v roce 2014 zminuje jiz 22 (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Dominantni geny rezistence
(upraveno dle de Ronde, 2014)

Rostlinny druh | Dominantni | Virus Avr
gen (R-gen) (avirulentni
faktor)
Arabidopsis HRT Turnip crincle virus Plastovy protein
thaliana RCY1 Cucumber mosaic virus Plastovy protein
Brassma_ BcTuR3 Turnip mosaic virus Neznamy
campestris
i Tobacco mosaic virus
Capsicum .
Tomato mosaic virus
annuum Tobacco mild green mosaic virus
frutescens I Nt ) Plastovy protein
: Paprika mild mottle virus
chinense .
Obuda pepper mottle virus
chacoense ; i
Pepper mild mottle virus
Glycine max Rsvl Soybean mosaic virus
Cucumis melo Pvrl Papaya ringspot virus Neznamy
Pvr2
Nlcqtlana N Tobacco mosaic virus Helikaza
glutinosa
Bean common mosaic virus
Bean necrotic mosaic virus
Blackeye cowpea mosaic virus
Azuki mosaic virus
Phaseolus C_owpea aphid-borne mosaic o
- | virus Neznamy
vulgaris . . . .
Passionfruit woodiness virus
Soybean mosaic virus
Thailand passiflora virus
Watermelon mosaic virus
Zuchinni yellow virus
PWTT1 Bean dwarf mosaic virus Protein BV1
PvCMR1 Cucumber mosaic virus Gen 2a
Poncirus Ctv Citrus tristeza virus Neznamy
trifoliate
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Tabulka 1: Dominantni geny rezistence (pokra¢ovani)
(upraveno dle de Ronde, 2014)

Rostlinny Dominantni | Virus Avr (avirulentni
druh gen (R-gen) faktor)
Swbhb Tomato spotted wilt virus Pohybovy protein
Solanum —
. Tobacco mosaic virus , .
peruvianum Tm-2 - Pohybovy protein
Tomato mosaic virus
2 Tomato mosaic virus , .
Tm-2 Tobacco mosaic virus Pohybovy protein
Rx1 Potato virus X Plastovy protein
Solanum Rx2 Potato virus X Plastovy protein
tuberosum Rx2 Potato virus X Plastovy protein
Y-1 Potato virus Y Neznamy
Splanum CYR1 Mungbean yellow mosaic virus | Plastovy protein
hirsutum

Tabulka 2: Dominantni geny rezistence nepattici do skupiny NB-LRR

(upraveno dle de Ronde, 2014)

Rostlinny Dominanti Virus Avr
druh gen (avriulentni
(R-gen) faktor)
JAX1 Zajist'uje rezistenci vici potexvirim | Nezndmy
Arabidopsis | RTM1 Tobacco ech virus Pl oV
thaliana RTM?2 Plum pox virus rgféionvy
RTM3 Lettuce mosaic virus P
Solanum P'l Tomato yellow leaf curl virus
. y-2
hirsutum — ,
.. Helikazova
Tm-1 Tomato mosaic virus ,
doména

3.2.2 Recesivni geny rezistence

Rezistence krom¢& dominantnich gentit mize byt vyvolana i geny, které jsou

dédény recesivné. Obecny mechanismus, kterym funguji recesivni geny rezistence,

vysvétluji dvé hypotézy. Prvni poukazuje na to, Ze se mize jednat o pasivni

mechanismus. Pasivni proto, ze ptimo nedochazi k interakci mezi proteiny kodovanymi

virem a proteiny recesivnich genti rezistence. Tyto recesivni geny rezistence ale na

rozdil od téch dominantnich koduji v hostitelské rostling proteiny, které jsou nutné pro
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wrwe

v tomto proteinu nebo samotnou absenci tohoto proteinu. Pfikladem jsou eukaryotni
translacni faktory skupiny 4E a 4G, u kterych bylo mozné identifikovat mutantni alely,
které mohou poskytovat recesivni rezistenci vici RNA viram (Maule a kol., 2007).
Wang a Krishnaswamy (2012) uvadéji, ze zcelkového poctu 14 recesivnich

rezistentnich gent proti virovym patogentim, které byly v posledni dobé¢ identifikovany,

.....

(viz Tabulka 3).

Druhd hypotéza zprostfedkovavad rezistenci pomoci aktivnich mechanismi.
Rezistentni rostlina produkuje inhibitory znemoziujici néslednou replikaci viru
Vv rostliné. Tyto inhibitory rozeznavaji virem kédované molekuly a nasledné je spusténa
rezistentni odpovéd’ (Diaz—Pendon a kol., 2004). V souéasné dobé je v interakci virus-

rostlina preferovana prvni hypotéza (Lellis a kol., 2002).

Tabulka 3: Recesivni geny rezistence kodujici eIF4E
(pfevzato z Truniger a Aranda, 2009; doplnéno z Julio a kol., 2014)

Rostlinny druh Recesivni Virus
gen
. N prv2° + Pepper veinal mottle virus
Capsicum annuum .
prvé Tobacco etch virus
Cucumis mélo Nsv Melon necrotic spot virus
Barley mild mosaic virus
Horgeum vulgare rym, rymb5 A
Barley yellow mosaic virus
1
Lettuce sativa** mg:z Lettuce mosaic virus
Oryza sativa rymv-1 Rice yellow mottle virus
. : Pea seed borne mosaic virus
Pisum sativum sbm-1 o
Bean yellow mosaic virus
Solanum hirsutum pot-1 Potato virus Y .
Tobacco etch virus
Nicotiana glukotinosa Va Potato virus Y

* Geny pvr2%a pvré piisobi pouze dohromady, samostatng rezistenci viiéi PVMV nevyvolavaji (Caranta

a kol., 1996).

** Gen mol'byl diive nazyvén g, je spojovén s rezistenci, mol® s toleranci proti LMV, kter se projevuje

nedostatkem symptomu (Nicaise a kol., 2003).
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3.2.2.1 Recesivni rezistence u Pisum sativum

Rezistenci K viru semenem pfenosné mozaiky hrachu (Pea seed-borne mosaic
virus, PSbMV) u Pisum sativum zajist'uji ¢tyfi recesivni geny, jedna se o geny sbhm-1,
sbm-2, sbm-3 a shm-4. Tyto geny jsou lokalizovany na chromozomech II a VI, tedy ve
dvou vazebnych skupinach (Provvidenti a Alconero, 1988b; Provvidenti a Alconero,
1988c).

Vazebna skupina II lezi na chromozomu II a obsahuje gen sbm-2 (Provvidenti
a Alconero, 1988a). Gao a kolektiv (2004b) zjistili, ze tento gen je homologni s genem
pro eukaryotni transla¢ni faktor elF(iso)4E. Determinantou virulence je P3-6K1 protein,
ktery se nachazi v N’ terminalni oblasti u PSbMV. Pravé tento protein interaguje
s elF(iso)4E (Johansen a kol, 2001). V této vazebné skupiné Se nachazeji dalsi recesivni
geny, a to bcm, cyv-1, mo, pmv, které navozuji rezistenci vuc¢i Bean common mosaic
virus (BCMV), Clover yellow vein virus (CIYVV), Watermelon mosaic virus (WMV)
a Pea mosaic virus (PMV) (Provvidenti a Hampton, 1991; Gao a kol., 2004a)

Dalsi skupina recesivnich genli se nachazi ve vazebné skupiné VI lezici na
chromozomu VI a zahrnuje sbm-1, sbm-3 a sbm-4. Tyto recesivné dédéné geny jsou
zodpovédné za rezistenci proti Pea seed-borne mosaic virus (Provvidenti a Alconero,
1988a; Johansen a kol, 1996; Hjulsager a kol., 2002). Gao a kolektiv (2004a) uvadéji, ze
(elF4E). Tato vazebna skupina obsahuje také geny cyv-2 a wlv, které zprostitedkovavaji
rezistenci vici White lupin mosaic virus (WLV) a Clover yellow vein virus (ClIYVV)
(Provvidenti a Hampton, 1991; Gao a kol., 2004a; Gao a kol., 2004b).

Vyse zminéné recesivni geny u Pisum sativum (sbm-1, sbm-2, sbm-3 a shm-4)
jsou zaméfené na zajiSténi rezistence proti jednotlivym patotypim PSbMV.
Rozlisujeme ¢&tyfi patotypy PSbMV, a to P-1, P-2, P-3 a P-4, které jsou rozliSovany na
zaklad¢€ neschopnosti infikovat indikdtorové genotypy hrachu. Izolaty patotypu P-1,
nejsou schopny infikovat hrach nesouci gen sbm-1. lIzolaty nalezici k patotypim P-2
a P-3 nejsou schopny vyvolat infekci u hrachu nesouci recesivni geny sbm-2 a shm-3.
Rezistence k patotypu P-4 je navozena ptitomnosti genu sbhm-4 (Alconero a Provvidenti,
1986; Johansen a kol., 1996; Hjulsager a kol., 2002; Hjulsager a kol., 2006).

Na zaklad¢ rezistence ¢i vnimavosti K jednotlivym patotypim Ize hrach rozdélit
do 4 kategorii (A, B, C a D). Kategorie A je vnimava vii¢i vSem patotyplim, zatimco
kategorie B je rezistentni vic¢i vSem patotypim, tedy P-1, P-2, P-3 a P-4. Kategorie C je

rezistentni pouze vaci P-2 a P-3. Kategorie D se pak vyznacuje rezistenci k P-1 a P-2 a
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vnimavosti k patotypiim P-3 a P-4 (Olsen a kol., 2001; Hjulsager a kol., 2002; Hjulsager
a kol., 2006).

3.3 Funkce translaé¢nich inicia¢nich faktori eIF v eukaryotni buiice

Zhang (2006) shrnuje hlavni funkce eIF4E. Prvni je, Ze eIF4E dokaze
stabilizovat mRNA tim, ze ji chrani proti ptisobeni endonukledz DCP1p ¢i XRNlp,
které mohou zpusobit jeji degradaci (Schwartz a Parker, 2000; Vilela a kol., 2000).
Dalsi funkci elFAE je usnadnéni intracelularniho transportu RNA potyvirt tim, ze
dokaze vazat mikrotubuly (Bokros a kol., 1995). Hlavni role ¢IF4E je ovSem
zprostiedkovat iniciaci translace, nasledné rozpoznat a interagovat S oblasti vazici
¢epicku na 5’konci MRNA. Celého procesu iniciace translace se zucastni velky pocet

.....

téchto proteind je umoznit vazbu ribozomu na mRNA (Aitken a Lorsch, 2012).
Iniciace translace zacind navdzanim komplexu, ktery se sklada z Met-tRNAiMet,

GTP a elF2, na malou podjednotku ribozomu. Na podjednotku se dale vazi faktory

.....

vvvvvvv

komplex, ktery se sklada ze dvou podjednotek - elF4E a elF4G. Protein elF4E
rozeznava a vaze 7-methylguanosinovou ¢epicku na 5° konci mRNA. elF4G interaguje
na polyA tsek na 3" konci mRNA a umoziuji cirkularizaci mRNA. elFAG také
interaguje s dvéma faktory elF4A a elF3 (Wells a kol., 1998). elF4A slouzi
k rozvolnovani mRNA za ucasti ATP. Faktor elF3 se vaze na 40S ribozomu a u rostlin
se tento faktor skladd z 12 podjednotek (Browning, 2004). elF3 ma dualezitou roli
v signalnich drahach, dokéze regulovat translaci. Je schopen interagovat s dalSimi
a Robaglia, 2006). Vazba ribozomu na mRNA a skenovani vldkna ve sméru 5" = 3’
probihd aZz do doby nalezeni startovaciho kodonu AUG. Jakmile je nalezen startovaci
kodon, faktor elF5 zprosttedkuje hydrolyzu GTP, kterou nese elF2 faktor. Nasledné se

.....

ribozomu (60S) a zacina syntéza polypeptidového fetézce (Pestova a kol., 1996).
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2006). Na schématu je znazornéna vazba eIF4E na 7-methylguanosinovou &epicku na 5” konci mRNA.

Spole¢né s elF4G je soucasti komplexu elF4F. Dale jsou na schématu zobrazeny dalsi faktory, naptiklad

elF3, elF4A, PABP, elF5 nebo elF2. Na mRNA je pfipojena mala podjednotka ribozomu 40 S.

3.3.1 Interakce elF4E a VVPg proteinu

Virova +RNA potiebuje ke své replikaci hostitelsky transla¢ni aparat bunky.
U potyviri eIlF4E rozeznava misto cepicky virovy VPg protein. Tento protein je
kovalentné piipojen pomoci fosfodiesterové vazby k virové RNA a velikost tohoto
proteinu se pohybuje v rozmezi od 20-22 kDa (Murphy a kol., 1991; Jiang a Lalibrté,
2011). Pravé VPg protein byl identifikovan jako determinanta virulence u PSbMV a je
rozeznavan elF4E pfi iniciaci translace (Keller a kol., 1998; Borgstrom a Johansen,
2001; Moury a kol., 2004; Kang a kol., 2005).

Pravé zahajeni translace je klicovy proces pro navozeni rezistence vuci
potyvirim. Rezistence vi¢i potyvirim byvéa zplisobena mutacemi v genu kodujicim
elF4E, ktery je nezbytny pro rozeznani virového VPg proteinu a nasledné nasednuti
ribozomalni podjednotky (Kang a kol., 2005; Caranta a Robaglia, 2006). Pokud dojde
k aminokyselinovym substitucim (mutacim) u eIF4E, zpravidla v oblastech, které
rozeznavaji VPg protein, mize byt zabranéno iniciaci translace virové +RNA.
V tomto ptipad¢é nedojde k vytvoteni vazby mezi VPg proteinem u potyvirt a elF4E,

.....

navozena rezistence rostliny (Robaglia a Caranta, 2006). Michon a kol. (2006) vsak
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uvadéji, ze i pies nevytvoreni vazby mezi elF4E a VPg proteinem je stale mozna
U virit maze také dochazet k mutacim v genu koédujicim VPg protein, které
nasledné¢ mohou vést k tomu, Ze rovnéz nedojde k iniciaci translace a virus neni schopen

infikovat rostlinu (Nicaise a kol., 2003).

3.4  Eukaryotni inicia¢ni transla¢ni faktor 4E u Pisum sativum

Protein eIF4E je kodovan genem, ktery je umistén na chromozomu VI a je
homologni s genem sbm-1, zatimco gen kodujici elF(iso)4E je homologni s genem
sbm-2 a je umistén na chromozomu II (Smykal a kol., 2010). Jedna se o isoformu, ktera
se nenachazi u zadnych dalSich eukaryotnich organismi, pouze u rostlin. Proteiny
elF(iso)4E a elF4E vykazuji zhruba 50% podobnost v aminokyselinové sekvenci
a jejich molekulova hmotnost je kolem 24 kDa (Browning, 1996). Oba tyto faktory, bud’
kazdy zvlast' nebo dohromady, hraji dtlezitou roli pti pomnoZzeni viru v rostlinach. Jsou
hostitelské rostliny (Robaglia a Caranta, 2006). Mutace v genech pro elF4E nebo
elF(iso)4E dokazou zabranit iniciaci translace virové +RNA a tim navodit rezistenci
rostliny (Robaglia a Caranta, 2006; Yeam a kol., 2007; Charron a kol., 2008; Truniger
a Aranda, 2009).

3.4.1 Struktura a variabilita genu elF4E

Gen elF4E u Pisum sativum je tvofen péti exony pieruSenymi Ctyfmi
sekvencemi intronli v celkové délce 2 152 bp u vnimavych a 2 102 bp u rezistentnich
linii hrachu. Po vystfizeni intront je gen dlouhy 723 bp, jak u vnimavych, tak
u rezistentnich rostlin (Smykal a kol., 2010). U vnimavych rostlin hrachu se ve tfetim
intronu vyskytuje inzerce o délce 50 bp (u né€kterych 56 bp), kterou tvoii repetitivni
sekvence podobné mikrosatelitim. Rozdilna délka tfetiho intronu slouzi jako marker
pro zjisténi pfitomnosti vnimavé ¢i rezistentni alely genu elF4E. Na zaklad¢ toho byl
navrzen rychly systém na rozliSeni téchto alel, ktery mize vést k rychlej§imu

Slechtitelskému procesu a péstovani pouze rezistentnich odrid (Smykal a kol., 2010).
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Tabulka 4: Velikost intront a exoni genu elFAE u rodu Pisum

Exon Velikost Intron Velikost

Exon 1 278 bp Intron 1 91 bp

Exon 2 166 bp Intron 2 89 bp

Exon 3 128 bp Intron 3 lilrsﬁf;zg?ci}ihl 1210511 l;g)
Exon 4 65 bp Intron 4 84 bp

Exon 5 50 bp

Konec¢na a kol. (2014) analyzovali 2803 genotypt hrachu a na zakladé rozdilné
délky tietiho intronu identifikovali Ctyfi varianty genu elF4E. Jedna se o elF4E",
elFAE®, eIF4E® a elF4E®. Alela elF4E® se vyskytuje u vnimavych rostlin, kde délka
intronu 3 je 1201 bp. Rezistentni rostliny nesou alelu elF4E” a intron 3 je dlouhy
1151 bp, coz je o 50 bp méné nez v piipade elFAES Dale byly popsany alely elF4E®
a elF4EC. Velikost intronu 3 je v piipadé alely elFAE® 1131 bp a u alely elF4EC je to
pak 1257 bp. Ve vztahu ke geografickému rozifeni je nejvice rozsifena alela elF4E>,
jejiz &etnost inila v Australii 100 %, v Evrop& 96 % ¢&i Turecku 94 %. Alela elF4ER
byla identifikovana v liniich z Etiopie, z Afghanistinu, Indie a Ciny. Cetnost této alely
se pohybovala do 36 %. V liniich pochazejicich z Australie identifikovana nebyla. Alela
elF4E® se vyskytovala nejvice v liniich z Indie a Pyrenejského poloostrova s &etnosti do
25 %. Alela elFAE” byla identifikovana v liniich z Indie, Jizni a Severni Ameriky.
Alela elFAE” se u analyzovanych hrachti vyskytovala s Eetnosti do 8 %.

K dal§im analyzam bylo pouzito 73 sekvenci linii hrachu, které mimo rozdilt
v délce intronu 3 vykazovaly 156 jednonukleotidovych zamén. Na zakladé
pozorovanych zadmén bylo identifikovano 34 dalSich variant alel, které zahrnuji zmény
Vv intronech a exonech (Konec¢na a kol., 2014).

Tyto zamény po vystfizeni introndl a pfepisu do aminokyselinovych sekvenci
vedly k popséni proteinovych variant eIF4E. Konkrétng u alely elF4E° bylo popsano
sedm variant, u alely elF4E” rovn&z sedm, u alely elFAE® tfi varianty a u alely elF4E®
se jednalo o dv¢ varianty. Dohromady tedy devatendct proteinovych variant (Kone¢na
a kol., 2014).

Mezi rezistentni elF4E*! a vnimavou variantou proteinu elFAEST byly
identifikovany zamény péti aminokyselin. U vnimavych linii hrachu se v pozici 62

nachdzi tryptofan, ktery byl u rezistentnich linii nahrazen leucinem. V pozici 73 a 74
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byla kyselina aspargova vyménéna za alanin. Arginin na pozici 107 u rezistentnich linii
byl substituovan glycinem a lysin v pozici 169 byl nahrazen asparaginem (Gao a kol.,
2004a; Smykal a kol., 2010). VSechny tyto substituce nejsou konzervativni, protoze
vyménéné aminokyseliny nemaji podobné vlastnosti, a projevuji se na struktufe a funkci
proteinu (Gao a kol., 2004a).

Kdybychom porovnali napiiklad eIF4E™® a elFAE™®, zjistime, 7e 34.
aminokyselinou je u eIF4E” kyselina glutamova, zatimco u eIF4E* byl zji§tén alanin.
Dal3i zménou je 108. aminokyselina, kdy u elF4E* najdeme alanin, ale u elF4E*®
prolin, 105. aminokyselina v fetézci je u eIF4E” histidin a u eIF4E”™ arginin. Déle je
pak zménéna v pofadi 169. aminokyselina. U eIF4E”® se nachézi asparagin, zatimco
u elF4E”® byl identifikovan lysin (Kone&na a kol., 2014).

elFAE®? se 1isi od eIF4E®? tiemi aminokyselinami. 207. aminokyselina je
U elF4ES! methionin, zatimco u elF4E® se nachézi izoleucin. Dalsi substituované
aminokyseliny jsou pak ty, které jsou v potadi 218. a 219. U elF4E> najdeme na t&chto
mistech leucin a kyselinu aspargovou, zatimco u eIF4E®™ byl identifikovan glutamin
a kyselina glutamova. U cIF4E®?a elF4E® je dale substituovana aminokyselina na 23.
pozici, a to valin za kyselinu aspargovou.

Pokud bychom porovnali aminokyselinové fetdzce u eIF4ES™ a elFAES?, 1isi se
od sebe ve dvou nukleotidech - jedna zména v exonu 1 vedla ke zmén¢ aminokyseliny.
Jednd se o zaménu asparaginu za izoleucin. Druha zména je v intronu 3, ktera ale

nehraje ve struktufe proteinu Zadnou roli.

3.4.2 Sekundarni a tercialni struktura proteinu elFAE

Sekundarni strukturu elF4E u hrachu popsal Ashby a kol. (2011). Zjistili, ze se
jednd o monomer, ktery je slozen z 8 antiparalelnich B-skladanych listl obklopeny
Ctyfmi a-helixy.

V tercidlni struktufe jsou B-sklddanymi listy obklopené a-helixy, které se
nevyskytuji pouze v oblasti vazici ¢epi¢ku (Ashby a kol., 2011). Tato oblast odpovida
mistu mezi dvéma tryptofanovymi zbytky (W75 —W121) a je nezbytna pro prvni krok
iniciace translace mRNA (Ashby a kol., 2011). Zamény aminokyselin, kterymi se
odliSuji jednotlivé proteinové varianty elF4E, jsou na zdkladé strukturnich modell
tercialni struktury elF4E soustfedény na povrchu proteinu a jsou rozdéleny do dvou
klastrii,, jeden v blizkosti tzv. cap binding pocket a druhy je otoCen o 90° od ‘cap
binding protein” (Monzingo a kol., 2007; Charron a kol., 2008).
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Obrazek 2: Tercialni struktura proteinu eIF4E u Pisum sativum (ptevzato z Gao a kol.,
2004). Bledé modra barva odpovida N-konci a postupné prechazi do ervené, ktera odpovida C-konci.
W75 az W121 znaci oblast vazici Cepicku, kterd se vaze na cepicku na 5 konci mRNA. Cisla 62, 73, 74,
77 a 107 odpovidaji pozicim aminokyselinovych substituci, kterymi se od sebe li§i vnimava a rezistentni

forma elF4E u Pisum sativum.
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4 Material a metody

4.1  Biologicky material
4.1.1 Hrach sety (Pisum sativum L.)

Pro experimentalni ¢ast bakalaiské prace bylo pouzito 19 linii pfevazné
primitivnich kultivart hrachu, vzdy po 20 rostlinach. Pro péstovani Vv plastovych
kontejnerech 0 rozméru 8 x 8 cm byl pouzit substrat Klassman 4 a rostliny byly
kultivovany Vv podminkéch fytotronu, ktery byl nastaven na rezim 22 °C/18 °C a 16/8

hodin den/noc.

Tabulka 5: Seznam vzorkl a jejich charakteristika

Oznaceni linie Misto puvodu Typ kultivaru
JI199 Afghénistan Primitivni kultivar
JI1212 Neuvedeno Primitivni kultivar
JI1268 Kréta Plané¢ rostouci
JI1289 Recko Plané¢ rostouci
JI1705 Neuvedeno Plané rostouci
J11585 Etiopie Primitivni kultivar
JI157 Studan Primitivni kultivar
J11260 Indie Primitivni kultivar
J11546 Etiopie Primitivni kultivar
J1290 Etiopie Plané¢ rostouci
JI691 Neuvedeno Primitivni kultivar
J11346 Mongolsko Primitivni kultivar
J11543 Mongolsko Primitivni kultivar
JI12265 Neuvedeno Primitivni kultivar
JI3112 Neuvedeno Plané rostouci
J1252 Etiopie Primitivni kultivar
J1967 Etiopie Primitivni kultivar
JI1357 Afghénistan Primitivni kultivar
JI186 Neuvedeno Primitivni kultivar

4.1.2 Virové izolaty

Pro inokulaci byl pouzit izoldt PSbMV117CZ viru semenem pienosné mozaiky
hrachu (Pea seed-borne mosaic virus, PSbMV), patiici k patotypu P-1 a izolat L1
(patotyp P-2), ktery byl poskytnut prof. Elisabeth Johansen (Danish Institute of Plant
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and Soil Science, 2800 Lyngby, Dansko). Tyto izolaty jsou udrzovany na vnimavém

hrachu "Bohatyr’ na Katedfe bunééné biologie a genetiky, PftF UP v Olomouci.

4.2 Mechanicka inokulace

Rostliny hrachu byly mechanicky inokulovany 14 dni po vysevu. Jako inokulum
slouzily listy rostlin infikovanych PSbMV, izolaty PSboMV117CZ a L1. Prvnich deset
rostlin v linii bylo infikovano izolatem PSbMV117CZ, dalsich deset rostlin pak
izolatem L1. Sterilni pinzetou byly odebrany svinuté listy, které jsou typickym
ptiznakem infekce. K 1 g infikovanych lista byly ptidany 2 ml 10 mmol/l fosfatového
pufru (pH 8) spiidavkem 1% celitu a 1% aktivni uhli (w/w). Vse bylo
homogenizovano a molitanovou houbic¢kou namocenou v inokulu byly listy v prvnim
a druhém patie hrachu asi 6x potirany. Po 5 minutach bylo inokulum splachnuto vodou
arostliny byly dale udrzovany ve vlhkém prostiedi ve skleniku. Vyvoj pfiznakt byl
sledovan tydennich intervalech (minimalné 4 tydny) a 14 dni po inokulaci byly vzorky

testovany na pritomnost PSbMV pomoci DAS-ELISA testu.

4.3 Izolace DNA

DNA z listti hrachu byla izolovana pomoci NaOH/TRIS metody (Collard a kol.,
2007; Smykal a kol., 2010). Z testovanych rostlin hrachu setého byl odebran cca 20 mg
listovy segment. K listovému segmentu v mikrozkumavce bylo ptidano 100 ul 0,5 mol/l
NaOH a po mechanické homogenizaci bylo ke smési pfidano 1,4 ml 0,1 mol/l TRIS
0 pH 8,0. Vznikly homogenat byl centrifugovan 10 minut pfi 14 000 otackach. Vzorky

byly nafedény v poméru 1:1 deionizovanou vodou a uchovany v -20 °C.

44  DAS-ELISA test

K detekci izolatu PSbMV117CZ byly pouzity reagencie od spole¢nosti Prime
Diagnostics. Do mikrotitracni desticky bylo napipetovano 200 ul specifickych protilatek
(Anti-PSbMV-1gG) fedenych 1000x v potahovacim pufru. Desticka byla inkubovana pii
4 °C ptes noc. Nasledujici den byla desticka 3x promyta promyvacim pufrem a do
jamek bylo pfidano 200 pl listového extraktu, ktery byl pfedtim homogenizovan
v extrakénim pufru v poméru 1:10. Desticka byla inkubovana pies noc pii 4 °C. Po
inkubaci byla desticka 3x promyta promyvacim pufrem a nasledné bylo napipetovano
200 pl konjugatu (IgG-AP) fedéného 1000x v konjugacnim pufru. Desticka byla
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inkubovana opét pies noc pii 4 °C a byla 3x promyta. Posledni krok bylo pfidani 200 ul
substratu (0,75 mg sodné soli p-nitrofenylfosfatu na 1 ml substratového pufru)
a desticka se nechala 30 minut inkubovat pii pokojové teploté ve tm¢. Pomoci ELISA
readeru (BioTek) byla hodnocena hodnota absorbance pti 405 nm, ktera u pozitivnich
vzorkl byla vyssi nez 0,1.

Detekce izolatu L1 byla provadéna pomoci soupravy LOEWE pro detekci
PSbMV dle pokynu vyrobce. Do jamek ELISA desticky bylo napipetovano 100 pl
specifickych protilatek (Anti-PSbMV-1gG, LOEWE) fedénych 200x v potahovacim
pufru a desticka byla inkubovana pii 35 °C po dobu 3 hodin. Po uplynuti inkubac¢ni
doby byla desticka 3x promyta promyvacim pufrem a bylo pfidano 200 ul listového
extraktu pfipraveného homogenizaci listl v extrakénim pufru v poméru 1:10. Desticka
byla inkubovana pfes noc ve 4 °C. Po nocni inkubaci byla desticka 3x promyta
promyvacim pufrem a ihned poté bylo napipetovano 100 ul konjugatu (Anti-PSbMV-
AP-conjugate, LOEWE), ktery byl fedén 200x v konjuga¢nim pufru. Inkubace
s konjuga¢nim pufrem probihala 3 hodiny pii 35 °C a poté byla desticka 3x promyta.
Poté bylo pfiddno 100 pl substratu (0,75 mg sodné soli p-nitrofenylfosfaru na 1 ml
substratového pufru) a desticka byla inkubovana 1 hodinu ve tmé. Byly vyhodnoceny
hodnoty absorbanci pomoci ELISA readeru (BioTek) pii 405 nm, které u pozitivnich
vzorki byly vyssi nez 0,1.

45  Genotypizace hrachu pomoci polymerazové fetézové reakce

Typ alely elF4E byl uréen PCR amplifikaci s primery intron3-750F/intron3-
1335R a intron3-750F/586gR (viz Tabulka 7) (Smykal a kol., 2010). Pomoci primert
intron3-750F/1335 dostavame po elektroforetické separaci (podkapitola 5.4) produkty o
velikosti 586 bp, 536 bp, 528 bp a 642 bp. Po PCR amplifikaci s primery intron3-
750/586gR dochazi ke vzniku produktii o velikosti 243 bp a 293 bp. Na zakladé€ zjisténi
velikosti PCR produktt byl uréen typ alely (viz Tabulka 6).

PCR reakéni smés pro genotypizaci byla ptipravena podle rozpisu uvedeného
v Tabulce 8. Reak¢ni smés byla rozpipetovana po 18 pl do 0,2 ml mikrozkumavek. Poté

byly pfidany 2 pl vzorku. PCR probihala za podminek uvedenych v Tabulce 9.
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Tabulka 6: Identifikace alely eIF4E na zakladé velikosti PCR produkti
(Konec¢na a kol., 2014)

Alela Intron3-750F/586gR Intron3-750F/intron3-1335R
elF4E® 293 bp 586 bp
elF4E* 243 bp 536 bp
elF4AE® 293 bp 528 bp
elF4E® 293 bp 642 bp

Tabulka 7: Sekvence primeri pouzitych pro genotypizaci hrachu

(Smykal a kol., 2010)

Nazev primeru

Sekvence primeru (5" -3")

586g-R

GAATCATTTAAGAAGCTCGTGTGAAGTG

Intron3-1335R

TCAATGAAACTACCAAGTGGTCTCAG

Intron3—750F

GGACTAAGAATGCTTCAAATGAAGCTGC

Tabulka 8: Slozeni PCR reakéni smési pro genotypizaci

Reagencie Koncentrace Konecna Objem pro 1 test
pracovniho koncentrace
roztoku
Pufr 5X 1x 4 ul
Deionizovana voda 13,4 ul
Reverse primer
586gR / intron3-1335R 20 pmol/pl 0,2 pmol/ pl 0.2 ul
Forvard primer
intron3-T50F 20 pmol/ul 0,2 pmol/ pul 0,2 ul
MyTaq DNA polymeraza 5 U/ul 1 Ul/reakce 0,2 ul
Vzorek 2 ul
Tabulka 9: Podminky PCR genotypizacni reakce
(Smykal a kol., 2010)
Krok Teplota Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95°C 4 min 1
Denaturace 95°C 30s
Hybridizace 55°C 30s 40
Elongace 72°C 30s
Konec¢na elongace 72°C 7 min 1
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Pro stanoveni sekvence genu elF4E byly pouzity primery ATG-F, intron3-750F,
intron3-1335R a end-R (viz Tabulka 10). Cely fragment genu byl rozdélen na dvé
prekryvajici Casti, kdy prvni cast byla ohrani¢ena primery ATG-F a intron3-1335R
adruha c¢ast byla urCena primery intron3-750F a end-R. PCR reak¢éni smés byla
ptipravena z reagencii uvedenych v Tabulce 11 a rozpipetovana po 23 pl do 0,2 ml
mikrozkumavek. PCR reakce probéhla podle podminek uvedenych v Tabulce 12.

Tabulka 10: Sekvence primerd pouzitych pro amplifikaci genu elF4E
(Smykal a kol., 2010)

Nazev primeru Sekvence primeru (5" -3")

ATG-F ATGGTTGTAGAAGACACCCCCAAATC
end-R TTGCTAGTTTGCTACCATGTAAGAACG
Intron3-750F GGACTAAGAATGCTTCAAATGAAGCTGC
Intron3-1335R TCAATGAAACTACCAAGTGGTCTCAG

Tabulka 11: Slozeni PCR reakéni smési pro amplifikaci genu elF4E

Reagencie Koncentrace Kone¢na Objem pro 1 test
pracovniho koncentrace
roztoku
Pufr 5X 1x 5ul
Deionizovana voda 16,75 ul
Reverse primer
end-R / intron3-1335R 20 pmol/ul 0,4 pmol/pl 0.5 pl
Forvard primer
e e 20 pmol/pl 0,4 pmol/ul 0,5 ul
MyTaq DNA polymeraza 5U0/ul 1 U/reakce 0,25 ul
Vzorek 2 ul

Tabulka 12: Podminky PCR reakce pro amplifikaci genu elF4E

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95°C 3 min 1
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace 56 °C 30s 40
Elongace 72 °C 2 min
Konecna elongace 72 °C 5 min 1
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4.6  Elektroforeticka separace PCR produkti

PCR produkty byly detekovany pomoci elektroforetické separace na 1,5 %
agarosovém gelu v prostiedi TAE pufru (0,759 agarosy a 50 ml TAE pufru).
K rozvatenému gelu byly pfidany 2 pl fluorescenéniho barviva GoodView (SBS
Genetech) a smés byla nalita do elektroforetické vani¢ky s pfidanymi hiebinky pro
vytvoieni jamek. Gel se nechal tuhnout cca 40 minut. Po ztuhnuti byl po rysku nad
povrch gelu nalit 1x TAE pufr a hiebinky byly vyjmuty. Do prvni jamky byl
napipetovan standard molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp Plus (Fermentas) a bylo
nandseno 5 pl vzorku s 2 pl nandSeciho pufru (0,1 % bromfenolova modi v 30 %
roztoku glycerinu). Elektroforeticka komurka byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného
napéti a separace PCR produktl probihala pii 80 V po dobu cca 45 minut. PCR
produkty byly vizualizovany pomoci UV transluminatoru za pouziti programu

GeneSnap (Syngene).

4.7  lzolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit

Izolace DNA u vybranych rostlin hrachu setého byla provedena pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit dle protokolu uvedného v DNeasy ® Plant Handbook.
Ke 100 mg listového segmentu bylo ptidano 400 pl pufru AP1 piedehtatého na 65 °C
a4 ul RNazy A. Smés byla dukladné zvortexovana a inkubovana po dobu 10 minut pii
65 °C. V prub¢hu inkubace byla zkumavka 3x promichana. Thned poté bylo piidano
130 pl pufru AP2 a lysat byl inkubovéan 5 minut na led€. Vznikly lysat byl napipetovan
do QIlAsheredder kolonky a centrifugovan 2 minuty pti 14000 otackach. Supernatant
byl pielit do ¢isté mikrozkumavky, bylo k nému pfidano 1,5 dilu pufru AP3 a smés byla
promichana pomoci pipety. Obsah mikrozkumavky byl pfenesen opét na DNeasy
kolonku, ktera byla centrifugovana 1 minutu pii 8000 otackach. Kolonka byla umisténa
do nové mikrozkumavky, bylo pfidano 500 pl pufru AW, nasledovala centrifugace
1 minutu pii 8000 otackach a prefiltrovana frakce byla odstranéna. Po ptfidani 500 pl
pufru AW byla kolonka centrifugovana 2 minuty pfi maximalnich otackach az do
vysuSeni membrany. Dneasy kolonka byla pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky a bylo
na ni napipetovano 100 pl deionizované vody. Po 5 minutové inkubaci pii pokojové
teplot¢ nasledovala centrifugace pii 8000 otackach 60 sekund. Kvalita a koncentrace
izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky (NanoDrop 1000) a byla

uchovavana v -70 °C.
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4.8 Sekvenovani

4.8.1 lzolace PCR produkti z gelu

Pfed sekvena¢nim znaCenim bylo nutné PCR produkty pfecistit pomoci
QIAquick Gel Extraction Kitu (QIAGEN) dle pokynii vyrobce. Pfed samotnou izolaci
prob&hla elektroforeticka separace v 1 % agarosovém gelu (0,75 g agarosy, 75 ml TAE
pufru a 5 pl ethidium bromidu). Ztuhnuty gel byl zalit 1x TAE pufrem a do jamek byly
pipetovany veskeré PCR produkty po smichani s5 ul 0,1 % bromfenolové modii
v 30 % glycerinu. Elektroforeticka separace byla provedena pii 80 V po dobu 45 minut.
PCR produkty byly vyfezavany pod UV transluminatorem a umistény do oznacenych
1,5ml eppendorf zkumavek. K vyfiznutym PCR produktim byl pfidan QG pufr
v poméru 1:3 (w/v) a zkumavky byly inkubovany 10 minut pti 50 °C v dry-bloku.
Po rozpusténi gelu byl pfidan 1 objem isopropanolu a smés byla napipetovana
na kolonku pro izolaci DNA a centrifugovana 1 minutu pii 13000 otackach. Obsah
sbérné zkumavky byl vylit, na kolonku bylo piidano nejprve 500 ul QG pufru a opét
probéhla centrifugace. Bylo pfiddno 750 ul PE pufru, po kterém byla kolonka
centrifugovana pii 13 000 otackach a nasledné umisténa do nové 1,5 ml zkumavky.
Navazana DNA byla eluovana 30 ul destilované vody. Opét probéhla centrifugace
1 minutu a 13000 otackach. Koncentrace izolované DNA byl zjistén pomoci

fluorimetricky a vyizolovana DNA byla uchovana v -20 °C.

4.8.2 Sekvena¢ni znaceni

Na sekvenacni znaceni byl pouzit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequecing Kit.
Reakéni smés na 1 reakci obsahovala 1 pl pufru, 1 pul Big Dye, 2 pl nafedéného primeru
(1,6 pmol) a 6 pl nafedéného vzorku DNA. Vzhledem k velikosti PCR produktt, ktera
byla ptiblizné¢ 1200 bp, byly vzorky nafedény tak, aby obsahovaly v 6 ul 35 ng DNA.
Na oznaceni fragmentu byly pouzity tyto primery ATG-F, intron3-750F, 5869gR,
intron3-1335R a end-R.

PCR zkumavky s oznaenymi vzorky byly umistény do termocykléru za
podminek uvedenych v Tabulce 13.

Sekvenaéni analyza byla provedena na Ustavu experimentalni botaniky, AV CR,

v Olomouci genetickym analyzatorem ABI PRISM 3730.
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Tabulka 13: PCR podminky pro sekvena¢ni znaéeni

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 96 °C 1 min 1
Denaturace 96 °C 10s
Hybridizace 50 °C 5s 3
Elongace 60 °C 4 min

4.8.3 Analyza sekvenci

Vystupy z genetického analyzatoru byly sestaveny do vyslednych kontigh
pomoci programu SeqMan, Lasergene (DNASTAR). Pro dal$i analyzu byl pouzit
program MEGA 6.0. Bylo provedeno mnohocetné piitazeni mnou analyzovanych
sekvenci genu elF4E a sekvenci genu, které byly ziskany z databaze GenBank.
Sekvence byly zarovnany do bloku 0 velikosti 2075 bp a jednotlivé alely elF4E byly

detekovany na zakladé deleci a inzerci v intronu 3.

Pro analyzu byly pouzity nasledujici sekvence genu elF4E z rostlin linii:
e JI 157/1, JI 157/2, JI 157/6, JI 157/10, JI 157/3, JI 268/11, JI 1260/18, JI
1260/19, JI 1546/1.
Sekvence gent zrostlin, které mi byly poskytnuty od pracovnikii Laboratote
molekularni biologie mikroorganismd:

o JI11546/20, JI 212/1, J1 99/1, J1 99/2, JI 1585/4, J1 289/8, JI 1260/1, JI 157/9.
Pro porovnani deleci a inzerci v intronu 3 byly z databaze GenBank stazeny sekvence
genu elF4E:

o alela elF4E° (KF981414.1), alela elF4E® (KF053449.1), alela elF4E®

(KF053433.1), alela el FAE® (KF053444.1).

Pro zjisténi jednonukleotidovych zdmén byly analyzované sekvence porovnany se
sekvencemi reprezentujici jednotlivé varianty genu elF4E dostupnymi v databazi
GenBank.
Pro zjisténi novych variabilnich pozic u potencialné novych alel byly pouzity sekvence:
e alela elF4ES' (KF981414.1), alela elF4E%® (KF981397.1), elF4E®®
(KF981390.1), alela elF4E™* (KF981425.1), alela elF4E™ (KF981421.1), alela
elF4E®® (KF981422.1), alela elFAEY (KF981419.1), alela elF4E™
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4.9

(KF053449.1), alela elF4E** (KF981416.1), alela elF4E™® (KF981393.1), alela
elF4EM  (KF981395.1), alela elFAE™ (KF981394.1), alela elF4E"®
(KF053455.1), alela elF4E*" (KF053454.1), alela elF4E®! (KF053433.1), alela
elFAE®? (KF053433.1), alela elF4E®® (KF053434.1), alela elF4E®*
(KF053444.1), alela el F4E“? (KF981433.1).

Pouzité chemikalie

Agarosa (Ambresco)
Aktivni uhli (Fichema)

Bromfenolovéa modi: 0,1% roztok v 30% glycerinu (Promega)

Deionizovana voda

Ethidium bromid: 1% roztok ve vod¢ (Sigma-Aldrich)
Celit (Sigma-Aldrich)

GeneRuler ™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)
GoodView ™ Nucleid Acid Stain (SBS Genetech)
Isopropanol (Lach-ner)

NaOH (Lach-ner)

TRIS (Serva)

4.10

Pouzité kity

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies)
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Cat.No. 69106)

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Cat. No. 28706)

MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline, Cat. No. BIO-21106)

411

Pouzité roztoky a jejich sloZeni

PBS pufr (pH 7.4; 1000 ml)

NaCl 8,18 g
KCl 0,15g
KH,PO, 0274
Na,HPO, + 12 H,0 2,86 ¢

Potahovaci pufr (pH 9.6: 1000 ml)

Na,COs 1,59 g
NaHCO; 2,949
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Extrakéni pufr (pH 7.4: 1000 ml)

PBS 1000 ml
PVP K-25 20,09
Tween 20 0,50 ml
odtuénéné suSené mléko 10,0¢g

Konjugacni pufr (pH 7.4; 1000 ml)

PBS 1000 ml
PVP K-25 20,0 g
Tween 20 0,50 ml
odtuénéné suSené mléko 2,049

Promvvaci pufr

1/5 PBS 1000 ml
Tween 20 0,50 ml

Substratovy pufr (pH 9.8: 1000 ml)

diethanolamin 97 mil
dale upravit pomoci HCI

Fosfatovy pufr (pH 8: 250 ml)

Na;HPO,4.12 H,O 0,895¢
KH2PO, 0,349

5x TAE pufr (pH 8; 1000 ml)

Tris 24,29
ledova kyselina octova 5719
0,5 mol/l EDTA 10 ml

dale pak fedéno na 1x TAE pufr

10x TNE (pH 7,4; 1000 ml)

Tris 12,11 g
EDTA 3,729
NaCl 116,899

doplnit destilovanou vodou

TRIS (pH 7,4; 100 ml)

TRIS 1219
doplnit destilovanou vodou
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412 Pouzité pristroje

Analytické vahy 440-33 N (Kern)

Centrifuga Biofuge pico (Heraus)

DNA fluorometr Hoefer DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences)
Elektroforeticka komtrka HU 10 (Scie-Plas)

ELISA reader ELx800 (BioTek)

Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

Mikrovlna trouba (DAEWOO)

Minicentrifuga Spectrafuge ™ 16M (Labnet)

NanoDrop 1000 Thermo Scientific Spectrofotometer

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Ptistroj na vyrobu ledu Icematic F100, Compact Ice flakem (Gemini BV)
Termoblok DRI-BLOCK® DB-20 (Techne)

Termocycler T100 (BIO-RAD)

Termocycler T-Personal (Biometra)

UV Transluminator Syngene G: Box, dokumentacni systém GeneSnap (Herolab)
UV transluminator UVT-14L (Herolab)

Vortex TTS 2 Yellowline (Maneko)

Zdroj stejnosmérného napéti Power Station 300 (Labnet)
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5 Vysledky

V ramci experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo analyzovano 19 linii hrachu,
tj. fenotypizace a genotypizace byla provedena u celkem 380 rostlin, téméf kompletni
sekvence elFAE genu byla stanovena u 17 rostlin. Byla uréena vnimavost/rezistence
jednotlivych rostlin testovanych linii hrachu vaéi patotypu P-1 (PSbMV117CZ)
a patotypu P-2 (L1). U rostlin, které byly infikovany izolatem PSbMV117CZ, byla
provedena PCR genotypizace a ur¢ena alela elF4E (sbm-1). V analyzovanych liniich
byly detekovany alely elFAE®, elFAE”, elFAE® a elFAEC. Alela elFAE® podmiiiuje
senzitivitu, alela elF4E" zajistuje rezistenci a alely elF4E® a elF4E® mohou u rostlin

podminovat jak rezistenci, tak vnimavost viici PSbMV

5.1 Fenotypizace a genotypizace jednotlivych linii hrachu

5.1.1 Linie vnimavé vii¢i patotypu P-1

Vsechny rostliny linii JI 99, JI 268, JI 1585, JI 1705, JI 691, JI 1346, JI 1546, JI
2265, JI 3112, JI 252 a JI 1357 byly vnimavé vuci izolatu PSbMV117CZ, ktery patii
k patotypu P-1. Po 14 dnech od inokulace byly na vSech rostlinach testovanych linii
pozorovany typické priznaky infekce viru semenem pienosné mozaiky hrachu
(PSbMV). Jednalo se zejména o chlorotickou mozaiku a svinuti listd. Fenotypizace byla
potvrzena DAS-ELISA testem, kterym byla rovnéz prokdzana ve vSech rostlinach
pfitomnost PSbMV.

U vySe uvedenych vnimavych linii byly pomoci PCR genotypizace detekovany
alely elF4E°, elF4E® a elF4EC. Vysledky genotypizace u viech rostlin odpovidaly
fenotypu.

U rostlin v liniich JT 268, JI 1705 (viz Obrazek 3), JI 1585 a JI 252 byly na
zédkladé PCR genotypizace pomoci primert intron3-750F/586gR identifikovany
produkty o velikosti 293 bp. Po amplifikaci s primery intron3-750F/intron3-1335R byla
velikost produkti 586 bp. Kombinace téchto velikosti odpovidala senzitivni alele
elF4E®,

U rostlin v liniich JI 99 (viz Obrazek 4) byla pomoci primert intron3-
750F/586¢gR zjisténa velikost produkt 293 bp a s primery intron3-750F/intron3-1335R
byly detekovany produkty, které mely velikost 528 bp, coz znacilo pfitomnost senzitivni

alely elF4E®.
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U rostlin v liniich JI 691 (viz Obrazek 5), JI 2265 a JI 3112 byly po amplifikaci
primery intron3-750F/586gR zjistény produkty o velikosti 293 bp a pomoci primerQ
intron3-750F/intron3-1335R  byly identifikovany produkty velké 642 bp, coz
charakterizuje alelu elF4E®.

V linii JI 1346 byla u vétsiny rostlin na zakladé velikosti PCR amplikonii, které
byly 293 bp a 528 bp, detekovéna alela elF4E®. Ojedin&lym piipadem byla rostlina JI
1346/4, které byla identifikovana jako heterozygotni. Po amplifikaci s primery intron3-
750F/intron3-1335R byl detekovan produkt o velikosti 586 bp a 528 bp, poukazujici na
pritomnost alel elF4E® a el FAE®,

U sedmi rostlin z linie JI 1357 byla podle délek PCR produkti (293 bp a 592
bp) detekovéna alela elFAEC. U rostliny JI1357/10 byla dle velikosti amplikond, které
byly 243 bp a 586 bp, zjiténa senzitivni alela elF4E>. Rostliny JI 1357/3 a JI 1357/4
byly identifikovany jako heterozogyotni. Tato rostlina podle velikosti, které byly 642 bp
a 586 bp, vykazovala pitomnost alel elF4E® a el F4EC.

Podobna situace nastala u rostlin z linie JI 289, kde byla u vétsiny rostlina dle
velikosti PCR amplikonii detekovéana alela elF4EC (293 bp a 642 bp) (viz Obrazek 6).
Osmé rostlina JI 289/8 byla uréena jako heterozygot, byla nostitelkou alel elF4E®
a elF4EC.

U osmi rostlin z linie JI 1543 byla na zaklad¢ velikosti PCR produktt 293 bp
a 528 bp alela elF4E®. U dvou rostlin JT 1543/2 a JI 1543/10 byla identifikovana alela
elFAE® odpovidajici podle velikosti PCR produktt, které byly 293 bp a 586 bp.

Genotypizace na zakladé stanoveni délky deleci a inzerci v intronu 3 genu elF4E

u_vybranych rostlin vnimavych vici P-1. Pro sekvenacni analyzu elF4E genu byly
z uvedenych linii vybrany k PSbMV vnimavé rostliny JI 1585/4, JI 268/11 , JI 99/1, J1
99/2 a JI 289/8. Ziskana sekvence genu elF4E izolovaného z rostliny z JI 1585/4 byla
dlouhd 2123 bp, z rostliny JI 268/11: 2133 bp, z rostliny JI 99/1: 2052 bp, z rostliny JI
99/2: 2062 bp a zrostliny JI 289/8: 2171 bp. V jednotlivych sekvencich byly

detekovény typické delece a inzerce pro prifazeni k alelam elFAE®, el FAE® a elF4EC,

U sekvenci ziskanych z JI 1585/4 a JI 268/11 nebyla po mnohocetném pfifazeni
a zarovnani do bloku (viz Material a metody) detekovéana zddna delece ani inzerce, coz
odpovida alele el F4E®.,

Sekvence ziskané z rostlin JI 99/1 a JI 99/2 vykazovaly v intronu 3 v pozici 1127
az 1182 deleci dlouhou 56 bp a v pozici 1343 az 1356 deleci 14 bp. Takto dlouhé delece
odpovidaji alele el F4E®,
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U sekvenci ziskanych zrostlin JI 289/11 byla zjisténa inzerce dlouha 56 bp
v pozici 1186 az 1241, coz odpovida alele elFAEC,

Ve vsech uvedenych ptipadech analyza sekvenci genu elF4E u vybranych rostlin
odpovidala PCR genotypizaci (viz Tabulka 16). Piehled deleci a inzerci v intronu 3 je

k nahlédnuti v priloze.

M12 345678 910

A W P S~

M12 34 56738 910

S — ———————— ——

Obriazek 3: Detekce alely elF4E® u rostlin linie JI 1705 pomoci PCR genotypizace
A: PCR produkty intron3-750F/586gR o velikosti 293 bp; B: PCR produkty intron3-750R/intron3-1335R
o velikosti 586 bp; M: GeneRuler ™ 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: JI1705/1-10.

M12 3456 7829 10

A -G GED D GHD CED SED SN —

M12 3456 7 8 910

Obriazek 4: Detekce alely elF4E® u rostlin linie JT 99 pomoci PCR genotypizace
A: PCR produkty intron3-750F/586gR o velikosti 293 bp; B: PCR produkty intron3-750R/intron3-1335R
o velikosti 528 bp; M: GeneRuler ™ 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: JI 99/1-10.
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M 12 3456 78910

—

A —— - - - ————

M 12 3 456 789 10

B —

Obrizek 5: Detekce alely elF4E® u rostlin linie JI 261 pomoci PCR genotypizace
A: PCR produkty intron3-750F/586gR o velikosti 293 bp; B: PCR produkty intron3-750R/intron3-1335R
o velikosti 642 bp; M: GeneRuler ™ 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: JI 261/1-10.

M12 3 4567 8910

—

A - G D GED GHD GED GED SN —

M12 3 4567829 10

— s -
. ————— [ —3

Obrazek 6: Detekce heterozygotni rostliny v linii JI 289
A: PCR produkty intron3-750F/586gR o velikosti 293 bp; B: PCR produkty intron3-750R/intron3-1335R
o velikosti 586 bp; M: GeneRuler ™ 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: JI 289/1-10; 8: heterozygotni

rostlina JI 289/8 (528 bp, 642 bp).

5.1.2 Linie rezistentni vii¢i patotypu P-1

U rostlin v liniich JI 212, JI 1260, JI 1546, JI 697 a JI 186 nebyly pfitomny
zadné piiznaky infekce PSbMV. Fenotypizace byla potvrzena DAS-ELISA testem, tj.
ani jedna z testovanych rostlin nebyla pozitivni na pfitomnost PSbMV.

U t&chto rostlin byly na zakladé PCR genotypizace identifikovany alely elFAE”,

elF4E®, elFAE® podmifiujici rezistenci.
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U rostlin v liniich JI 212, JI 1260 (viz Obrazek 6) a JI 1546 byly po PCR
amplifikaci s primery intron3-750F/586gR identifikovany produkty o velikosti 243 bp
a pomoci primeru intron3-750F/intron3-1335R byly detekovany produkty velké 536 bp.
Na zakladé téchto velikosti bylo urdeno, Ze se jedna o alelu elF4E”, tedy alelu
rezistentni.

U rostlin v linii JI 697 byla dle velikosti amplikonti, které byly 293 bp a 642 bp,
detekovana alela elF4ES,

U linie JI 186 byla detekovana alela elF4E®. Velikosti produkti byly po
amplifikaci primery intron3-750/586gR a elektroforetické separaci 293 bp a po
amplifikaci primery intron3-750/intron3-1335 pak 586 bp. Urcena alela nesouhlasi
s fenotypem rostliny.

Genotypizace na zdkladé stanoveni délky deleci a inzerci v intronu 3 genu elF4E

u_vybranych rostlin _rezistentnich vici P-1. Pro sekvenacni analyzu bylo vybrano
6 rostlin, a to JI 1260/1, JI 1260/18, JI 1260/19, JI 1546/1, JI 1546/20 a JI 212/1, ze
kterych byl vyizolovan a osekvenovan gen elF4E. Z rostliny JI 1260/1 byla ziskana
sekvence dlouha 2073 bp, z rostliny JI 1260/18: 2067 bp, z rostliny JI 1260/19: 2081
bp, z rostliny JI 1546/1: 2085 bp, z rostliny JI 1546/20: 2080 bp a z rostliny JI 212/2:

2083 bp. Sekvence genu ziskané z vy$e uvedenych rostlin nesly deleci, dlouhou 50 pb
Vv pozici 818 az 867, typickou alelu el F4E” (viz Piiloha). Tento vysledek potvrdil vyskyt
alely elF4E” zjistény PCR genotypizaci (viz Tabulka 16).

M1234 56738910

Obriazek 6: Detekce alely elF4E™ u rostlin linie JI 1260 pomoci PCR genotypizace
A: PCR produkty intron3-750F/586gR o velikosti 243 bp; B: PCR produkty intron3-750R/intron3-1335R
o velikosti 536 bp; M: GeneRuler ™ 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: JI 1260/1-10.
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5.1.3 Linie s vnimavymi i rezistentnimi rostlinami va¢i patotypu P-1

Dve¢ rostliny z linie JI 290 byly vnimavé a dalSich osm bylo podle DAS-ELISA
testu rezistentnich vi¢i PSbMV117CZ. Genotyp byl uréen dle velikosti produktti po
elektroforetické separaci, které mély 293 bp a 642 bp, a u vsech rostlin se jednalo tedy
o alelu elFAEC.

Potencidlné novd alela. U vétSiny rostlin (sedm z osmi) v linii JI 157 byl zjistén

nesoulad mezi genotypem a fenotypem. Po elektroforetické separaci byly zjistény
produkty 293 bp a 586 bp, které urcuji, e se jedna o alelu elF4E® odpovédnou za
vnimavost hrachu viuc¢i PSbMV. V sedmi piipadech zjistény resistentni fenotypovy
projev nesouhlasil s genotypem (sensitivni alela elF4E®), v jednom piipadg, a to
u rostliny JI 157/1, genotyp a fenotyp byly v souladu. Z Sesti rostlin JI 157/1, JI 157/2,
JI 157/3, J1 157/6, J1 157/9 a JI 157/10 byl izolovan gen elF4E a pouzit pro sekvenacni
analyzu. Sekvence genu ziskana z vnimavé rostliny JI 157/1 byla dlouha 2129 bp,
z rezistentnich rostlin JI 157/2: 2127 bp, z JI 157/3: 2121 bp, z JI 157/6: 2138 bp, z JI
157/9: 2126 bp a z JI 157/10: 2110 bp. U vyse uvedenych ziskanych sekvenci nebyla
detekovana zadna inzerce a delece Vv intronu 3, proto vSechny sekvence odpovidaly alele
elFAE®. Pii detailngjsi analyze a hledani variabilnich pozic byla u viech sekvenci genu
elF4E z linie JI 157 zjisténa jedna nukleotidova zaména v pozici 197 (viz Obrazek 8)
viigi standardatni alele elF4E® ziskané z databaze GenBank; cytosin byl zaménén za
guanin. Nasledkem této zamény je mozné po piepisu do aminokyselinové sekvence
detekovat v exonu 1 jako 66. aminokyselinu arginin misto prolinu. Tato zaména se

nevyskytovala u zadné z proteinovych variant elF4E (viz Tabulka 16).

DMNA Sequences |

Species/Abbrwv Crouc Name
. JI 157/1

- JI 157/&

- JI 157/10

. JI 153/3

- JI 157/%

. JI 157/Z

. eIF4E gen alela Bl
- eIF4E gen alela Al
. eIF4E gen alela 51
. eIF4E gen alela Cl
- eIF4E gen alela 55
. eIF4E gen alela B3
- eIF4E gen alela RAZ
14. eIF4E gen zlela 54
15. eIF4E gen alela 57
16. eIF4E gen alela 56
17. eIF4E gen zlela BZ
18. eIf4E gen alela A3
1%. eIF4E gen alela A7
Z20. eIF4E gen alela 52
21_. eIF4E gen alela A5
2Z. eIF4E gen zlela 24
- eIF4E gen alela 53
. eIF4E gen alela CZ

Obrazek 8: Jednonukleotidova zaména u rostlin v linii JI 157
Nukleotidova zaména v pozici 197. zjisténa u sekvenci genu elF4E z rostlin z linie JI 157. Po piepisu do
aminokyselinové sekvence je na zdklad¢ této zamény zarazen arginin misto prolinu.
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5.1.4 Linie kompletné vnimavé vici patotypu P-2

U nasledujicich linii JI 99, JI 268, JI 289, JI 1705, JI 1585, JI 157, JI 691, JI
1346, JI 1543, JI 2265, JI 3112, JI 252 a JI 1357 byla na zéaklad¢ kontroly fenotypu po
14 dnech od mechanické inokulace zjisténa infekce semenem pifenosné mozaiky viru.
Listy u hrachu byly svinuté a vyskytovala se na nich typickd mozaika. Vnimavost

rostlin hrachu byla potvrzena DAS-ELISA testem.

5.1.5 Linie kompletné rezistentni vii¢i patotypu P-2

Rostliny z linii JI 212, JI 1260, JI 1546, JI 290 a JI 697 se po 14 dnech od
inokulace jevily jako bezpiiznakové vii¢i infekci PSbMV patotypu P-2. Fenotypovy
projev byl potvrzen i DAS-ELISA test.

5.1.6 Linie s vnimavymi i rezistentnimi rostlinami vici patotypu P-2
V linii JI 186 se dle fenotypu objevovaly rostliny, které byly vnimavé
I rezistentni vaci patotypu P-2. Na zakladé DAS-ELISA testu bylo v linii JI 186

5 rostlin rezistentnich a 5 rostlin vnimavych vici izolatu L1.
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Tabulka 15: Fenotypizace a genotypizace 19 linii hrachu P. sativum

Linie Rostliny inokulované izolatem Rostliny inokulované
PSbMV117CZ izolatem L1
Patotyp P-1 Patotyp P-2
X Genotypizace Fenotypizace X Fenotypizace

JI99 10 10B 10S 10 10S
JI1 212 10 10 A 10R 10 10R
JI268 | 10 10S 10S 10 10S
JI289 | 10 7C,1H,2C 10S 10 10S
JI1705 | 10 20S 10S 10 10S
JI1585 | 10 10S 10S 10 10S
JI 157 8 8S 1R, 7S 8 8S
JI1260 | 10 10 A 10R 10 10R
JI1546 | 10 10 A 10R 10 10R
JI290 | 10 10C 2R,2S,6R 10 10R
JI691 | 10 10C 10S 10 10S
JI1346 | 10 4B,1H,5B 10 S 10 10S
JI1543 | 10 | 1B,1S,7B,1S 10S 10 10S
JI12265 | 10 10C 10S 10 10S
JI3112 | 10 10C 10S 10 10S
JI252 | 10 10S 10S 10 10S
JI697 | 10 10C 10R 10 10R
JI1357 | 10 | 2C,2H,5C, 1S 10S 10 10S

JI186 | 10 10S 10R 10 555R

Legenda: A-rezistentni alela elF4E", B-alela elF4E®, C-alela elF4EC, S-senzitivni alela elF4E®,
H- heterozygot, R-rezistentni fenotyp, S-senzitivni fenotyp.
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Tabulka 16: Srovnani fenotypu a genotypu zjisténého pomoci markerti a pomoci
sekvenacni analyzy

Linie Genotypizace | Fenotypizace Alela zjisténa Rozdily
sekvenovanim v intronu 3
JI 157/1 elF4ES + Potencialn€ nova alela
JI 157/2 elF4ES - Potencialn€ nova alela
JI 157/3 elF4E® - Potencialné nova alela
JI 157/6 elF4E® - Potencialn€ nova alela | 7Z4dna inzerce
J1157/9 elF4E® - Potencialné novéa alela |  ani delece
JI 157/10 elF4ES - Potencialné nova alela
J11585/4 elF4E® elF4E®
J1 268/11 elF4E® elF4E®
J11260/1 elF4EM - elF4EA
J11260/18 elF4EM - elF4E"
J11260/19 elF4EM - elF4E"
N A 50 bp delece
J11546/1 elF4E - elFAE
J1 1546/20 elF4E* - elF4EA
121211 elF4EM - elF4EA
J199/1 elF4EB - elFAE® 56 bp + 14 bp
J199/2 elF4E®P elF4E® delece
J1289/8 elF4EC elF4EC 56 bp inzerce
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6 Diskuze

Virus semenem pienosné mozaiky hrachu (PSbMV) obsahuje genetickou
informaci ve form¢ +ssRNA, na jejiz 5" konci je kovalentni vazbou pfipojen VPg
protein. Tento protein Vv piipadé¢ translace virové RNA interaguje s eukaryotnim
proteinem a elF4E, je zahdjen reprodukcni cyklus viru. U genu, ktery kéduje elF4E
U vnimavych rostlin hrachu a umoziuje pomnozeni viru, nebyly detekovany v intronu 3
zadné delece a inzerce. Délka intronu 3 je 1201 bp. Zatimco intron 3 u rezistentnich
rostlin hrachu vykazoval délku 1151 bp. Rezistentni rostliny obsahovaly 50 bp deleci.
Na zakladé raznych délek intronu 3 byly dle Smykala a kol. (2010) vyvinuty primery
slouzici jako markery, které napomahaji rozliSeni rezistentnich a senzitivnich genotypt
rostlin a timto zptisobem je mozné urychlit §lechtitelsky proces. Smykal a kol. (2010)
uvadi 100 % spolehlivost téchto markert. Jedna se 0 primery intron3-750F/586gR
a intron3-750F/intron3-1335R, které jsou zalozené na amplifikaci v intronu 3. Tyto
markery pouzila i Kone¢na a kol. (2014), ktera navazala na Smykala a kol. (2010).
Konecna a kol. (2014) ale nov¢ identifikovanymi alelami 100 % spolehlivost téchto
markerii vyvratila. Mimo rezistentni a senzitivni alely byly dale popsany alely elF4E®
a elF4EC. Tyto alely mohou podminovat rezistenci i senzitivitu vu¢i PSbMV, ale nebylo
u nich zjisténo, ve kterém piipad€é se projevuji jako rezistentni a ve kterém jako
senzitivni. Alely elFAE® a elF4E® po amplifikaci primery intron3-750F/intron3-1335R
vykazovaly jinou velikost PCR produkti ve srovnani alelami elF4E” a elF4E®. Po
sekvenacni analyze bylo zjiiténo, e alela elF4E® obsahuje v intronu 3 dvé delece
dlouhé 56 bp a 14 bp a alela elF4EC inzerci dlouhou 56 bp. Pro detekci alel v mnou
analyzovanych liniich jsem pouzila primery intron3-750F/586gR a intron3-
750F/intron3-1335R, které vyuzili Smykal a kol. (2010) i Kone¢na a kol. (2014).
Vysledky prezentované v této praci jsou ve shod¢ s vysledky uvadéné Konecnou a kol.
(2014), ktera detekovala viechny tyto ¢tyii alely elFAE”, elFAE®, elF4EC i elF4E®
pravé na zakladé riznych délek intronu 3. Z 19 analyzovanych linii v této praci byla u 3
linii identifikovana rezistenci podmifiujici alela elF4E*, u 5 linii sensitivni alela elF4E®
a u 6 linii byla zjisténa alela elF4E®, z toho 3 linie byly vnimavé a 3 linie rezistentni
viigi PSbMV. V jedné linii byla také detekovéana alela elF4E®, v tomto piipadé byla

linie vnimava.
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Ne vSechny linie poskytnuté genovou bankou vSak byly ve znaku vnimavosti
nebo rezistence vic¢i PSbMV homogenni. U 2 lini linii byly mimo standardnich alel
zjistény heterozygotni rostliny (elF4E®S, elF4EMS). Smykal a kol. (2010) uvad&ji u 126
testovanych rostlin 27 heterozygotnich, kdy semena analyzovanych rostlin pochazela
jednak z genovych bank, ale také ze Slechtitelskych programi provadéné firmou Agritec
v Sumperku. Pravé v téchto $lechtitelskych programech se heterozygotni rostliny
vyskytuji pomérné Casto. Smykal vzdy uvadi heterozygotni polozku, u které se
vyskytovaly alela elF4ES™. Konecna a kol. (2014) se ve své praci zamé&fuje zejména na
geografické rozsifeni jednotlivych alel, a pravdépodobné proto ve vysledcich
heterozygotni rostliny nezminuje.

U jedné byl zjistén vyskyt dvou alel v jedné linii (eIFAE® a elF4E). To muze
byt zapfi¢inéno tim, Ze na rezistenci podminénou recesivnimi geny nejsou v genoveé
bance rostliny testovany, proto je mozné, ze v jedné linii se nachazi semena té¢hoz
kultivaru, ale nesouci rizné alely elF4E. Pii vyseti bylo mozné si v§imnout, ze semena
Z jedné linie se od sebe liSila barvou, coZ by mohlo tuto hypotézu potvrdit. Smykal
a kol. (2010) ani Konecna a kol. (2014) vyskyt dvou alel v rdmci jedné linie neuvadéji.
U linie JI 1357, ktera byla fenotypové vnimava, byly identifikovany jak 2 heterozygotni
rostliny (elF4E%©), tak vyskyt alel elFAE® a elFAEC. Z v{3e uvedenych skutecnosti opét
vyplyva, ze polozky z genové banky, co se tyCe rezistence vici PSbMV, nejsou
homogenni.

U vétSiny rostlin se genotyp i fenotyp shodoval, ov§em v linii JI 186 byla alela
zjisténa pomoci PCR genotypizace a vysledek fenotypu v rozporu. Jednalo se o rostliny
v linii JI 186, které pfestoze byly nositelkami alely elF4E®, nebyly senzitivni k PSbMV.
Rozdily, jak uvadi Smykal a kolektiv (2010), mohly byt zptisobeny naptiklad chybnou
inokulaci a nebo dale uvadi zhruba jen 75 % spolehlivost DAS-ELISA testu. Pokud se
ale tento nesoulad objevuje u vétSiny rostlin v linii, je mozné, ze se jedna o novou alelu
genu elF4E.

Mimo rizné délky intronu 3 se v genu elF4E vyskytuji také jednonukleotidoveé
polymorfismy (SNP). Kone¢na a kol. (2014) identifikovali v celém genu elF4E
U hrachu celkem 156 SNP. Na zédklad¢ zjiSténych 156 SNP Konecna a kol. (2014) dale
popsala 7 variant alely elFAE®, rovn&Z 7 variant alely elF4E", 3 varianty alely elF4E®
a 2 varianty alely elF4E®. vV analyzované linii JI 157 nesouci sensitivni alelu elF4E®
bylo neoc¢ekavané sedm z osmi testovanych rostlin rezistentnich. Fenotyp (rezistentni)

tedy v sedmi piipadech (JI 157/2-8) nebyl v souladu s genotypem (senzitivni), u rostliny
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JI 157/1 v souladu byl. Pfi detailni analyze ziskanych sekvenci elF4E genu rostlin JI
157/1, J1 157/3, J1 157/6, J1 157/9 a JI 157/10 nebyla zjisténa zadna delece ani inzerce
ve srovnani se vzorovymi alelami elFAE", elFAE® a elF4ES, coz je charakteristické pro
alelu elF4E®. U vsech vyse uvedenych sekvenci byl ale navic zjistén jednonukleotidovy
polymorfismus v pozici 197 vigi standardni alele elF4E®, a to bez ohledu na to, zda
byla rostlina dle fenotypu rezistentni nebo senzitivni. Tento detekovany SNP Kone¢na
a kol. (2014) nepopisuji. Po ptekladu do aminokyselinové sekvence byla na zakladé
tohoto SNP detekovana jako 66. aminokyselina arginin namisto prolinu. Tuto
aminokyselinovou substituci Konecna a kol. (2014) také neuvadéji. V nasem ptipadé by
se mohlo jednat o novou alelu elF4E®. Konetna a kol. (2014) uvadi, Ze viech 7 variant
elF4E® podmifiuje senzitivitu hrachu vii¢i PSbMV, ale v nami analyzované linii JI 157
dana alela pouze v jednom z osmi piipadi zajistovala senzitivitu a v sedmi dalsich
ptipadech pak rezistenci hrachu vici PSbMV. To, ze nekteré alely mohou podminovat
rezistenci i senzitivitu mtize byt zdiivodnéno tim, ze elFAE nemusi byt jediny gen, ktery
interaguje s VPg proteinem u potyvird. Vysvétleni piinasi napiiklad Michon a kol.
(2006), ktery zminuje mimojiné fakt, Ze VPg protein u Lettuce mosaic virus (LMV)
muze interagovat misto elF4E s faktorem elF4G, ktery je schopny zajistit zahajeni
translace virové RNA, rovnéz jako eIF4E. To stejné uvadi i Nicaise a kol. (2007), ktery
se zamé&fil na interakci eIF4G a potyviri u Arabidopsis thaliana.

Jestli pravé zména argininu za prolin hraje roli v interakci mezi elF4E a VPg
proteinem u PSbMV by se dalo studovat pomoci kvasinkového dvouhybridniho
systému. Tato metoda byla napiiklad pouzita Wittmanem a kol. (1997) pro studium
interakce mezi VPg proteinem u TUMV a elF4E, dale tuto metodu pouzil Kang a kol.
(2005) pro popis interakce elF4E u papriky a VPg proteinu u Tobacco etch virus (TEV).
Taborska (2014) pro studium eIF4E u hrachu a VPg proteinu u PSbMV taktéZ pouzila
kvasinkovy dvouhybridni systém. Pfi testovani rezistentnich linii hrachu VPg proteinem
k interakci dle o¢ekavani nedoslo. K té ovSem nedoSlo ani pfi uziti vnimavych linii
hrachu. Chyba, jak uvadi Taborska (2014), mohla byt zpisobena naptiklad nizkou
expresi fuznich proteinli v kvasinkach. Pokud bychom chtéli dale studovat vzajemnou
interakci téchto dvou proteinti, jevi se metoda dvouhybridniho systému jako dostate¢na
a cenové piijatelna. Bylo by vhodné studovat i ulohu faktoru eIF4G v interakci
s PSbMV, ale sekvence genu elF4G nebyla u hrachu dosud zvefejnéna, proto by bylo
mozné vychazet ze sekvence genu elF4G u Lathyrus sativus (GBSS01005016), ktera je

dostupna v databazi GenBank.
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Kvasinkovy dvouhybridni systém vyuzil i Yeam a kol. (2011), ktery se zaméftil
na studium elF4E u papriky a VPg proteinu u Tobacco etch virus (TEV).
U rezistentnich a vnimavych rostlin papriky byly jiz diive u eIF4E zjistény zamény 51.,
66., 67., 68., 73., 74., 79., 107., 109. aminokyseliny. Yeam a kol. (2007) se snazili
identifikovat, ktera z téchto aminokyselinovych substituci ma klicovou roli v potlaceni
interakce mezi VPg proteinem a eIF4E. Vytvofrili konstrukty, které obsahovaly vzdy jen
jednu z téchto mutaci a zjistili, ze kli¢ova je zaména 107. aminokyseliny, kdy je glycin
nahrazen argininem. Pravé tato zména neumoznila interakci mezi VPg proteinu u TEV
a elF4E u papriky. Ostatni aminokyselinové substituce na interakci nemély vliv.

Substituce 107. aminokyseliny byla zjisténa u vice rostlin, napiiklad u salatu,
rajcete nebo 1 hrachu. Yeam a kol. (2011) se domnivaji, Ze by tato zamé&na mohla mit
také kli¢ovou roli v navozeni rezistence vici potyvirim u vyse uvedenych rostlin. Ktera
z aminokyselinovych substituci je klicova Vv potlaceni iniciace translace virové RNA

U potyvirt je U hrachu stale nejasné.
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[ Zavér

V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana reSerSe zaméiena na geny
zprostiedkujici rezistenci vici virim se zaméfenim na gen elF4E u hrachu setého, jeho
variabilitu, proteinovou strukturu a Glohu pii navozeni rezistence.

V praktické ¢asti bylo analyzovano 19 linii kulturnich a primitivnich kultivart
hrachu. Byla zjiStovana rezistence téchto linii vi¢i PSbMV patotypim P-1 a P-2 na
zéklad¢ (ne)uspésnosti inokulace a vysledki DAS-ELISA testu. Na zakladé PCR
genotypizace byly identifikovany a charakterizovany piitomné alely elF4E, genu
odpovédného za rezistenci hrachu vici PSbMV.

Vuéi obéma patotypum P1 a P2 byly vnimavé rostliny z linii JI 99, JI 268, JI
289, JI 1705, JI 1585, JI 1357, JI 961, JI 1346, JI 252, JI 3112, JI 2265, JI 1543.
Rezistentni k obéma patotypim byly rostliny z linii JI 212, JI 1260, JI 1546, JI 697.
Linie JI 186 byla rezistentni pouze vici patotypu P-1, rostliny z linie JI 290 byly naopak
rezistentni vici patotypu P-2.

U rostlin z linie JI 157 byla vétSina rostlin rezistentnich vuéi patotypu P-1
a u vétsiny rostlin se fenotyp neshodoval s piedpokladanou alelou elF4E®, ktera byla
urcena na zakladé PCR genotypizace. Pomoci sekvenacni analyzy byla u vsech rostlin
linie JI 157 identifikovana potencialné nova alela obsahujici jednonukleotidovy
polymorfismus ve 197. pozici, kde byl cytosin zaménén za guanin. Po piekladu do
sekvence aminokyselin byl na zakladé této zamény nahrazen arginin prolinem.

Mechanismus ptisobeni této alely vSak nebyl dosud objasnén.
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9 Priloha

9.1  Cast mnohocetného alignmentu genu el F4E u vybranych rostlin

s typickymi inzercemi a delecemi v intronu 3

Sekvence genu elF4E byly vlozeny do programu MEGA 6.0, bylo provedeno
mnohocetné pfifazeni a nasledné¢ byly sekvence zarovnany do bloku. Dané sekvence
byly porovnavany se standardnimi alelami dostupnymi v databazi GenBank (alela
elFAES-KF981414.1, alela elF4E"-KF053449.1, alela elF4E°-KF053433.1, alela
elFAEC-KF053444.1).

Vyskyt deleci a inzerci vintronu 3 je typicky pro jednotlivé alely elF4E.
Zelenou barvou je vyznadena 50 bp dlouha delece vyskytujici se u alely elF4E*
v intronu 3. Delece se vyskytuje v pozici 818 az 867. Byla detekovana u genu elF4E
izolovanych z rostlin JI 1260/19, 212/1, JI 1546/1, JI 1260/18, JI 1260/1.

Modrou barvou jsou znazornény delece u alely elFAE®. Prvni delece je dlouha
50 bp a vyskytuje se v pozici 1127 az 1182. Druha delece dlouha 14 bp se byla
detekovana v pozici 1343 az 1356. Delece se vyskytovaly i u sekvenci genu elF4E
z rostlin J1 99/1 a J1 99/2.

Zlutou barvou je znazornéna inzerce u alely elF4ES, ktera se nachézi v pozici
1186 az 1241 a je dlouha 56 bp. Inzerce byla detekovana u genu elF4E z rostlin JI
289/8.

Alela elFAE® nevykazuje 7adné inzerce ani delece ve srovnani s alelami
elF4E", elF4E® a elFAEC. Stejny stav byl zjistén u genu elF4E z rostlin JI 157/1, JI
157/2, J1 157/3, J1 157/6, JI 157/9, JI 157/9 a JI 157/10, JI 268/11 a JI 1585/4 (viz Seda
barva).

Tato analyza inzerci a deleci vyskytujici se v intronu 3 u vSech sekvenci genu

elE4E potvrdila genotyp zjistény PCR amplifikaci.
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157/1
157/6
157/10
153/3
157/9
157/2
1585/4
alelas
268/11
alelaC
289/8

157/1
157/6
157/10
153/3
157/9
157/2
1585/4
alelas
268/11
alelaC
289/8
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GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
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GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG
GGTTGTTATG

ATGTT
ATGTT
ATGTT
ATGTT
ATGTT
ATGTT
ATGTT
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA
ATGTTAATAA

GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA
ATGTTAAGCA

GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT
GTAATTTTCT

TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
TGAAATGTGC
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AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA
AACTTCTTGA

ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
ATTTGTTATG
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AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
AACTTCTTTT
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TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
TGAATCTGAG
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901
TGTCACCCAA
TGTCACCCAA
TGTCACCCAA
TGTCACCCAA
TGTCACCCAA
TGTCACCCAA
TGTCACCCAA

157/1 TGTCACCCAA
157/6 TGTCACCCAA
157/10 TGTCACCCAA
153/3 TGTCACCCAA
157/9 TGTCACCCAA
157/2 TGTCACCCAA
1585/4 TGTCACCCAA
alelaS TGTCACCCAA
268/11 TGTCACCCAA
alelaC TGTCACCCAA
289/8 TGTCACCCAA
TGTCACCCCA
TGTCACCCCA
TGTCACCCCA
951
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
157/1 TTCTTAAATG
157/6 TTCTTAAATG
157/10 TTCTTAAATG
153/3 TTCTTAAATG
157/9 TTCTTAAATG
157/2 TTCTTAAATG
1585/4 TTCTTAAATG
alelaS TTCTTAAATG
268/11 TTCTTAAATG
alelaC TTCTTAAATG
289/8 TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG
TTCTTAAATG

ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
ATGAAAGACC
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ATGAAAGACC

ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT
ATTCACATTT

TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA
TATAGGAGCA

TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
TTTGTTGTTT
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TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA
TATATTTACA

CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACTGT
CAATGACT. .
CAATGACT. .
CAATGACT. .
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CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC
CTTCACGAGC

1000
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
ATTTCTTGTT
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TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT

157/1 TTCATGTAAT

157/6 TTCATGTAAT

157/10 TTCATGTAAT

153/3 TTCATGTAAT

157/9 TTCATGTAAT

157/2 TTCATGTAAT

1585/4 TTCATGTAAT

alelaS TTCATGTAAT

268/11 TTCATGTAAT

alelaC TTCATGTAAT

289/8 TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT
TTCATGTAAT

1051
ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA

157/1 ACTCACTATA

157/6 ACTCACTATA

157/10 ACTCACTATA

153/3 ACTCACTATA

157/9 ACTCACTATA

157/2 ACTCACTATA

1585/4 ACTCACTATA

alelaS ACTCACTATA

268/11 ACTCACTATA

alelaC ACTCACTATA

289/8 ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA
ACTCACTATA

ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAATGAAT
ATTAGTGAAT
ATTAGTGAAT
ATTAGTGAAT

TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG
TTTCCTAGTG

TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT
TTTACCATGT

ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA
ATCTCTGATA

59

TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT
TGGGCAATTT

TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG
TTGAAAATTG

1050
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA
GGTCCCGGTA

1100
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT
TCGAGAACAT



1101

1260/19
212/1
alelaA
1546/1
1546/20
1260/18
1260/1
157/1
157/6
157/10
153/3
157/9
157/2
1585/4
alelaS
268/11
alelaC
289/8

1151
1260/19
212/1
alelaA
1546/1
1546/20
1260/18
1260/1
157/1
157/6
157/10
153/3
157/9
157/2
1585/4
alelaS
268/11
alelaC
289/8

TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT
TAGTCCTTTT

GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT
GAACATTAGT

GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA
GGGTCGACCA

CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT
CCTTTTGGGT

TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAGATCT
TTTAAG
TTTAAG
TTTAAG

TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
TGACCATTTA
CGACCATTTA
CGACCATTTA

60

CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA
CTGATATTGA

AGATCTCTGA
AGATCTCTGA

1150
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA
AAATTGTCGA

TATTGAAAAT
TATTGAAAAT



157/1 ... ...,
157/6 ...,
157/10 ...,
153/3 ...,
157/9 ...,
157/2 ..o,
1585/4 ..........
alelaS ..........
268/11  ..........
alelaC TGTCGAGAAC
289/8 TGTCGAGAAC
1251
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
157/1 TCATGGAGGG
157/6 TCATGGAGGG
157/10 TCATGGAGGG
153/3 TCATGGAGGG
157/9 TCATGGAGGG
157/2 TCATGGAGGG
1585/4 TCATGGAGGG
alelaS TCATGGAGGG
268/11 TCATGGAGGG
alelaC TCATGGAGGG
289/8 TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG
TCATGGAGGG

ATTAGTCCTT
ATTAGTCCTT

GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG
GGCTAGTGTG

TTGGGTTGAC
TTGGGTTGAC

ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATCGAGAATT
ATTGAGAATT
ATTGAGAATT
ATTGAGAATT

61

CATTTAAGTC
CATTTAAGTC

TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TAAATTACTG
TACATTACTG
TACATTACTG
TACATTACTG

1250
. TTAAATTTA
. TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
. TTAAATTTA
. TTAAATTTA
. TTAAATTTA
. TTAAATTTA
. TTAAATTTA
. TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
CTTAAATTTA
CTTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA
.TTAAATTTA

1300
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGACCACTTG
AGATCACTTG
AGATCACTTG
AGATCACTTG



1301

GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT

157/1 GTAGTTTCAT

157/6 GTAGTTTCAT

157/10 GTAGTTTCAT

153/3 GTAGTTTCAT

157/9 GTAGTTTCAT

157/2 GTAGTTTCAT

1585/4 GTAGTTTCAT

alelaS GTAGTTTCAT

268/11 GTAGTTTCAT

alelaC GTAGTTTCAT

289/8 GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT
GTAGTTTCAT

1351
TGAGTGTGTA
TGAGTGTGTA
TGAGTGTGTA
TGAGTGTGTA
TGAGTGTGTA
TGAGTGTGTA
TGAGTGTGTA

157/1 TGAGTGTGTA

157/6 TGAGTGTGTA

157/10 TGAGTGTGTA

153/3 TGAGTGTGTA

157/9 TGAGTGTGTA

157/2 TGAGTGTGTA

1585/4 TGAGTGTGTA

alelaS TGAGTGTGTA

268/11 TGAGTGTGTA

alelaC TGAGTGTGTA

289/8 TGAGTGTGTA

TGTA
TGTA
TGTA

TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG
TGATTTCAAG

GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG

GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT
GGCCAACTGT

AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT
AGTGCTGGAT

62

ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG
ACCATATGAG

CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CATAAGATCG
CGTAAGATCG
CGTAAGATCG
CGTAAGATCG

1350
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TGGGAGAGGA
TG
TG

TG

1400
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA
TAAGAACTTA



1401

CGTGCCAAGG
CGTGCCAAGG
CGTGCCAAGG
CGTGCCAAGG
CGTGCCAAGG
CGTGCCAAGG
CGTGCCAAGG

157/1 CGTGCCAAGG

157/6 CGTGCCAAGG

157/10 CGTGCCAAGG

153/3 CGTGCCAAGG

157/9 CGTGCCAAGG

157/2 CGTGCCAAGG

1585/4 CGTGCCAAGG

alelaS CGTGCCAAGG

268/11 CGTGCCAAGG

alelaC CGTGCCAAGG

289/8 CGTGCCAAGG
CGCGCCAAGG
CGCGCCAAGG
CGCGCCAAGG

1451
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG

157/1 TGCTAGTGTG

157/6 TGCTAGTGTG

157/10 TGCTAGTGTG

153/3 TGCTAGTGTG

157/9 TGCTAGTGTG

157/2 TGCTAGTGTG

1585/4 TGCTAGTGTG

alelaS TGCTAGTGTG

268/11 TGCTAGTGTG

alelaC TGCTAGTGTG

289/8 TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG
TGCTAGTGTG

GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA
GTGCCTGAGA

GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG
GTCAAGATTG

GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT
GTGCTATGAT

AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA
AGCTTTTTGA

63

ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA
ATGAGAAAGA

AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATCG
AGCAAGATAG
AGCAAGATAG
AGCAAGATAG

1450
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT
TTGTTTTTGT

1500
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAARAAC
TAAAAAAA.T
TAAAAAAA.T
TAAAAAAA.T



