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Zusammenfassung

Verbreitung und Rekombination von Genen zur Synthese von Toxinen und Peptiden in

Cyanobakterien

Mark Frei, Forschungsinstitut fiir Limnologie (Mondsee), Universitit Innsbruck, Diplomarbeit

Die planktisch lebenden Cyanobakterien sind durch die Produktion von Toxinen in Binnengewissern
bekannt. Es ist daher wichtig die Vererbung und Verbreitung der genetischen Basis zur Synthese
dieser Toxine zu erforschen. Die filamentosen Cyanobakterien der Gattung Planktothrix kommen
weltweit in Binnengewissern vor und produzieren neben dem bekannten toxischen Heptapeptid
Microcystin auch noch zahlreiche bioaktive Peptide. Aufgrund der Fahigkeit von Planktothrix
Algenbliiten zu bilden, koénnen gesundheitsgefdhrdende Konzentrationen dieser Toxine, z.B.
Microcystine auftreten. Neben den Microcystinen werden die bioaktiven Peptide Aeruginosin,
Anabaenopeptin, Cyanopeptolin, Microginin, Microviridin und Planktocyclin produziert. Diese
Peptide fungieren zum Teil als Protease Inhibitor und tragen z.B. zum FraBlschutz bei. Das Toxin
Microcystin und die Peptide Aeruginosin, Anabaenopeptin, Cyanopeptolin und Microginin werden
nach dem Prinzip des Multienzyme Thiotemplate Mechanismus der nicht-ribosomalen Peptidsynthese
(wie z.B. die klassischen Peptidantibiotika) synthetisiert. Die anderen Peptide (Microviridin und
Planktocyclin) werden jedoch ribosomal durch posttranslationale Modifikationen der Pré-Peptide,
welche in Precursorgene kodiert sind realisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 142 Isolate von Planktothrix, die von verschiedenen Klimazonen
stammen auf ihre genetische Basis zur Produktion dieser Peptide untersucht. Hierfliir wurden alle
Isolate mittels PCR mit spezifischen Primern auf das Vorhandensein der einzelnen Peptidgencluster
untersucht. Einige Peptidgencluster, die nicht nachgewiesen werden konnten, wurden einer erneuten
Suche nach Resten dieser Peptidgencluster unterzogen.

Weiters wurde die genetische Variation innerhalb des Genclusters des ribosomal synthetisierten
Peptids Microviridin untersucht. Dabei wurde neben dem Vorhandensein von akzessorischen
Enzymen, auch die Variabilitit der Precursorgene iiberpriift.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass man generell bei Isolaten der geméBigten Breiten wie P. agardhii
und P. rubescens sechs verschiedene Peptidgencluster (Aeruginosin, Anabaenopeptin, Cyanopeptolin,
Microginin, Microcystin, Microviridin und Planktocyclin) findet. Im schon sequenziertem Genom von
P. agardhii sind drei Peptidgencluster (Anabaenopeptin, Cyanopeptolin und Microviridin) direkt
benachbart. Dieser Multipeptidgencluster konnte auch bei der iiberwiegenden Mehrheit der 142 Isolate
von Planktothrix nachgewiesen werden.

Es war auffillig, dass eine groBBere Anzahl der Isolate den Microcystingencluster verloren haben und

nur noch Genreste aufwiesen. Im Gegensatz dazu wurde der Verlust des Anabaenopeptin- und



Cyanopeptolingenclusters nur bei einigen Isolaten festgestellt. In einzelnen Féllen konnte dieser
Verlust auch die Auflésung des Multipeptidgenclusters bedeuten. Der Gencluster fiir das Peptid
Microginin wurde nur in einzelnen Isolaten nachgewiesen.

Uberaschenderweise wurde bei den Isolaten aus der tropischen Klimazone von der Gattung P.
pseudagardhii keine dieser bekannten Gencluster gefunden. Es konnten lediglich Fragmente der
Cyanopeptolin- und Microcystingencluster identifiziert werden.

Da die beobachtete Variabilitéit der gefundenen Gencluster durch Verlustprozesse zustande gekommen
ist, muss man daraus schlieBen, dass bei der Vererbung der Gencluster der horizontale Transfer
innerhalb der Gattung Planktothrix keine Rolle spielt. Einzig die geringe Abundanz des Microginin
Genclusters konnte durch horizontalen Gentransfer verursacht sein.

Innerhalb der Planktothrix Isolate unterschied sich die Microviridinsynthese vor allem im
Vorhandensein der Acetyltransferase (ACT) und der Anzahl der Precursorgene. Das Vorhandensein
der ACT geht wahrscheinlich auf ein Rekombinationsereignis zuriick, da bei den Isolaten ohne ACT
kein Hinweis fiir einen Genabbau festgestellt wurde.

Es wurden Isolate mit einem, zwei oder drei Precursorgene festgestellt. Die Mehrheit der Isolate (2/3)
wiesen nur ein Precursorgen auf, wobei sich innerhalb dieser Isolate die Variabilitdt auf nur zwei Pra-
Peptid (Corepeptid) Varianten beschriankt. Eine kleinere Anzahl an Isolaten, die zwei oder drei
Precursorgene hatten, zeigten mit 17 verschiedenen Corepeptid Varianten eine viel hdhere Variabilitét.
Bei einigen Isolaten wurde innerhalb des Microviridingenclusters noch kurze Insertionen in der
»intergenic spacer” (IGS) Region, ein hypothetisches Protein mit einer moglichen Funktion zur
Plasmidstabilisierung und Reste eines Precursors gefunden. Diese hohe genetische Variation innerhalb
der  Precursorpeptide = kam  wahrscheinlich  ebenfalls durch  zahlreiche regelméBige
Rekombinationsereignisse zustande, was letztendlich auch in einer hohen Anzahl an Microviridin
Strukturvarianten resultieren sollte.

Da die Microviridine ribosomal synthetisiert werden ist auch eine genaue Vorhersage der Masse
anhand der Sequenz der Corepeptide moglich. Unter Zuhilfenahme von massenspektrometrischen
Verfahren konnte gezeigt werden, dass einzelne Isolate mit einem zweiten Precursorgen auch eine

weitere Microviridin Strukturvariante produzieren.
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Abkiirzungsverzeichnis

A-Domane Adenylierungsdomane

AB Antibiotika

aer Gencluster der Aeruginosinsynthetase

Amp Ampicillin

apn Gencluster der Anabaenopeptinsynthetase
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EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
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IS-Element Insertionselement

ITS Internal Transcribed Spacer

kb Kilobasenpaar

M Mol

MC Microcystin

mcy Gencluster der Microcystinsynthetase

Mdha N-Methyldehydroalanin

mic Gencluster der Microgininsynthetase

MilliQ Millipore Wasser

min Minuten

MLST Multi Locus Sequence Typing

mvd Microviridin Gencluster

NIES National Institute for Environmental Studies (Japan), Culture Collection

NRPS Nicht-ribosomale Peptidsynthetase

oD Optische Dichte

ORF Open Reading Frame

pag Planktocyclin Gencluster

PC Precursor

PCC Pasteur Culture Collection (Frankreich)

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PK Proteinkinase

PP Proteinphosphatase

PKS Polyketid-Synthase

PTM Posttranslationale Modifikationen

RE Restriktionsendonuklease

RNA Ribonukleinsdure

rpm Umdrehungen pro Minute

RPS Ribosomale Peptidsynthese
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sec
uv
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V.linie
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Volumen in Volumen
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1 Einleitung

1.1 Cyanobakterien

Die Cyanobakterien, auch als Blaualgen bezeichnet, sind gram-negative photoautotrophe Organismen.
Die ersten prokaryotischen Fossilien, die den heutigen Cyanobakterien schon sehr dhnlich waren, fand
man in 3.5 Milliarden Jahren alten Stromatolithen. Dies war vermutlich auch der Beginn der oxygenen
Photosynthese mit zwei Photosystemen, bei der die Cyanobakterien erstmals durch Wasserspaltung
Sauerstoff freisetzten (Campbell 2003). Die Cyanobakterien waren damit maBgeblich an der
Ausbildung einer Sauerstoffatmosphire beteiligt. Viele Arten haben auch die Féhigkeit der
Stickstofffixierung durch spezielle Zellen (Heterocysten) entwickelt, die als Schutz der Nitrogenase
vor Sauerstoff mit einer verdickten Zellwand ausgestattet sind. Aufgrund der hohen 6kologischen
Anpassungsfahigkeit konnen die Cyanobakterien nicht nur im SiiB- oder Salzwasser iiberleben,
sondern sie besiedeln auch teilweise lebensfeindlichen Ridume wie z.B. heile Thermalquellen,
Antarktis, Wiiste oder Felswidnde. Weiters bilden manche Cyanobakterien zum Schutz gegen
Trockenheit oder Hitze resistente Sporen (Akineten) aus. Die Zellen sind grof3er, haben stark verdickte
Zellwinde und Speicherstoffe eingelagert.

Wie alle Bakterien besitzen auch die Cyanobakterien keinen echten Zellkern und Zellorganellen. Die
Photosynthese findet an den Thylakoiden statt, die den Chloroplasten der Pflanzen sehr dhnlich sind.
Die unterschiedliche Farbung der Cyanobakterien kommt aufgrund der verschiedenen akzessorischen
Pigmenten auf den Thylakoidmembranen zustande. Neben Chlorophyll a enthalten sie zusétzlich noch
Phycobiline, Karotinoide und Xanthophylle. Zu den Phycobilinen gehoren der blaue Farbstoff
Phycocyanin und das rote Phycoerythrin. Dadurch ergibt sich neben der typisch griin-blauen Féarbung,
auch eine smaragdgriine, gelb-braune, blau-schwarze, schwarz-griine, lila oder rote Farbung von
Cyanobakterien (Raven P. H. 2005).

Cyanobakterien sind entweder einzellig oder fadig und immer unbegeifelt. Die einzelligen Arten
bilden meist Kolonien und sind von einer Gallerthiille umgeben. Die filamentdsen Cyanobakterien
(z.B. Planktothrix) nutzen diese Ausscheidung des Gallertschleims (Polysaccharide) zu einer Gleit-,
Rotations oder Oszillationsbewegung (Hoiczyk & Baumeister 1998, Anagnostidis & Komarek 1988).
Einige Arten haben auch die Moglichkeit im Pelagial durch Luft gefiillter Gasvesikel auf- und
abzusteigen bzw. in einer bestimmten Wasserschicht zu schweben.

Die Cyanobakterien vermehren sich nur ungeschlechtlich (vegetativ) durch Zellteilung. Filamentose
Cyanobakterien konnen wihrend der Zellteilung in kurze Fragmente zerbrechen (Hormogonien), die
zur Verbreitung dienen (Streble H. & Krauter D. 2001).

Einige Cyanobakterien Arten sind als Stickstofffixierer hervorragende Symbiosepartner z.B. wie bei

dem Farn Azolla mit Anabaena (Lee et al 2008).



Eine der interessantesten Eigenschaften von Cyanobakterien ist aber die Bildung strukturell diverser
Sekundédrmetaboliten, die flir das Bakterium nicht zwingend lebensnotwendig sind. Dazu gehdren
Allelochemikalien, die unter anderem das Wachstum anderer Organismen in der Umgebung hemmen
kénnen, Antibiotika, Hormone und auch Toxine (Carmichael 1992). Die Bedeutung und
Wirkungsweise dieser Sekunddrmetaboliten auf ihre Umwelt, im speziellen in Kombination mit

anderen Substanzen ist noch grofitenteils unklar.

1.2 Cyanobakterienbliiten

Bei Cyanobakterien kann es unter bestimmten Umweltbedingungen zu Massenentwicklungen
kommen und zur Ausbildung von Algenbliiten an der Wasseroberflache. Die in Kolonien organisierten
Cyanobakterien der Gattungen Microcystis, Aphanizomenon und Planktothrix sind dafiir bestens
bekannt. Microcystis und Aphanizomenon sind meist in eutrophen Seen und Planktothrix im
metalimnion von mesotrophen Seen zu finden (Reynolds et al 2002).

Eine der wichtigsten marinen Gattung ist Trichodesmium. Dieses Cyanobakterium ist ein wichtiger
Stickstofffixierer im Ozean und es bildet Algenbliiten im Pazifik, Atlantik und indischen Ozean aus.

In Binnengewissern treten die Algenbliiten meist in den spiten Sommermonaten und im Herbst auf.
Durch Wind und Wasserstromungen kommt es héufig zu einer ausgeprigten Durchmischung der
Wassersdule. Bei anschlieBenden windstillen Bedingungen kann eine Algenbliite autreten, da der
Auftrieb durch die Gasvesikel der einzelnen Cyanobakterienkolonien stérker ist als die Turbulenzen
(Walsby et al 2006). Die Kolonien reagieren dabei auf wenig Licht mit dem Aufsteigen an die
Wasseroberfléche.

Das Auftreten von Algenbliiten wird durch eine Temperatur > 15°C, geringe Durchmischung,
Eutrophierung (P, N) und einem erhohten Eisen Eintrag (Fe) begiinstigt. Weitere Vorteile von
Planktothrix sind der FraBschutz durch Bildung groBler Filamente und Kolonien, mikrobieller
Interaktionen mit anderen Bakterien und das Ausniitzen von Symbiosen (Paerl et al 2001).

Durch Algenbliiten werden auch diverse toxische Sekunddrmetaboliten ins Wasser abgegeben, die
nicht nur fiir die aquatischen Organismen schidlich sind, sondern auch fiir den Menschen ein

Gesundheitsrisiko darstellen konnen.
1.3 Die untersuchten Cyanobakterien

1.3.1 Planktothrix spp.

Die Gattung Planktothrix spp ist weltweit verbreitet und kommt von den geméBigten Breiten (Europa),
bis zu semiariden (Tucson) und tropischen (Afrika) Klimazonen vor. Planktothrix lebt in oligotrophen
bis mesotrophen Gewissern, wo sie sich im Metalimnion von tieferen geschichteten Seen, wie auch in

seichteren durchmischten Seen einschichtet (Utkilen et al 1985).



Planktothrix ist filamentos aus vielen regelmiBig aneinander gereihten zylindrischen Zellen aufgebaut
und bildet Trichome ohne Verzweigungen. Die Trichome werden nur einige pm breit, aber einige mm
lang und sind nur sehr schwach von einer Gallerte umgeben. Auf festem Substrat sind die einzelnen
Trichome motil. Fiir das Schweben oder Aufsteigen in Richtung der Lichtquelle in der Wassersdule
besitzen sie etliche luftgefiillte Gasvesikel. Planktothrix vermehrt sich vegetativ durch Bildung von
Hormogonien, die durch eine tote Zelle in einem Trichom (Nekridium) eingeleitet wird. Am Ende
eines Trichoms werden die Zellen verjiingt, bei einigen Arten rund oder mit einer Haube (Calyptra)
abgeschlossen. Heterocysten und Akineten fehlen komplett. Planktothrix ist fahig Algenbliiten
zubilden (Anagnostidis & Komarek 1988) und weist neben anderen Microcystin Produzenten, wie den
Gattungen Microcystis und Anabaena den hochsten Gehalt an Microcystin auf (Sivonen & Jones,
1999).

Insgesamt existieren iiber ein Dutzend verschiedene Planktothrix Arten. Geméll Suda et al (2002)
werden fiir diese Arbeit alle Isolate ihrer Pigmentierung in die Arten P. agardhii (griinblau) und P.
rubescens (rot) eingeteilt.

P. agardhii besitzt das blaue Phycobilin Phycocyanin, das zusammen mit dem Chlorophyll fiir die
griinblaue Farbe verantwortlich ist. P. agardhii kommt in seichteren und durchmischteren Gewissern
vor. P. agardhii ist im Vergleich zu P. rubescens etwas schmailer und die Endzellen sind nicht kopfig,
sondern haben eine flache Haube.

P. rubescens ist durch das Phycobilin Phycoerythrin rétlich gefarbt und hat durch dieses Pigment die
Moglichkeit das griine Licht in den tieferen Wasserschichten zu nutzen. Deswegen findet man P.
rubescens haufig in tieferen, geschichteten Seen im Metalimnion. Im Vergleich zu P. agardhii sind die
Zellen von P. rubescens breiter und die Trichome schlieBen mit einer Calyptra ab (Streble H &
Krauter D. 2002).

Eine weitere Art aus der tropischen Klimazone hat die gleiche Morphologie und Phycocyanin als
akzessorisches Fragment wie P. agardhii. Taxonomisch wird diese Art jedoch einer weiteren
Planktothrix Art, niamlich P. pseudagardhii zugewiesen (Suda et al 2002). P. pseudagardhii
unterscheidet sich deutlich in der optimalen Wachstumstemperatur, die mit 28°C hoher ist als bei P.

agardhii und P. rubescens.

1.3.2 Oscillatoria spp.

Die Gattung Oscillatoria ist morphologisch sehr dhlich zu Planktothrix aufgebaut. Sie sind ebenfalls
filamentds, haben iiblicherweise keine Gallerte und bevorzugen mesotrophe bis zu eutrophe Gewésser.
Die Verbreitung ist weltweit. Oscillatoria besitzt keine Gasvesikel und wiéchst hédufig in dicken
Matten bis einigen cm Durchmesser auf verschiedenen Untergriinden. Diese Matten kdnnen sich aber
auch 16sen und Algenbliiten an der Wasseroberfliche bilden. Wie der Name Schwingalge schon
aussagt, sind sie in der Lage schwingende Bewegungen auszufiihren. Weiters haben sie in der

gesamten Zelle Grana verteilt und aufgewickelte Thylakoide. Vermehrung durch Hormogonien. Wie
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bei Planktothrix fehlen auch Verzweigungen der Trichome, Heterocysten und Akineten (Komarek
1992). Die einzelnen Isolate konnen mittels 16S rDNA und anderen Markergenen eindeutig von

Planktothrix unterschieden werden.

1.3.3 Geitlerinema spp

Geitlerinema wichst filamentds, unverzweigt und zu Planktothrix relativ dhnlich und die Gattungen
kommen im selben Habitat vor. Die Trichome sind leicht gewellt oder gewickelt und teilweise sind die
Zellen mit markanten Granula (Karotinoide) ausgestattet. Die Endzellen konnen abgerundet, verengt,
gebogen, hakenférmig, spitz sein oder mit einer Calyptra begrenzt sein. Geitlerinema kann blaugriin,
gelbgriin oder hellgriin sein.

Die Gattung Geitlerinema wichst meistens in Form von Matten auf verschiedenen Substraten wie
Stein, Holz oder Pflanzen. Reproduktion durch motile Hormogonien, ohne der Hilfe von nekrotischen
Zellen. Heterocysten, Akineten und Gasvesikel fehlen. Die Isolate werden nicht einer bestimmten Art

zugeordnet, sondern mittels 16S rDNA und anderen Markergenen von Planktothrix unterschieden.

1.4 Sekundarmetaboliten

Die Cyanobakterien produzieren eine Vielzahl strukurell sehr diverse Sekunddrmetaboliten, die eine
toxische als auch bioaktive Wirkung haben konnen. Bei den Sekundidrmetaboliten handelt es sich um
ribosomale und nichtribosomale Peptide, Polyketide, Depsipeptide oder Alkaloide, deren
Wirkungsspektrum sehr breit sein kann, wie z.B. zytotoxisch, hepatotoxisch, neurotoxisch,
antibakteriell, antifungal und Protease-inhibitorisch (Moore 1996; Burja et al 2001). Einige Gattungen
haben einen richtigen Cocktail aus vielen verschiedenen Sekundirmetaboliten, deren Funktionen noch
nicht vollstindig aufgekldrt ist. Die bekanntesten bioaktiven Sekundidrmetaboliten sind die

Antibiotika.

1.4.1 Cyanotoxine

Die Cyanotoxine konnen sowohl fiir Nutztiere als auch fiir Menschen ein Gesundheitsrisiko darstellen,
wenn diese Toxine bei verstarktem Aufkommen wie z.B. Algenbliiten, ins Wasser abgegeben werden.

Die Cyanobakterien Toxine kann man in drei Gruppen einordnen: 1) Protein-Phosphatase Inhibitoren,
wie die Microcystine oder Nodularin; 2) Neurotoxine, wie das Anatoxin-a oder Saxitoxin; 3)
Cytotoxine, wie das Alkaloid Cylindrospermopsin (Chorus et al 2000).

Das bekannteste und am besten untersuchte Cyanotoxin ist das Heptapeptid Microcystin, da es schon
zahlreiche Todesfille bei Mensch und Tier mit kontaminiertem Trinkwasser gegeben hat.
Microcystine gelangen dabei erst in hoherer Dosis durch die Lyse der Zellen z.B. bei der
Wasseraufbereitung oder beim Absterben in das Wasser. Die Gattungen Microcystis, Planktothrix,
Anabaena, Nostoc, Anabaenopsis, Fischerella und Hapalosiphon zdhlen zu den wichtigsten

Microcystin Produzenten (Sivonen & Jones 1999).



Peptidfamilie der Microcystine

Das Microcystin ist ein zyklisches Heptapeptid bestehend aus sieben Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von ca. 900 — 1100 Da. Der Microcystinsynthetasegencluster (mcy) kodiert fiir
folgende Microcystin Struktur: cyclo — D-Ala)— Xy — D-MeAsps) — Zu) — Addaisy — D-Glug) —
Mdha; (Abb. 1).

Die kurze Schreibweise der Microcystine MC — XZ, ergibt sich je nach der jeweilgen Aminosédure an
der Position 2 und 4. Statt den Platzhalter X oder Z wird eine Aminosdure im ,,one letter code

angegeben. Die Synthese erfolgt iiber eine nicht-ribosomale Peptidsynthetase.

D-GIu® Mdha’
s COOH  ¢H, Q
Adda N N NH 1
om H,C o 0 CH, D-Ala
© HC O
NN gH N
CH, CH, N N
° 2|
o o L-Leu (X)
4 COOH
L-Arg (Z) N S MoAs’
HNANH -vie Sp

Abb. 1 Allgemeine Microcystin Struktur(hier MC — LR); Fewer et al 2007

Aufgrund der hohen Variabilitdt an den Positionen 2, 4 und der Moglichkeit von Methylierungen
werden immer noch neue Microcystine entdeckt. Bis heute sind schon ca. 90 verschiedene
Strukturvarianten beschrieben (Welker & von Dohren 2006). Microcystin zéhlt zu den Hepatotoxinen
und inhibiert die Protein Phosphatase Typ 1 + 2A. Dies hat eine Hyperphosporylierung von
Cytokeratinen zur Folge und schidigt die Leber (Carmichael 1994). Zur Funktion des Microcystins
gibt es verschiedene Theorien. Als reiner Fralschutz kann es nicht dienen (Rohrlack et al 1999) und
auch die weite Verbreitung von mcy Mutanten, die kein Microcystin realisieren (Christiansen et al
2008), widerspricht dieser These. Eine weitere Idee ist, dass Microcystin als Schutz vor oxidativem

Stress durch starke Lichtbestrahlung dient (Dittmann et al 2011).



1.4.2 Nicht toxische (bioaktive) Verbindungen

Cyanobakterien produzieren eine Vielzahl an bioaktiven Verbindungen, die fiir die Biotechnologie
und Biomedizin als pharmakologische Wirkstoffe sehr interessant sind. Das Potential der
Cyanobakterien als Quelle von bioaktiven Substanzen scheint schier unerschopflich, denn es werden
immer wieder neue Komponenten entdeckt (Welker & von Déhren 2006).

Besonders reich an bioaktiven Verbindungen sind die marinen Cyanobakterien der Gattung Symploca
oder Lyngbya, die unter anderem ein identisches analog zu Dolastatin 10, ein Antikrebs Medikament
produzieren. Aber auch die teilweise terrestrisch lebenden Cyanobakterien der Gattung Nostoc
produzieren interessante bioaktive Stoffe, wie z.B. Cryptophycin, ein effizientes Antitumor
Depsipeptid oder Cyanovirin-N, das den Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) inaktiviert (Sivonen
& Borner 2008). SiiBwasser Cyanobakterien wie die Gattung Planktothrix haben ebenfalls ein breites
Spektrum an verschiedenen bioaktiven Verbindungen, die ribosomal als auch nicht-ribosomal
synthetisiert werden. Dazu zihlen lineare Peptide (Aeruginosine, Microginine), zyklische Depsipetide

(Cyanopeptoline) oder trizyklische Microviridine, um nur einige zu nennen.

Peptidfamilie der Aeruginosine

Die Aeruginoside sind lineare nicht-ribosomale Oligopeptide mit uniiblichen funktionellen Gruppen.
Das Kennzeichen der Aeruginoside ist die 2-carboxy-6-hydroxyoctahydroindole (Choi) Gruppe, die
sulfoniert oder chloriert sein kann. Eine weitere funktionelle Gruppe, die bei allen Aeruginosiden am
N-Terminus vorkommt, ist die (4-hydroxy) phenyllactic acid ((H)pla), die chloriert, sulfoniert oder
bromiert sein kann. Am C-Terminus befindet sich stets ein Arginin Derivat (Abb. 2). Bei Planktothrix
wurde zusitzlich noch eine Glykosylation der Choi Gruppe der Aeruginoside gefunden. Die
Gattungen Planktothrix, Microcystis und Nodularia z&hlen zu den wichtigsten Produzenten der

Aeruginosine (Ishida et al 2009; Welker & von Déhren 2006).

SHO,
(o)
3
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C/Hpla ——lle SuChoi —— Agmatine
Br mHYy — NH, Arg
Su PentlLeu el Aeap
Tyr Argininol
AcArgininal

Abb. 2 Allgemeine Aeruginosin Struktur (Welker & von Déhren 2006)



Die Funktion von Aeruginosin ist die Inhibition verschiedener Serinproteasen wie Thrombin und

Trypsin zum Schutz vor Frafifeinden (Ishida et al 2007).

Peptidfamilie der Anabaenopeptine

Die Anabaenopeptine sind zyklische nicht-ribosomale Hexapeptide. Uber eine konservierte Ureido —
Verbindnung wird das D-Lysin an Position 2 mit der Carboxy — Gruppe der AS Seitenkette an
Position 6 verkiipft und damit der Ring geschlossen. An Position 5 werden nur methylierte
Aminosduren eingebaut (Abb. 3). Weiters existieren zwei Startermodule mit unterschiedlicher
Substratempfindlichkeit fiir Arginin/Lysin (Modul 1) oder fiir Tyrosin (Modul 2), dass zu drei
Anabaenopeptin Varianten fihrt (Rouhiainen et al 2010). Wichtige Vertreter fiir Anabaenopeptine

sind die Gattungen Anabaena, Planktothrix, Nostoc und Nodularia.

HO
3
2
N
YY LT
~ 0 0
N 0 o) OH OH
00
HN NH

s Y

6
1 2 3 4 5 6
Tyr—CO-Lys—Val Hty MAla Phe
Arg Ala Hph Mlle lle
lle Mile mHty MHty Leu
Leu Leu Leu CLMTrp AcSer
Phe OMet BrTrp

e-N Tyr

Abb. 3 Allgemeine Anabaenopeptin Struktur (Welker & von Déhren 2006)

Die Funktion von Anabaenopeptin ist die Inhibition der Protease Carboxypeptidase A, die bei der

Verdauung der Nahrung eine wichtige Rolle spielt (Murakami et al 2000).

Peptidfamilie der Cyanopeptoline

Cyanopeptoline sind zyklische nicht-ribosomale Heptapeptide (Depsipeptide) mit einer sehr variablen
Struktur. Die mdglichen Seitenketten setzen sich aus aliphatischen Fettsduren (Ameisensdure bis
Octansidure), Glyzerinsdure und weiteren Aminoséuren zusammen. Auf Position 2 im Ring ist die
Variation am grofiten. Die einzigen konservierten Bereiche sind auf Positionen 1 mit Threonin und
Position 3 mit 3-amino-6-hydroxy-2-piperidone (Ahp). Nur in wenigen Fillen wird das Threonin

durch ein hydroxy-methyl Prolin ersetzt (Abb. 4). Durch diese hohe Anzahl an verschiedenen
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Strukturvarianten der Cyanopeptoline kann die Molekiilmasse von ca. 770 Da bis 1180 Da betragen
(Welker & von Dohren 2006). Die wichtigsten Gattungen fiir Cyanopeptolin Produzenten sind

Anabaena, Microcystis und Planktothrix.

(S3) (S2) S1 1 2 3 4 5 6

HA Asp-Thr—Arg—Ahp—Leu MPhe—Val
AA AA Hse Pro Dhb lle MTrp lle
BA BA Gln Gin Phe M.m,CiTyr
GA FA Glu Hse Thr
HA GA Leu mHty
Hpla OA OMet HyTyr

Hpla BAAlaThr Leu

Ala Val m,mLys

Hty Su,mGA Tyr

Pro u :

Thr p-lacton ring

Tyr

Abb. 4 Allgemeine Cyanopeptolin Struktur (Welker & von Déhren 2006)

Cyanopeptolin inhibiert verschiedene Serinproteasen, die eine wichtige Rolle bei der
Nahrungsverdauung spielen, wie z.B. Trypsin und Chymotrypsin. Cyanopeptolin kann fiir aquatische

Crustaceen toxisch sein (Blom et al 2003).

Peptidfamilie der Microginine

Microginine sind lineare nicht-ribosomale Lipopeptide von vier bis sechs Aminoséuren, wobei die
letzte AS Tyrosin am C-terminalen Ende nicht bei jeder Variante vorhanden ist. Charakteristisch fiir
Microginine ist die N-terminale modifizierte 3-amino-2-hydroxy Dekansdure (Ahda), die auch
chloriert oder methyliert vorliegen kann. Mit einigen verschiedenen Substitutionen ist die Position 2
am variabelsten (Abb. 5).

Die bekanntesten Vertreter der Microginine stammen von den Gattungen Microcystis, Planktothrix,

Lyngbya und Nostoc.



OH
OH
NH2

OH
1 2 3 4 5 (6)
Ahda—Ala —Val—M Tyr——Tyr
CIAhda lle Mile MHty Pro Tyr
MAhda Leu MLeu Pro Trp
Thr  MPro Hty
Tyr
Ser
Val

Abb. 5 Allgemeine Microginin Struktur (Welker & von Déhren 2006)

Microginin ist ein Inhibitor des Angiotensin-konvertierenden Enzyms, das fiir die Aufrechterhaltung

des Blutdrucks und der Regelung des Wasser-Elektrolythaushalts von Bedeutung ist (Kramer 2009).

Peptidfamilie der Microviridine

Microviridine sind relativ groBle trizyklische ribosomale Peptide bestehend aus 13-15 AS. Durch
posttranslationale Modifikationen des Precursors (PC) werden zwei Ester- und eine Amidbindung
eingefiihrt. Diese AS Positionen fiir die Zyklisierung sind konserviert, besonders das AS-Motiv
TxKYPSD (,,one letter code®) ist sehr typisch fiir Microviridine (Abb. 6). Weiters ist bei einigen
Microviridin Varianten eine Acetylierung vorhanden.

Aus den Gattungen Microcystis, Planktothrix und Nostoc sind die meisten Microviridine isoliert und

beschrieben worden.
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Abb. 6 Allgemeine Microviridin Struktur (Welker & von Déhren 2006)



Microviridine inhibieren verschiedene Serinproteasen wie Chymotrypsin und Elastasen, z.B. im

Verdauungstrakt von Fral3feinden.

Peptidfamilie der Planktocycline

Planktocyclin gehort zu der Gruppe der weit verbreiteten Cyanobactine. Cyanobactine sind kleine
zyklische ribosomale Peptide, die aus 6 — 20 Aminoséuren aufgebaut sind und eine Vielzahl an
posttranslationalen Modifikationen aufweisen konnen (Abb. 7). Als Substrat dieser Modifikationen
dient ein kurzer ribosomal kodierter Precursor. Ein weiterer (energetischer) Vorteil der Cyanobactine
ist der relativ kleine (< 20 kbp) Gencluster im Vergleich zu den NRPS Gencluster (Donia & Schmidt
2011).

Zu den Cyanobactinen gehoren auch die Anacyclamide, Patellamide, Trunkamide, Tenuecyclamide,
Patellin und Microcyclamide, die alle dhnliche Gene aufweisen z.B. die C- und N-terminale Proteasen
fiir die Zirkularisierung der PC Peptide (Leikoski et al 2010). In diesen Gattungen sind schon
Cyanobactine bzw. homologe Gene nachgewiesen worden: Planktothrix, Anabaena, Cyanothece,
Microcystis, Arthrospira, Oscillatoria, Prochloron, Nostoc, Trichodesmium und Lyngbya. Das

abgebildete Planktocyclin wurde aus P. rubescens isoliert.

Leu-3
Gly-2
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5) al-4
NH H( N
X (5
Pro-1 N H(S) o
]
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NH fz—/\
Val-8 H 2
: AN @\ Met-5
o (o]
Gly-7 o
Phe-6

Abb. 7 Allgemeine Planktocyclin Struktur (Welker & von Déhren 2006)

Die Funktion von Planktocyclin ist die Inhibition verschiedener Serinproteasen wie Trypsin oder
Chymotrypsin und es dient dadurch ebenfalls als moglicher FraBschutz (Baumann et al 2007).
1.5 Biosynthesewege

Bei Cyanobakterien treten sowohl toxische als auch nicht-toxische (bioaktive) Verbindungen auf, die
iiber nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS), teilweise mit Polyketidsynthasen (PKS) gekoppelt
oder iiber den ribosomalen Peptidsynthese (RPS) Weg synthetisiert werden.
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1.5.1 Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen und Polyketidsynthasen

Bei dem nicht-ribosomalen System handelt es sich um einen modular aufgebauten Polyenzym-
Komplex, der neben den 20 proteinogenen AS noch weitere nicht-proteinogene AS, Hydroxyséuren,
Carboxysduren, D-AS, und Amine zur Peptid-Assemblierung nutzen kann. Es sind bis jetzt iiber 300
mogliche Substrate bekannt. Es konnen lineare, verzweigte oder zyklische Strukturen gebildet werden.
Dieser modulare Aufbau der NRPS folgt dem Multienzyme Thiotemplate Mechanismus (Kleinkauf &
von D6hren 1996).

Jedes Peptidsynthetasemodul besteht aus mehreren Doménen, die fiir die Erkennung, Aktivierung und
Einbau einer Aminoséure in das Peptid verantwortlich ist. Hierfiir ist mindestens ein Minimalmodul,
bestehend aus einer Adenylierungsdoméne (A-Domine), Thiolierungsdoméne (T-Doméne) und einer
Kondensationsdoméne (C-Doméne) nétig. Ein Minimalmodul kann durch zusétzliche Doménen
erginzt werden. Bei diesen spezifischen Doménen kann es sich z.B. um eine Thioesterase (TE),
Epimerisation (E), Methyltransferase (M) oder Sulphotransferase (S) handeln (Abb. 8).

Die NRPS kommen auch oft in Kombination mit Polyketidsynthasen (PKS) vor und bilden sogenannte
Mischsysteme. Die PKS sind ebenfalls modular aufgebaut, wobei jedes Modul fiir den Einbau einer
Carbonséure zustandig ist. Die Substrate fiir die PKS kénnen Acetyl-CoA oder Malonyl-CoA sein.

Die Minimalmodule der PKS bestehen aus einer Ketosynthasedoméine (KS), Acyltransferasedoméne
(AT) und einer Acylcarrier-Proteindoméne (ACP). Zusétzliche Doménen eines Moduls kénnen eine
Ketoreduktase (KR), Dehydrogenase (DH), Enoylreduktase (ER) oder eine Thioesterase (TE) sein
(Hopwood 1997).

NRPS PKS
Minimalmodul Minimalmodul
| | r _—_—— 1
Domanen
EEO-EEEHHE- -E@O-EEIE
Produkte
o) R2 o) 0
v ) L e
SN N\ |/ 0 °
H
R1 0 R3 Rl R2 R3
Peptide Polyketide

Abb. 8 Schematischer Aufbau einer NRPS und PKS
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1.5.2 Ribosomale Peptidsynthese

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass bioaktive Sekundirmetaboliten mit &hnlich
komplexen Strukturen auch iiber den ribosomalen Weg synthetisiert werden konnen. Im Vergleich zu
den NRPS sind die RPS Gencluster wesentlich kleiner und als Substrat werden nur proteinogene AS
genutzt. Der generelle Aufbau eines RPS Genclusters umfasst Gene fiir ein Prad-Peptid, fiir
posttranslationale Modifikation (PTM), eine Protease und einen Transporter.

Das anfingliche ribosomal produzierte Pra-Peptid wird als Precursor (PC) bezeichnet und besteht aus
einem Leaderpeptid und einem Corepeptid. Aus dem Corepeptid wird durch PTM die eigentliche
(bio)aktive Verbindung. Bei manchen Organismen ist N-terminal noch ein Signalpeptid und C-
terminal eine Erkennungssequenz vorhanden (Abb. 9).

Das Leaderpeptid dient vermutlich als Sekretionssignal oder als Erkennungsmuster fiir die Enzyme der
PTM. Die mogliche Anheftung der PTM Enzyme an das Leaderpeptid hat nicht nur
Strukturverdnderungen des Corepeptids (Faltung, Zyklisierung usw.) zur Folge, sondern es wird auch
vermutet, dass der PC wihrend der Biosynthese gegen einen proteolytischen Abbau geschiitzt wird.
Das Precursorpeptid bleibt inaktiv bis eine geeignete Protease (Leaderpeptidase) das Leaderpeptid
abspaltet und das Corepeptid durch einen Transporter an den Wirkungsort transloziert wird.

Manchmal ist die Protease Teil des ABC Transporters (Oman & van der Donk 2009).

Transporter Precursor l PTM Enzyme Protease

> 2 T T

iSignaIP LeaderP | CoreP ES

Abb. 9 Schematischer Aufbau eines RPS Genclusters. Die strichlierten PC Abschnitte sind variabel.
SignalP Signalpeptid, LeaderP Leaderpeptid, CoreP Corepeptid, ES Erkennungssequenz
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1.6 Aufbau der einzelnen Gencluster

Die unterschiedlich GroBen IGS Regionen werden aufgrund der Ubersichtlichkeit bei allen Gencluster

Abbildungen weggelassen.

Microcystin

Der mcy Gencluster von Planktothrix umfasst 9 Gene, ist ca. 55 kb groB und enthilt NRPS, PKS und
gemischte Module. mcyT kodiert fiir eine Thioesterase Typll, mcyD kodiert fiir eine PKS, mcyAB und
C codieren fiir eine NRPS, mcyE und G sind Hybrid Systeme, mcyH kodiert fiir einen ABC
Transporter und mcyJ fiir eine O-Methyltransferase. Am Ende von mcyC (C-terminal) ist eine weitere

Thioesterase Doméne vorhanden (Christiansen et al 2003).

10 20 30 40 50
L | L | L I L | L | L kb
mcyT mcyD mcyE mcyG  mcyH mcyA mcyB  mcyC mcyl
D: Peptidsynthetase |:|= Polyketidsynthase .= zusatzliche Enzyme

Abb. 10 Schematischer Aufbau des Microcystinsynthetase-Genclusters in Planktothrix (Christiansen et al
2003)

Aeruginosin

Der aer Gencluster umfasst bei Planktothrix meistens ca. 12 Gene und einige ORFs, deren Funktion
noch nicht bestimmt werden konnte. Der Gencluster ist ca. 25 kb groB. aerA ist ein Hybrid aus
NRPS/PKS, aerB und aerG codieren fiir eine NRPS, aerC kodiert fiir eine Oxygenase, aerD kodiert
fiir eine Decarboxylase, aerF kodiert fiir eine Reduktase, aerH kodiert fiir eine Dioxygenase, aerl und
aerK codieren fiir eine Glycosyltransferase, die Funktion von aerL ist unbekannt, aer] kodiert fiir
einen ABC Transporter. Weiters konnte gezeigt werden, dass aerDEF und K an der Bildung der Choi
Struktur beteiligt sind (Ishida et al 2009; Rounge et al 2009).

5 10 15 20 25
IIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|Ikb
aerl ORF
aerA aerB ORF aerC aerD-F aerG aerH aerK aerL aer)
|:|= Peptidsynthetase D= Polyketidsynthase
-= zusatzliche Enzyme E: hypothetische Proteine

Abb. 11 Schematischer Aufbau der Aeruginosinsynthetase-Genclusters in Planktothrix (Rounge et al 2009)
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Anabaenopeptin

Der apn Gencluster besteht aus 5 Genen und ist ca. 24 kb groB. apnABC und D codieren fiir eine
NRPS. Das Gen apnE kodiert fiir einen ABC Transporter. Bei dem Stamm P.agardhii NIVA CYA
126/8 konnte eine bispezifische A-Domine nachgewiesen werden. ApnA besteht aus zwei Modulen,
wobei die A-Doméne aus dem ersten Modul (apnA A,) fahig ist, entweder die AS Arginin oder
Tyrosin an Position 1 im Ring einzubauen. Dies ist aufgrund von Punktmutationen moglich geworden

(Christiansen et al 2011).

5 10 15 20
| I N | | L L I | | 1T 1T 1 | L kb
apnA apnB apnC apnD apnkE
D= Peptidsynthetase .= zusatzliches Enzym

Abb. 12 Schematischer Aufbau des Anabaenopeptinsynthetase-Genclusters in Planktothrix (Christiansen
et al 2011)

Cyanopeptolin
Der oci Gencluster umfasst 4 — 6 Gene und ist ca. 32 kb groB3. ociAB und C codieren fiir NRPS. ociD
kodiert fiir einen ABC Transporter.

ociD oCiA ociB ociC

|:| = Peptidsynthetase .: zusatzliches Enzym

Abb. 13 Schematischer Aufbau des Cyanopeptolinsynthetase-Genclusters in Planktothrix (Rounge et al
2008)

Bei dem Stamm P. rubescens NIVA CYA 98 befindet sich zwischen ociB und ociC noch zwei sehr
kleine Gene (ociG & ociH), deren Funktion nicht bekannt ist (EMBL: AM990463 Rounge et al 2009).
In dem Stamm P. agardhii NIES 205 ist ein weiteres zusétzliches Gen (ociE) vorhanden, das filir den

Einbau der AS Threonin zustindig ist (GenBank: EU109504 Rounge et al 2008).
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Microginin
Der mic Gencluster besteht aus 4 Genen und ist ca. 21 kb groB. MicA kodiert fiir ein Hybridsystem,
micC und micD codieren fiir NRPS, micE kodiert fiir einen ABC Transporter.

5 10 15 20
T 1T 1T 1 | T 1T 1 | 1T 1 1 | 1T 1T 1 | | kb
micA micC micD micE

|:|= Peptidsynthetase |:|= Polyketidsynthase .= zusatzliches Enzym

Abb. 14 Schematischer Aufbau des Microgininsynthetase-Genclusters in Planktothrix (Kramer 2009)

Microviridin

Der mvd Gencluster besteht aus min. 4 - 7 Genen und ist ca. 5,5 kb groB3 (ohne adpE und adpF). MvdA
kodiert fiir einen ABC Transporter, mvdB kodiert fiir eine Acetyltransferase, mvdC und mvdD
codieren fiir eine GRASP dhnliche Ligase. MvdD bildet zuerst zwei Esterbriicken aus und letzendlich
macht mvdC noch eine Amidbindung, dass zu einem trizyklischem Microviridin fiithrt. MvdEF und G
codieren fiir mogliche PC (Pra-Peptide). AdpE und adpF haben homologe Sequenzen zu Genen im
Cyanopeptolingencluster. Eine Funktion dieser zwei Gene flir den mvd Gencluster ist bisher nicht

nachweisbar (Philmus et al 2008; Philmus et al 2009).

1 2 3 4 5 6 Kb
II!IIIII|I|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII

e )

adpE mvdA mvdB mvdC mvdD

D: Gencluster Dz nicht Teil des mvd Genclusters .= zusatzliches Enzym

Abb. 15 Schematischer Aufbau des Microviridin-Genclusters in Planktothrix (Philmus et al 2008)
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Planktocyclin

Der pag Gencluster ist sehr variabel und umfasst viele Gene mit teilweiser unbekannter Funktion. Der
Gencluster ist ca. 13,5 kb groB. PagB und C codieren fiir ein nicht bekanntes hypothetisches Protein.
PagA kodiert fiir eine N-terminale Protease, pagG fiir eine C-terminale Protease und pagF kodiert fiir
eine Prenyltransferase. Die weiteren Gene, die dem pag Gencluster zugewiesen werden konnten
codieren flir verschiedene Precursorpeptide. Weiters sind noch zwei mobile Elemente entdeckt
worden. Die Funktion der vielen Gene, die fiir hypothetischen Proteine codieren ist unbekannt (Donia

& Schmidt 2011).

2 4 6 8 10 12
L | LI | LI | L | L | L | L kb
pagB pagC pagA pagFk PC pC PC PC pagG
I:l: Gencluster I:l: hypothetische Proteine .:Transposons

Abb. 16 Schematischer Aufbau des Planktocyclin-Genclusters in Planktothrix (Donia & Schmidt 2011)

1.7 Horizontaler Gentransfer oder Verlust Theorie der Peptidgencluster

In der Evolution der Bakterien ist der horizontaler Gentransfer (HGT) ein entscheidender Faktor, weil
durch Genaustausch zwischen nah verwandten, aber auch evolutionidr weit entfernten Bakterienarten
eine schnellere Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen und ein Erwerb neuer Fahigkeiten
(Resistenzen) ermoglicht wird.

Der HGT kann mittels Transformation, Transduktion, Transposition oder Konjugation stattfinden und
die mogliche Integration der neuen DNA ins Genom wird durch homologe Rekombination
bewerkstelligt.

Bei dem am besten untersuchten Cyanotoxin Microcystin haben Untersuchungen gezeigt, dass es
inaktive Isolate gibt, die trotz Vorhandenseins des mcy Genclusters die Féhigkeit verloren haben,
Microcystin zu synthetisieren. Bei diesen Isolaten ist der mcy Gencluster durch Mutationen
(Insertionen und Deletionen) verdndert (Christiansen et al 2006). Weiters sind Isolate entdeckt
worden, die den mcy Gencluster verloren haben. Bei genaueren Analysen sind bei diesen nicht
toxischen Isolaten noch Genreste von mcyT und mcy] gefunden worden. Der Verlust ist auf ein
mobiles Element (IS- Element) zuriickzufiihren, denn beim Verlust des mcy Genclusters blieben Reste
des IS-Elements zuriick (Christiansen et al 2008).

Das héufige Vorkommen inaktiver und nicht-toxischer mcy Genotypen bekréftigt die Theorie, dass es
im Falle des Microcystin zu keinem HGT gekommen ist, sondern der mcy Gencluster und somit auch

die Microcystinsynthese im Laufe der Evolution verloren ging. Phylogenetische Untersuchungen
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haben eine Korrelation der Evolution der sogenannten ,,housekeeping-genes* mit dem mcy Gencluster

gezeigt, was auf einen gemeinsamen Vorfahren schlieBen ldsst (Rantala et al 2004).

1.7.1 Insertionselemente (IS-Element)

Mobile Elemente, sogenannte IS-Element oder Transposons sind fiir genetische Verdnderungen, wie
Deletionen oder Insertionen im Genom verantwortlich. Diese mobilen Elemente konnen variable
Genregionen verschiedener Grofe aus dem Genom herausschneiden und an einer anderen Stelle
wieder inserieren. Daher kommt auch der Ausdruck ,,springende Gene*.

Die IS-Elemente tragen nur das Transposase Gen und konnen bis zu 2,5 kb grof3 sein. Ein Transposon
hingegen ist grofler (bis zu 60 kb) und kodiert neben dem Tranposasegen auch noch fiir weitere Gene.
Fiir das Herausschneiden und Inserieren der DNA ist das Enzym Tranposase zustdndig. Dieses wird
beidseitig von einer ca. 50 bp langen gegenldufig identischen Sequenz, dem ,,inverted repeat” (IR)
flankiert, die als binding site fiir die Transposase dienen. Direkt angrenzend sind ca. 10 bp einer
gleichgerichteten Sequenz, den ,direct repeats” (DR), die meist als Erkennungssequenz der
Transposase fungieren. Die DR sind Teil der Wirts-DNA und werden beim Herausschneiden oder
Inserieren der Transposase durch zelleigene Reparaturenzyme wieder aufgefiillt, da dhnlich wie bei

einem Restriktionsenzym ,,sticky ends* enstehen.

IS-Element (=1-2kb)

iilk ff 4.3'

ca. 50bp
inverted
repeat

T

protein
kodierende
Region

5-10bp
direct
repeal

Abb. 17 Schematische Darstellung eines IS-Elementes

Die folgende Abb. 18 zeigt einen Uberblick der Positionen und GrdBen der entdeckten Mutationen im

mcy Gencluster von Planktothrix, die zu einer inaktiven Biosynthese fiihren.

Mutationen (Insertionen und Deletionen) und Rekombinationen haben einen wichtigen Einfluss auf

die genotypische Diversitit in der Microcystinsynthese.
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Abb. 18 Darstellung der mcy Mutationen in Planktothrix (Christiansen et al 2006)

1.8 Funktionelle Rekombinationen im mcy Gencluster

Die strukturelle Vielfalt des Microcystins ist sehr groB3. Bis heute sind mehr als 90 Strukturvarianten
des Microcystins entdeckt worden. Dies ist vorallem auf die teilweise nicht sehr spezifischen Module
zuriickzufithren. Ein Beispiel hierfiir ist die Bindetasche der A-Doméne, die eine Variabilitét ca. 38 %
der Nukleotidsequenz bei Microcystis aufweist. Die Ursache hierfiir konnen Rekombinationsereignisse
sein (Dittmann et al 1997, Kurmayer et al 2005).

Durch den Verlust von Methylgruppen bei Planktothrix entstehen weitere Strukturvarianten. Im
Vergleich bei Microcystis dominieren die nicht-methylierten Microcystine. Dies hat auch einen
Einfluss auf die toxische Eigenschaften (Fastner et al 1999).

Eine weitere Strukturverdnderung ist bei einem Vergleich verschiedener mcyAAd1 (erste A-Doméne)
entdeckt worden und bei einer gleichzeitigen Insertion von einer N-Methyltransferase (NMT). Das
Vorhandensein der NMT korreliert mit dem Einbau von Mdha (N-Methyl-Dehydroalanin) an

Position 7 des Microcystin-Molekiils. Bei Fehlen der NMT kommt es zum Einbau von Dhb
(Dehydrobutyrin) an dieser Position (Kurmayer et al 2005).

1.9 Ziele dieser Arbeit

Die filamentése Cyanobakterien Gattung Planktothrix produziert neben dem bekannten
gesundheitsgefihrdenden Heptapeptid Microcystin auch noch zahlreiche weitere bioaktive Peptide.
Aufgrund dieser hohen Diversitit wire es wichtig (1) einen Uberblick der Verbreitung der genetischen
Basis fiir diese bioaktiven Peptide in toxischen bzw. nicht-toxischen Isolaten innerhalb der Gattung
Planktothrix zu erhalten und weiters (2) bei nicht Vorhandensein eines Peptidgenclusters, heraus zu
finden, ob dieser verloren wurde. Weiters wurde versucht (3) die RegelmiBigkeit der Bildung eines
Multipeptidgencluster bestehend aus Microviridin, Anabaenopeptin und Cyanopeptolin (laut einer
Genomsequenzierung von P. agardhii NIVA CY A 126/8) in den Isolaten zu tliberpriifen.
Wihrend die Peptide Aeruginosin, Anabaenopeptin, Cyanopeptolin, Microcystin und Microginin
nicht-ribosomal synthetisiert werden, werden die Peptide Microviridin und Planktocyclin ribosomal
synthetisiert. Die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) sind ein modular aufgebauter
18



Polyenzym-Komplex, die neben den 20 proteinogenen Aminosduren (AS) noch weitere nicht-
proteinogene AS, Hydroxyséuren, Carboxysduren, D-AS, und Amine zur Peptid-Assemblierung
nutzen konnen. Im Vergleich zu den NRPS sind die ribosomalen Peptidsynthese (RPS) Gencluster
wesentlich kleiner und als Substrat werden nur proteinogene AS genutzt.

Aufgrund des wesentlich kleineren Genclusters des ribosomal synthetisierten Peptids Microviridin
wire eine Verbreitung durch horizontalen Gentransfer vorstellbar. Es wére auch eine raschere
Evolution der Microviridine durch nichtsynonyme Substitutionen des Tripletcodes mdglich, die zu
direkten strukturellen Verdnderungen fithren konnten. (4) Ziel war es daher anhand der genetischen
Sequenzen eine genaue Strukturvorhersage zu treffen und die Synthese der Microviridine zu

iiberpriifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

VWR
Agarose DNA Grade Electran

LTF Labortechnik
Natriumdodecylsulfat 20% (SDS)

Becton Dickinson
Bacto Agar
Difco LB Broth, Miller (Luria-Bertani)
Bacto Hefeextrakt
Bacto Triptone

AustrAlco
Ethanol 99% C,HcO

Sigma Aldrich
Borsédure 99,5% H;BO;
Trisma Base C4H11NO3
Ficoll PM400
Kaliumacetat C,H;KO,
Ethylendiamintetraessigsdure Magnesium-Dinatriumsalz Hydrat C,oH;,MgN,Na,0Ozaq
Rubidiumchlorid RbCl
Ethidiumbromid 10mg/ml
Chloramphenicol C;;H,CI,N,Os5
Ampicillin Natriumsalz C;H;sN3NaO,S
Glycerol CsHgO5
Bromphenolblau
D-Glucose C6H1206

Carl Roth GmbH
Isopropanol (2-Propanol) C;HgO
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1
Chlorophorm/Isoamylalkohol 24:1
HEPES CgH5N,0,S
MOPS Puffer 99%
TRIS-Hydrochlorid C4H;;NO3;HCl
D-Saccharose C;,H»,01;
HEPES Puffer 99.5% C8H18N204S

Thermo Scientfic
Fermentas PEG 4000 (Polyethylenglycol)
Fermentas Glycogen
Fermentas 10x FastDigest Green Puffer
Fermentas 10x DreamTaq Puffer
Fermentas 5X Phusion HF Puffer
Fermentas 25mM MgCl,
Fermentas 5x T4 DNA Polymerase Puffer
Fermentas 10x T4 DNA Ligase Puffer



Merck Eurolab
Hydrogenchlorid HCI
Calciumchlorid CaCl,
Kaliumhydroxid KOH
Mangan (IT) Chlorid Tetrahydrat MnCl,4H,O
Natriumacetat C,H;NaO,
Natriumchlorid NaCl
Natriumhydroxid NaOH
Kaliumchlorid KCI
Magnesiumchlorid Hexahydrat MgCl,6H,O

Bio-Rad Laboratories
Xylene Cyanol FF

2.1.2 Enzyme

Thermo Scientific
Fermentas Restriktionsendonukleasen (FastDigest, conventional)
Fermentas Klenow Fragment
Fermentas T4 DNA Polymerase
Fermentas T4 Polynucleotid Kinase
Fermentas Proteinase K
Fermentas T4 DNA Ligase
Fermentas DreamTaq DNA Polymerase
Fermentas Phusion High Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs
Restriktionsendonukleasen
Antarctic Phospatase

Sigma Aldrich
Lysozyme

2.1.3 Nukleinsiduren

Thermo Scientific
Fermentas dNTP Set 100mM
Fermentas Lambda DNA 0.3pg/ul
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Tab. 1 Oligonukleotide. Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma
MWG-Biotech synthetisiert und mit MilliQ Wasser auf eine Konzentration von 100pM eingestellt. Zur
Verwendung in PCR’s wurde eine 1:10 Verdiinnung hergestellt.

? Primerorientierung: F, Forward Primer; R, Reverse Primer

P Te, Thioesterase; Ahp, 3-amino-6-hydroxy-2-piperidone; A-Domiine, Adenylierungsdomine; C-Domiine,
Kondensationsdoméne; NMT, N-methyltransferase; AMT, Aminotransferase; Epi, Epimerase; choi, 2-carboxy-6-
hydroxyoctahydroindole; IGS, intergenischer Bereich; Clbr, Clusterbriicke; Pm, Polymorphismus; Cm,
Chloramphenicol

“mit Fermentas Phusion High Fidelity DNA Polymerase amplifiziert; der Rest wurde mit Fermentas Taq DNA
Polymerase amplifiziert

* mit N-Methyldehydroalanin (Mdha) 5016bp oder mit Dehydrobutyrat (Dhb) 3792bp

“mit Acetyltransferase (Act) 4700bp oder ohne Act 4200bp

Primername * Sequenz (5°-3") Genlocus g Tm (°C) ‘ Grofle (bp) ‘
Cyanopeptolin
cptDTe Fo6l GATCTCTATCAACAGTTTGGAGCAA
ociC, Te 61 690
cptDTe R61 ACTGTTCGGCTAACACTTGAACAT
ociB_F58° TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCG
ociB_R58° CCACTGTTTTTGCCAAAGAGTG ociB, Abp 66 o
ociA_F62 GAAATTGAGGCATTATTGGCATCT
ociA, A-Doméine 62 416
ociA_R62 TGTGCTACTAATTGAGTCGCCAGT
CptScl+ CCCGACTGGCTAGGTTTCTAATAC
CptScl- CAAGCGACAACTAATCCTATCTCC ociD
CptSc2+ GGAGATAGGATTAGTTGTCGCTTG
CptSc2- CAAAGACAGCAAAGACATCATC
CptSc3+ GATGATGTCTTTGCTGTCTTTG
CptSc3- CTGACGTTGTGGAGAAACTTGTT
CptScé+ AACAAGTTTCTCCACAACGTCAG
CptSc4- TAAAGAACGTTCGACACAAATTCC
CptSc5.1+ GGAATTTGTGTCGAACGTTCTTTA ociA
CptSc5.12- CCAATTGCTTTCTGGTTTGATTAT
CptSc5.2- CATAAAGTTTAGACGTTCCTGGGG
CptSc5.2+ CCCCAGGAACGTCTAAACTTTATG
CptSco+ ATAATCAAACCAGAAAGCAATTGG
CptSco- GTCAGTTCAGAAACTAACTGATGCC
CptSc7+ GGCATCAGTTAGTTTCTGAACTGAC 60 ~2000
CptSc7- GCGATTACGGTTAGTAATAGGCG
CptSc8+ CGCCTATTACTAACCGTAATCGC
CptSc8- CGCCTATTACTAACCGTAATCGC
CptSco+ CCGGATTGACAATCAGGTTAAA
CptSc9- AGTAAGGGTAATTGGGAAATCCG )
CptScl0+ CGGATTTCCCAATTACCCTTACT ociB
CptScl0- CTAACTGATTGACAAACCAGAGGC
CptScll+ GCCTCTGGTTTGTCAATCAGTTAG
CptScll- CGTAATCGCTCCATTAAGGGTAA
CptScl2+ TTACCCTTAATGGAGCGATTACG
CptScl2- GCCGTACAGAGGATTATTCGTGTA
CptScl3+ TACACGAATAATCCTCTGTACGGC
CptScl3- ATTTGGGTAATAGTGCCAGCAGT ociC
CptScl4+ ACTGCTGGCACTATTACCCAAAT
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. a
Primername

Sequenz (5°-3%)
Cyanopeptolin

)
Genlocus

Tm (°C) | GréBe (bp) |

CptScl4- GTTTTGAAACAGTGCTGTTAAGGC
CptScl5+ GCCTTAACAGCACTGTTTCAAAAC ociC 60 ~2000
CptScl6- GTTTGAATATTTGGCATTGATGC
Microginin
mgnTe F61.3 TGGTCAATGGGAGGAGTGATAG
micD, Te 514
mgnTe R60.3 CTGTAGTGATCTCCACTAATCCATTG
60
menA_F60.5 AAACCCTTTGATTTGAGCCAG
micA, C-Doméne 428
menA_R60.3 CAGCAAGGTACAGCCCTGTT
Aeruginosin
aerD_F60.7 GAAACCAGTAGTGAACAGACCTTAAATTATC
aerD, choi 60 494
aerD_R61.0 GACCAACTCATCTCAATTTTCCC
aerBEpi_F54 ACCCGACCCGATCACTTTAAT aerB, Epi 54 464
aerBEpi_R54 GCCCAATGTTTAAAGGAGCTAGTTT aerB, Epi 54 464
Anabaenopeptin
apnDTe F60.7 GACACGCCTTCTATTTTCGAGA
apnD, Te 60 581
apnDTe R60.4 CGCGAAATAAAACAATAGGGG
apnNMT_F55 CGTGCAGATGATGACCTATCCA
apnC, NMT 55 470
apnNMT_R55 AAGGTTCGCAATACTTCAGGGTT
Microcystin
meyCTe F60.1 TTACAAGCGATGAATCTCATGG
mcyC, Te 60 503
mcyCTe R60.2 GGGATTTAATAAGAAACCATCAACC
Peamso_F ATCAAACAGATGTACTGACAGGT
mcyA, C-Domine 50 173
Peamso_R AGGCCAGACTATCCCGTT
Hep F TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC
mcyE, AMT 60 466
Hep R AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT
meyTLi_F59.5° AAATTGTGCCATTCTCAATTGA F vor meyT 5°
= : 66 506
meyTLi_R60.1° GGTGGATTAGAAGATTTGAAACCTAA R inmeyT
Fmeyl F60.06 ATTTTCCCAAGCATTCTAGG F in meyT
. 3213
Fmcyl F60.90 TCCAATTTCTAGGAAGATTTG RinmeyD
Fmey2 F59.72 AGCAGTTAATAATGATGGCG F in meyD
. 3628
Fmcy2_ R60.98 GGCTGGGTTCAATAATATTAA RinmeyD
Fmey3_F60.77 GCCACAGCAGATATTCAAAA F in meyD
. 3417
Fmcy3_R60.90 TTTTAGTTAACTCTTGGAGAGATTT Rin meyD
Fmey4 F60.59 CCAAAAAGGTGAGGATTCTC F in meyD
. 3542
Fmcy4 R60.27 ATCTGTTCAATTCCTTGAGAT RinmeyD
Fmcy5_F60.06 TTCCGCCAAATTATTACAGA F in meyD
; 60 3713
Fmey5_R60.35 ATGGGTAAGGTTTGCTTGAT RinmeyE
Fmey6_F60.87 TCTCAATTACAACCTATTGCA F in meyE
: 3596
Fmey6 R60.35 AATTCGGCTTAAAAAAGCTG R inmcyE
Fmey7_F60.35 CAGCTTTTTTAAGCCGAATT F in meyE
. 3573
Fmey7_R60.60 TTCAAGTATAATTCTCCTTCCTC Rin meyE
Fmcy8_F60.50 AACTCCATTGACCCAGAGAT F in meyE
. 3663
Fmcy8_R60.95 ATTAAACCCACAATACCGGA RinmeyG
Fmcy9 F60.94 AATATCGGACATATGCAAATT F in meyG
! 3502
AGTAAATCAGCAATATTTTGAGTAA RinmeyG

Fmcy9 R60.64
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. a
Primername

Sequenz (5°-3%)

)
Genlocus

Tm (°C) | GréBe (bp) |

Microcystin
Fmey10_F60.94 GCGCCGATATTACTCAAAAT F in meyG
. 3569
Fmey10_R60.54 GAATCGGCAAAAAATTAAGC RinmeyA
Fmeyl1_F60.13 GGAGCCTTAAATATAGAAACATC F in meyA a
. 3792/5016
Fmeyl1 R60.63 GATTCCAAACAATAGCGACA Rin meyA
Fmoy12_F60.63 TTTGAAATCCAAGTTGAACG F in meyA
; 3368
Fmey12 R60.43 TTTAAAAGCCCCAAGGTTAA R in meyB
Fmey13_F60.15 TATGGGGAAGTTTTACAAATT F in meyB
! 60 3419
Fmcyl3_R60.06 TGGCAATATCCAACTCAGAT R in mcyB
Fmeyl4_F60.06 ATCTGAGTTGGATATTGCCA F in meyB
. 3516
Fmeyl4 R60.16 TGGATGATTTCTTCCAGA Rin meyC
Fmeyl5_F60.90 TTCTCAAGCAGCTTCATATAC F in meyC
! 3695
Fmeyl5_R60.31 AACTCTTTCTTGAGCAATTTC Rin mey)
Fmeyl6_F60.34 AAGCTGGAGATCAAGTTTTAG F in mey)
. 3624
Fmeyl6_R60.56 TTTGTGTGTCTTGGTTAGGG R nach meyJ 3
Microviridin
mvdCD_F61.0 TAGAAGTTAATCCTGGCGGTGA
mvdC + mvdD 61 592
mvdCD_R61.4 GGGCAAATTGTTTGACAGCTT
mvdL_F60 CGATCGCTGAAATTCTGCTC F in mvdD o <00.1500
mvdL_R60 CTCCCGAATTCATGCCAATAA Rin adpF
mvdexE F59.34° ATGGACGAAGAAACCTATAAT F in adpE .
= . 59 4700/4200
mvdexE_R59.32° GATATGTCAAGGGAAATCCA R im IGS. zw. mvdD + mvdE
mvdintmed_F59.94° TTGATCGAGTCATAGAAGCC
— mvdC 60 -
mvdIntmed R59.94° GGCTTCTATGACTCGATCAA
mvdAKO F61.94° TATGCAAACTCAAGTTCCCC F in mvdA o 220
mvdAKO R60.77° CTAAGAAGAACGCGATAATTC R in mvdB
mvdBKO_F61.39° TGGACAATTTCCCAAGAGAT F in mvdA o 200
mvdBKO_R61.99° TAGGGAATTAGGGTATCGGC R in mvdC
mvdCDKO_F59.99° GGTGATCTTGTTACCAAACG F in mvdB
= . 60 2667
mvdCDKO_R60.12° GGATATGTCAAGGGAAATCC R im IGS. zw. mvdD + mvdE
mvdBdel F60.4 CATCAATGGGTACTAGAACTTGCA Fin mvdA
; 60 340
mvdBdel R60.5 CTTCTATGACTCGATCAATGGTGA R in mvdC
CmAnf.rev58 ATTATGGTGAAAGTTGGAACCTC Cm-Kassette 58 -
Planktocyclin
acyA F60.2 CCCTGGAAAAGATATTTTAGGAGC
pagA, N-terminale Protease 60 489
acyA_R60.6 ATTTGAAGTACGGTTTGACATGG
acyG_F58 TTGCGGCTGATGTTTATGAAAT
pagG, C-terminale Protease 58 500
acyG_R58 CCCGTTCAGGATCAAAAAACTT
Clusterbriicken
ClbrMvd A_F60.78° TTATAGGTTTCTTCGTCCATC F in mvdA 2080
ClbrApnE_R60.26° GCCAGCCTTGGTAAGTCTAT RinapnE
C
ClbrApnA_F60.73 TTAATTCCTCATAGGTCAATTG F in apnA 4700
ClbrCptD_R60.70° AGCAACTATTCCGTCAGTAGT Rin ociD 60
ClbrCptC_R60.42° TACTTTGCGTTTGTTCATATC nach ociC 3°
Clbr2Intermed F60.20° CCCAACAATTTGATGTGATT -
IGS apnA + ociD
Clbr2Intermed R60.30° CCATGAATGGCTTCATACAT
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. a
Primername

Sequenz (5°-3")

)
Genlocus

Tm (°C) | GréBe (bp) |

Clusterbriicken

ClbrInt66.253_F60

TCGTCAAGGCAAGGTTAAAATT

ClbInt2Bispe+60 GAAGATGTTCCCATCACCAAAG
ClbrInt66.4+60 AGGACAGGTAATGAAAGCAATGA IGS apnA + ociD 60
ClbrInt253.4+59 GACGTTCTTGGGTTAAGTTACTCAC
ClbrInt66.5+60 GCATCACTGCGGAAGCTATT
Genome Walking
AdaPhuPri59.60° CCCCTAATACGACTCACTATAG Ad
aptor
AdaPhuPriNes60.50° ACTCACTATAGGGCTCGAGC
gwCptIGa60.40° AATGTCCCCAAACATATTCC
gwCptIGi61.20° AAACATATTCCCTGCCAAAA '
- IGS apnA + ociD
gwCptlG2a59.90 TCGTAATACCACATGGTGTG
gwCptIG2i60.60° ACATGGTGTGATAGCCGTAG
gwCptCa60.6 GGATAATGGTTGCTAATTGTT
ociC
gwCptCi60.6 CTAATTGTTCAATAGTGGGGT
60
gwCptDa59.7 AGATAGGATTAGTTGTCGCTT
ociD
gwCptDi61.1 TGGTGACATTGGAGATAGGA
gwApnEa63.50° TAAAGCCGTCATTGCCAGTA .
apn
ewApnEi60.40° CATTGCCAGTAATAGACTTACC
gw257.2apnEa59.80° AAGATAGAAATGTGCGATCG
gw257.2apnEi61.30° CGATCGCCAATCTAATGAG ek
unbekannt
gw257.3apnEa60.80° AGGATGTTCATTTGACCTTAG
gw257.3apnEi59.90° TGACCTTAGCTTAAATTATGAAA
gw257apnEBr61.70° TGATAGACCAAGATGTATACGC 61
gw976.2apnEa60.00° AAACAAAGAAAATTTCACCTC
- S Transposase 60
gw976.2apnEi60.20 TTCACCTCGGAATCTTTGT
gw976apnEBr61.60° TTTCACCTCGGAATCTTTGT 61
Vektor
pJET1.2_F60 ACTCACTATAGGGAGAGCGGC
Klonierungsvektor 60
pJET1.2_R60 GAACATCGATTTTCCATGGC
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2.1.4 Marker

Thermo Scientific
Fermentas GeneRuler DNA Ladder Mix
Fermentas GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder
A DNA/Pstl

2.1.5 Kits

Thermo Scientific
Fermentas GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Qiagen GmbH
Qiaquick PCR Purification Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit

2.1.6 Gerite

Thermo Scientific
Heraeus Biofuge Fresco
Heraeus Multifuge X3R
Sorvall RC5B Plus

VWR
Digital Heatblock

Memmert
Trockenschrank

BioRad
Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis Systems
GenePulser Xcell Electroporation System
ChemiDoc XRS+
PowerPac 300

Certoclav
Autoclav CV-EL

Parr Instrument Company
4639 Cell Disruption Vessel (45mL)

Heidolph Instruments
Unimax 1010 und Inkubator 1000

Eppendorf
Mastercycler Gradient
Mastercycler nexus gradient

MWG-Biotech
Thermocycler Primus96plus

Peqlab Biotechnologie GmbH
Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer

Millipore
Synergy UV
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2.1.7 Medien

BG11 (Rippka 1988)
1000ml Stock-Losung:

NaNO3 8,8ml 17g in 100ml
K2HPO4 Iml 3,1gin 100ml
MgS04*7H20 Iml 7,4g in 100ml
CaCl2*2 H20 Iml 3,7g in 100ml
Na2CO3 Iml 2,0g in 100ml
Na,MgEDTA Iml 0,11g in 100ml
Ascorbinsiure Iml 0,6g in 100ml
FeNH3 Citrat Iml 0,6g in 100ml
A5+Co Iml
pH 74
Zugabe von 1,65ml 0,1M HCI

A5+Co
Spurenelemente g/L
H;BO; 2,86
MnCl,*4 H,O 1,81
ZnS04*7 H,O 0,222
Na;MoO4*2 H,O 0,39
CuS0O4*5 H,0O 0,079
Co(NOs),*6 H,O 0,049

2.1.8 Losungen und Puffer

SDS 20% (Natriumdodecylsulfat)
20g SDS auf 100ml MilliQ Wasser

TES (pH8)
25% w/v Saccharose
24g Saccharose
0,756g TRIS-HCI
2,805g EDTA
96 ml MilliQ Wasser
S5Molare NaOH zum Titrieren (ca 4,4ml)

Laufpuffer fiir Agarosegele 0,5x TBE
1:10 Verdiinnung aus 5x TBE:

54¢ Trisma Base

27,5g Borsédure

20ml 0,5M EDTA (pHS)

Gel Ladepuffer
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylene-cyanol FF
15% Ficoll PM400
auf 50ml mit MilliQ Wasser auffiillen

TES-Lésung
100mM Edta
50mM TRIS-HCL
25% Saccharose
pH8

27



Natriumacetat (3M, pH7)
12,3g auf 50ml mit MilliQ Wasser auffiillen

Ethanol 70%
36,5ml 99% Ethanol auf 50ml mit MilliQ Wasser auffiillen

TE Puffer (autoklaviert)
10 mM TRIS-HCI
1 mM EDTA
pH 8

LB Medium (autoklaviert)
25g/L Difco LB
auf 1L mit MilliQ Wasser auffiillen

LB Agar (autoklaviert)
25g/L Difco LB
15g/L Bacto Agar
auf 1L mit MilliQ Wasser auffiillen

SOC Medium

20g Bacto Tryptone

5g Bacto Hefeextrakt

0.5g NaCl

mit einer definierten Menge MilliQ Wasser 10sen
dann hinzufiigen von:

250mM KCl (10ml)

2M MgCl, (5ml)

mit MilliQ Wasser auf 980ml auffiillen
autoklavieren und hinzufiigen von:

IM sterile Glucose (20ml)

TFB1
12.1g Rubidiumchlorid
99g MnC124H20
2.9g Kaliumacetat
1.1g Calciumchlorid
15ml Glycerol
mit MilliQ Wasser 16sen und auf 1000ml auffiillen
pH 5.8 einstellen mit HCL
steril filtrieren mit 0.2pm Filter

TFB2
2.1g MOPS
1.2g Rubidiumchlorid
8.3g Calciumchlorid
15ml Glycerol
mit MilliQ Wasser 16sen und auf 1000ml auffiillen
pH 6.8 einstellen mit KOH
steril filtrieren mit 0.2pm Filter

Hybridisierungspuffer
50mM TRIS (pHS)
100mM NacCl
ImM EDTA

28



2.1.9 Software

Chromas 1.45 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html)

Mult Alin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin)

NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Reverse Complement (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html)
CAP3 Assembly (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php)

NEBcutter 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2)

Expasy Translate (http://web.expasy.org/translate)

Tm DreamTaq (http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/oligo _melt.html)
Tm Phusion (http://www.finnzymes.com/tm_determination.html)

Eurofins MWG Operon (http://www.mwg-biotech.com)

IS Finder (https://www-is.biotoul.fr)

Isotopident (http://education.expasy.org/student projects/isotopident/htdocs)

2.1.10 Biologisches Material
Klonierungsvektor

Rekombinante DNA wurde in dem Vektor pJET1.2 vermehrt.

Cyanobakterienstimme

Bei dem iliberwiegenden Teil der verwendeten Cyanobakterienisolate handelt es sich um die Gattung
Planktothrix, im speziellen um die zwei Arten P.rubescens und P. agardhii. Weitere Gattungen, die
untersucht wurden, waren Oscillatoria und Geitlerinema.

Die Isolate wurden alle aus Laborkulturen des Instituts fiir Limnologie, Mondsee entnommen, die
entweder im Freiland aus unterschiedlichen Seen isoliert oder aus internationalen Kultursammlungen
erworben wurden. Die Isolate stammten aus Europa, Asien, Afrika, Nord- und Siidamerika.

Die FEinteilung der Stdmme in Verwandtschaftslinien erfolgte anhand der MLST (Multi Locus
Sequence Typing) Methode durch Dr. Rainer Kurmayer (Christiansen et al 2008)
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Tab. 2 Auflistung der untersuchten Isolate. Bei den Spezies, wenn nicht anders angegeben, handelt es sich
um P. rubescens (rot, Phycoerythrin) und P. agardhii (griin, Phycocyanin). Bei dem Toxin handelt es sich
immer um Microcystin, auller bei den Isolaten PCC6506 und 697, die stattdessen Anatoxin produzieren.

*inaktiv, mcy vorhanden, aber es wird kein MC realisiert; b Gattung Oscillatoria;  Gattung Geitlerinema;
4 Art P. pseudagardhii

Herkunft

Verwandtschaftslinie 1

Pigmentierung

Toxin

31/1

32

39

41

63

66

79

250

251

252

253

254

255

256

257

259

274

281

299

307

320

354

394

554

759

760

781

782

787

788

790

828

829

836

976

2A

CCAP1459/15

NIVA-CYA126/8

PCC7805

PCC7811

SAGS5.81

P. agardhii

Wannsee, DE

Jagerteich, AT

Lake Arreso, DK

Albufera Lagune, ES

Wannsee, DE

Klinkenbergerplas, NL

Moose Lake, CA

St. Domingos, PT

Lake Nero, RU

St. Domingos, PT

Lake Nero, RU

Ft. Lowell, Tucson, US

Lake Markusbélefjérden, FI

Lough Neagh, UK

Lake Langsjon, FI

Veluwemeer, NL

Paris, Vert le Petit, FR

Kiessee, DE

griin

ja

nein

ja

nein

ja

nein
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Herkunft

Verwandtschaftslinie 1

‘ Pigmentierung ‘

SAG6.89

P. agardhii

PluBlsee, DE

griin

ja

Verwandtschaftslinie 1A

277

364

365

P. agardhii

Wannsee, DE

371

372

P. rubescens

384

390

P. agardhii

396

553

557

P. rubescens

Moose Lake, CA

griin

rot

griin

rot

nein

Verwandtschaftslinie 2

40

64

80

97

108

110

111

139

145

161

166

169

170

178

P. rubescens

Mondsee, AT

Worthersee, AT

Schwarzensee, AT

Mondsee, AT

Irrsee, AT

Mondsee, AT

Grabensee, AT

rot

ja

. .a
inaktiv

ja

inaktiv®

ja

inaktiv®

260

P. agardhii

Wannsee, DE

griin

ja

403

405

406

549

550

551

761

762

775

776

777

778

779

P. rubescens

Moore(Crane)Lake, CA

Reservoir Garcia, IT

Reservoir Nicolletti, IT

rot

. .. a
inaktiv

804

805

806

P. agardhii

Winnecook Lake, US

griin

ja
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Herkunft Pigmentierung
Verwandtschaftslinie 2
807
Winnecook Lake, US
808 P. agardhii grin
814
815 China Lake, US
816
ja
830
838
Reservoir Garcia, IT
839
P. rubescens rot
840
21- Figur, AT
496/1 Moore(Crane)Lake, CA a
inaktiv
91/1 Mondsee, AT
A7 Ziirichsee, CH
CCAPI1459/11A P. agardhii Windermere, UK grin
CCAP1459/14 P. rubescens Loughrigg Tarn, UK rot
CCAP1459/16
Blelham Tarn, UK
CCAP1459/17 P. agardhii griin )
ja
CCAP1459/21 Esthwaite Water, UK
CCAP1459/30 P. rubescens Ploner See, DE rot
CCAP1459/31 White Lough, UK
P. agardhii griin
CCAP1460/5 Kasumigaura, JP
PCC7821 P. rubescens Lake Gjersjoen, NO rot
Verwandtschaftslinie 2A
757
758
763
764
765
Lake Hormajarvi, FI
766
ja
769 P. agardhii griin
770
771
772
865
Lake Hiidenvesi, FI
873
CCAP1459/36 Lake Gjersjoen, NO inaktiv®
Verwandtschaftslinie 3
704¢
707¢
708¢
710¢ P. pseudagardhii Saka, UG grin nein
711¢
712¢
713¢
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Isolat Art \ Herkunft Pigmentierung Toxin
Verwandtschaftslinie 4
67 Worthersee, AT inaktiv®
82 P. rubescens rot
Ammersee, DE ja
83/2
keiner Verwandtschaftslinie zugeordnet

PCC9214¢ P. pseudagardhii Central African Republic

916° Crescent Lake, Florida, US

934° Saka, UG

977° Geitlerinema

978°

979¢ nein

Ft. Lowell, Tucson, US
9807 P. pseudagardhii
griin
981°¢
982°¢
. Geitlerinema
Furnas 2 Furnas Reservoir, Minas Gerais,
Daniel 1° BR
PCC6506° unknown
Oscillatoria Anatoxin

697° Teich, Mistelbach, AT

NIES204 P. agardhii Kasumigaura, JP ja
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Cyanobakterienisolate

Fir die Betreuung aller Cyanobakterienisolate war Labortechnikerin Anneliese Wiedlroither
verantwortlich. Die Isolate wurden in Form einer batch-Kultur in BG-11 Medium (Rippka 1988) je
nach Herkunft bei Temperaturen von 15°C, 20°C und 28°C in 40 ml Nunclon Zellkulturflaschen
kultiviert. Wobei die Kulturflaschen nur mit 30 ml Medium gefiillt waren. Die Lichtintensitdt betrug
ca. 10 pmol m™s™ fiir 16-19h pro Tag. Es wurden ca. 5 ml von der alten Kultur alle 49 Tage wieder

neu in BG11 Medium iiberimpft. Zusdtzlich wurden alle Kulturen einmal die Woche geschiittelt.

2.2.2 Isolation von Nukleinsiuren

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Schritte mit der Heraeus Biofuge Fresco (Tischzentrifuge)
bei Raumtemperatur (RT) und 13k rpm Zentrifugationsgeschwindigkeit ausgefiihrt.

Damit man die Zellen durch Pelletieren ernten konnte, musste man die Gasvesikel von Planktothrix
zerstoren. Es wurden hierfiir drei verschiedene Methoden angewendet:

Die Kulturen wurden vor der Isolation bei -20°C eingefroren oder umgefiillt in 50 ml Falcon R6hrchen
und mit einem schweren Gegenstand wie z.B. einer Glasflasche geklopft, bis feine Haarrisse in den
Falcon Rohrchen zu sehen waren. Die dritte Methode bestand darin die Zellen durch das Parr Gerit
mit ca. 1000 psi (68 bar) hohem Druck zu zerstéren. Der nichste Schritt war das Abzentrifugieren der
Zellen mit der Sorvall RC5B Plus im SS-34 Rotor flir 10 min bei 9500 rpm (9000g).

Der Uberstand wurde weggeleert und das Pellet drei mal mit TE Puffer gewaschen. Nach dem 3.
Waschvorgang wurde das Pellet in Iml TES Ldsung aufgenommen. Dann wurde eine Spatelspitze
Lysozym hinzugegeben und fiir mind. 1h bei 37°C inkubiert. Danach wurde 1/10 des Volumen (100
pl) an 20% igen SDS (Endkonz. 2 %) und 5 pl Proteinase K zugegeben (bei 65°C fiir 2h oder iiber
Nacht inkubieren). Wichtig war es, dass der Ansatz zwischendurch immer wieder gevortext wurde.
Bei erfolgreichem Abbau der Proteine farbte sich die Losung gelblich-braun.

Dann wurde gleiches Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol hinzugegeben und fiir 10 min
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal ausgefiihrt. Dabei wurde vorsichtig jeweils die obere
wissrige Phase abgenommen, in der sich die DNA befand, ohne die weifle Schicht (Debris) der
Interphase  mitzunehmen. Das Phenol wurde anschlieBend durch einen Schritt mit
Chloroform/Isoamylalkohol entfernt. Dabei wurde wieder 10 min zentrifugiert und die wéssrige Phase
abgenommen.

Zur Féllung der DNA wurde 1/10 des Volumens an Natriumacetat und 0.7 mal das Volumen an
Isopropanol hinzugegeben. Das Eppi wurde einige Male invertiert. Dabei sollten Blasen aufsteigen
und die DNA sichtbar ausfallen.

Bei Kulturen mit hoher Viskositdt (viele Polysaccharide) wurde statt Natriumacetat PEG 4000

eingesetzt. Dazu wurde die Hilfte des Volumens an PEG 4000 und 0.7 mal das Volumen an
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Isopropanol hinzugegeben. Die DNA wurde 30 min bei RT gefillt und danach 20 min bei 4°C
zentrifugiert. Danach sollte je nach DNA Menge ein Pellet zu sehen sein. Der Uberstand wurde
wegleert.

Am Schluss folgten noch zwei Waschschritte mit 70% igen Ethanol. Dazwischen wurde das Pellet
durch Vortexen gelost und der Uberstand verworfen.

Das Pellet musste getrocknet werden, damit keine Ethanol Reste iibrig bleiben. Danach wurde das
Pellet in 100 pl Wasser oder TE-Puffer aufgenommen. Zur Bestimmung der DNA Menge wurde die
Absorption der Probe im Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer bei 260 nm gemessen.

2.2.3 PCR Protokolle und Master Mixe

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene DNA Polymerasen eingesetzt. Erstens, die robuste und
thermostabile DreamTaq DNA Polymerase, die fiir kleinere DNA Fragmente bis zu 6 kb verwendet
wurde. Die DreamTaq hat keine proof-reading Funktion und erzeugt am 3" Ende A-Uberhénge.
Weiters wurde die ebenfalls thermostabile, aber wesentlich prozessivere und genauere Phusion DNA
Polymerase verwendet. Die Phusion DNA Polymerase hat eine sehr niedrige Fehlerrate und erzeugt
blunt-end Amplicons, die fiir die Klonierung im Vektor pJET1.2 (blunt-end Klonierung) eingesetzt
werden konnen.

Die PCR Protokolle und Master Mixe fiir die DreamTaq und Phusion DNA Polymerase sind in den
folgenden Tabellen (Tab. 3, Tab. 4, Tab. 5 und Tab. 6) aufgelistet, wobei die Temperatur (Tm) des
Annealings je nach der Schmelztemperatur der verwendeten Oligonukleotide variierte. Die
Elongationszeit hing von der GroBe des jeweiligen PCR-Produktes und der verwendeten Polymerase
ab. Die angefiihrten Elongationszeiten beziehten sich auf die Angaben der Hersteller unter
Idealbedingungen.

Die Konzentration der Template-DNA wurde fiir die PCR auf 50 ng/ul eingestellt.

Tab. 3 PCR Protokoll fiir DreamTaq DNA Polymerase. Die Annealing-Temperatur der jeweiligen Primer
wurde nach Breslauer et al (1986) berechnet.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholung
Anfangsdenaturation 94°C 3 min 1
‘ Denaturation 94°C 30 sec
‘ Annealing variabel 30 sec 35
| Elongation 72°C 1 min/kb
Finale Elongation 72°C 1 min/kb 1
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Tab. 4 PCR Master Mix fiir DreamTaq DNA Polymerase (50 pl)

Komponente Reaktionsvolumen  Endkonzentration
10x DreamTaq Puffer S5ul Ix
25 mM MgCl, 2 ul 1 mM + 2 mM buffer
dNTP Set 10 mM 1.5 ul 0.3 mM
Primer Fwd 10 uM 1.5 pl 0.3 uM
Primer Rev 10 uM 1.5 ul 0.3 uM
DreamTaq 5U/ul 0.25 pul 1.25U
DNA 1 ul variabel
MilliQ 37.25 ul

Tab. 5 PCR Protokoll fiir Phusion DNA Polymerase. Die Annealing-Temperatur der jeweiligen Primer
wurde nach Breslauer et al (1986) berechnet.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholung
Anfangsdenaturation 98°C 1 min 1
Denaturation 98°C 10 sec
Annealing variabel 10 sec 40
Elongation 72°C 15 sec/kb
Finale Elongation 72°C 15 sec/kb 1

Tab. 6 PCR Master Mix fiir Phusion DNA Polymerase (50 pl)

Komponente Reaktionsvolumen  Endkonzentration
5x Phusion HF Puffer 10 pl 1x (1.5 mM MgCl,)
dNTP Set 10 mM 1 ul 0.2 mM
Primer Fwd 10 uM 2.5l 0.5 uM
Primer Rev 10 uM 2.5 ul 0.5 uM
Phusion 2U/ul 0.5 ul 1U
DNA 1 ul variabel
MilliQ 32.5ul

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese nach der Standardmethode von
Sambrook et al.,(1989) aufgetrennt und durch Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die
Gelelektrophorese ermoglicht die genaue Auftrennung der DNA anhand der Molekiilgrofie. Die DNA
ist aufgrund der Phosphatreste negativ geladen und wandert im elektrischen Feld zum positiven Pol,

wobei kleine DNA Molekiile immer schneller wandern als grof3e.
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Je nach GroBe der DNA-Fragmente wurde ein 0,8-2,0% iges (w/v) Agarosegel verwendet. Dazu
wurde die benotigte Agarose Menge in 0.5x TBE durch Erhitzen gelost und direkt in die
Agaroselosung wurde 1pl Ethidiumbromid pro 100 ml hinzugegeben. Die Laufspannung betrug je
nach GroBe des Gels 90 — 140V. Nach der Auftrennung der Banden auf dem Agarosegel wurde dieses
unter UV-Licht in der Geldokumentation fotografiert. Zur Bestimmung der Grofe der sichtbaren

Banden wurde ein passender Marker verwendet.

2.2.5 Herstellung von A/Pstl Marker

Fiir die Herstellung von 1 ml A/Pstl Marker wurden 100 pl 10x FastDigest Green Puffer, 300 pl ADNA
(0.3 pg/ul), 9 pul Pstl Restriktionsenzym und 591 pl MilliQ bei 37° C tiber Nacht inkubiert.
AnschlieBend wurden davon Aliquots a 100 pl hergestellt.

2.2.6 Klonierung

Die Klonierung ist eine Methode zur identischen Vervielféltigung von DNA Fragmenten.

Die jeweiligen linearen DNA Sequenzen wurden in einen bakteriellen Vektor (pJetl.2) ligiert und zur
Vervielfiltigung in den kompetenten E.coli Stamm Dh5a transformiert. Bedingt durch das klonale
Wachstum von E. coli werden hierbei millionenfache gleiche DNA-Kopien produziert.

Das Klonieren war bei einigen unspezifischen und schwachen PCR-Produkten notwendig, um die

Qualitét der Sequenzierungen zu verbessern.

2.2.7 Ligation & Transformation

Fiir die blunt-end Ligation eines DNA Fragments (Insert) in den pJET1.2 Vektor wurde ein Insert-
DNA zu Vektor-DNA Verhéltnis von 3:1 (auf Molekiilbasis) verwendet. Wenn nétig, wurde der
Ligationsansatz mit MilliQ Wasser auf 10 pl ergénzt, da der Anteil der Insert-DNA je nach

Konzentration varierte (Tab. 7).

Tab. 7 Ligationsansatz

Komponente Reaktionsvolumen

pJET1.2 (50 ng) 1 pl

PEG 4000 1 pl

10x T4 DNA Ligase Puffer 1 pl

T4 DNA Ligase (5U/ul) 1 ul
Insert-DNA variabel (max. 6 ul)
MilliQ auf 10 pl ergénzen
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Der Ligationsansatz wurde fiir eine Stunde bei 16°C inkubiert. Die aliquotierten 100 pl kompetenten
Zellen (Dh5a) wurden auf Eis aufgetaut, mit dem Ligationsansatz gemischt und flir mindestens 20 min
auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock, tiber eine Minute bei 42°C, wurde die Probe auf Eis
abgekiihlt (1 min). Anschliefend erfolgte die Zugabe von 650 ul SOC-Medium und eine Inkubation
bei 37°C im Schiittelheizblock fiir 45 min (Amp) oder fiir 90 min (Cm).

Danach wurden die Zellen kurz anzentrifugiert bei 13k rpm und das Zellpellet wurde auf einer LB-

Agarplatte mit entsprechendem Antibiotika ausplattiert (37°C, {liber Nacht).

2.2.8 Herstellung chemisch kompetenter Zellen
Die chemisch kompetenten Zellen wurden geméfl dem Protokoll des Qiagen Bench Guide hergestellt.

Fiir die Klonierung wurde der E.coli Stamm Dh5a (K12) verwendet.

2.2.9 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

RE wurden zur Spaltung von genomischer DNA, Plasmid-DNA oder DNA-Fragmenten nach einer
PCR verwendet. Diese schneiden an spezifischen, meist 4 — 8 Basenpaaren langen
Erkennungssequenzen. Es wurden RE der Firmen Thermo Scientific Fermentas und New England
Biolabs verwendet. Der Verdau mit RE erfolgte nach Angaben des Herstellers in den mitgelieferten
konventionellen Fermentas 10x Restriktionspuffern (5-color), Fermentas 10x FastDigest Green Puffer
oder 10x NEBuffer 1-4 (Endkonz. 1x). Die RE wurden mindestens 1:10 im Ansatz verdiinnt, damit der
Glycerolgehalt die 5% nicht tiberschreitet und dadurch Star-Aktivitét begiinstigt werden konnte. Die
Spaltung von DNA diente sowohl dem diagnostischen Zweck um einzelne PCR Produkte zu

unterscheiden, als auch zur Préparation der PCR Produkte fiir die weitere Verwendung.

2.2.10 Mutagenese

Einleitung

Es wurde gezielt versucht, einzelne Gene des Microviridin Genclusters mittels rekombinanter DNA
auszuschalten. Das Konstrukt der rekombinanten DNA setzt sich aus dem Klonierungsvektor pJET1.2
und dem jeweilgen Gen, das durch eine Cm-Kassette unterbrochen ist, zusammen. Die Rekombination
hat zur Folge, dass dieses Gen ,auBler Gefecht gesetzt wird, man spricht auch von einem Gen-
Knockout. Die Cm-Kassette dient zugleich auch als Selektionsmarker, da nur jene Cyanobakterien
Zellen unter Cm-Druck {iiberleben konnen, die das Knockout Gen ins Genom aufgenommen haben.
Die Cm-Kassette wurde aus dem Vektor pACYC184 mit den RE BsaAl und BsaBI ausgeschnitten und
von Dr. Guntram Christiansen zur Verfligung gestellt.

Die Integration ins Genom passiert durch homologe Rekombination (HR), wobei durch zweifachen
»crossing over® homologe DNA-Abschnitte ausgetauscht werden konnen. Die ideale GroBe der
homologen Bereiche wiére 1.5 kb auf beiden Seiten (laut personliche Mitteilung von Guntram

Christiansen). HR ist ein Werkzeug der Zelle, um Genmutationen zu reparieren.
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Abb. 19 Konstrukt Herstellung und homologe Rekombination. (A) Graphische Darstellung der
Konstruktherstellung fiir alle vier mvd Gene, (B) Exemplarische Darstellung der homologen
Rekombination fiir mvdB

Durchfiihrung

Zu Beginn wurden die einzelnen mvd Gene aus dem Genom amplifiziert, wobei zusétzlich noch fiir
jedes Gen angrenzende Sequenzabschnitte mitamplifiziert wurden, die fiir die homologe
Rekombination notwendig sind. Es wurde das Phusion Protokoll (Tab. 5) verwendet (60°C Annealing,
45sec Elongationszeit). Fiir mvdA wurden die mvdAKO Primer, fiir mvdB die mvdBKO Primer und
fiir mvdC + mvdD die mvdCDKO Primer verwendet (Tab. 1). Das PCR Produkt wurde mit dem
Qiaquick PCR Purification Kit aufgereinigt und jedes einzelne Amplifikat wurde dann in den Vektor
pJET kloniert (Kap. 2.2.7 Ligation & Transformation).

AnschlieBend wurden die Gene mit den RE geschnitten (Abb. 19), um die Cm-Kassette einzubringen.
Es wurden jeweils 3 ug DNA fiir den Verdau eingesetzt mit 3 pl Enzym pro Ansatz. Als Puffer wurde
der Fermentas 10x FastDigest Green verwendet. Die Ansétze wurden fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Da, dass RE Aflll, mit dem das mvdD Gen geschnitten wurde, ,,sticky-ends® macht kann es nicht
direkt fiir die blunt-end Ligation verwendet werden. Daher wurden die 5 Uberhinge mit dem
Fermentas Klenow Fragment Enzym aufgefiillt. Diese Reaktion wurde direkt in dem Verdauansatz mit
dem gleichen Puffer ausgefiihrt, 2mM dNTPs und 1ul Klenow Fragment (10 U/ul). Die Inkubation
erfolgte bei 37°C fiir 20 min und Aufreinigung iiber Qiaquick PCR Purification Kit.
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Dann erfolgte die Ligation der Cm-Kassette in den geschnittenen Vektor. Zur Uberpriifung ob das
Konstrukt richtig ,,zusammengebaut* wurde, wurde es mit dem CmAnf.rev Primer sequenziert. Mit
diesem Primer sequenzierte man aus der Cm-Kassette hinaus, wobei man auch die Sequenz der
jeweiligen mvd Gene erhielt. Alle folgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen
vorgenommen.

Fiir die Transformation von Planktothrix wurde der Stamm P. agardhii NIVA-CYA 126/8 verwendet,
der in der Vergangenheit bereits zum wiederholten Male erfolgreich transformiert wurde (Christiansen
et al 2003). Die Zellen vom Isolat NIVA-CYA 126/8 wurden hierfiir in 50 ml Falcon Roéhrchen
aufgeteilt. Fiir die Zentrifugation der Zellen war es zuerst notwendig, die Gasvesikel durch Druck zu
zerstoren. Dafiir wurden die Zellen mit einem schweren Gegenstand wie z.B. einer Glasflasche
geklopft, bis feine Haarrisse in den Falcon Rohrchen sichtbar waren. Gleichzeitig war zu beachten,
dass diese nicht brechen.

Als nichstes wurden die Zellen 10min (4800g, 16°C) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgegossen und in einem sterilen Erlenmeyerkolben gesammelt. Das Pellet wurde in 10 ml HEPES
Puffer gelost und wieder fiir 10 min (4800g 16°C) abzentrifugiert, um Salzreste loszuwerden. Der
Uberstand wurde weggeleert. Dies wurde drei mal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde
das Pellet nur mehr in ganz wenig HEPES, vielleicht 500 pl gelost und auf Eis gestellt.

Die fertigen Konstrukte wurden bei 95°C fir 10 min auf dem Heizblock erhitzt, um diese
einzelstrangig zu machen. Zur Abkiihlung wurden diese sofort auf Eis inkubiert, kurz anzentrifugiert
und wieder auf Eis inkubiert.

In einen sterilen 250 ml Erlenmeyerkolben wurden jeweils 25 ml neues BG11 Medium und 25 ml altes
Zellenmedium, das zuvor gesammelt wurde, gemischt.

Beim niachsten Schritt wurden 100 ul der Konstrukte mit 100 ul der pelletierten Cyanobakterienzellen
zusammenpipettiert und vorsichtig mit der Pipette vermengt. Dieses Gemisch wurde in eine neue
sterile bei -20°C vorgekiihlte Elektroporationskiivette pipettiert. Da das Zellen-Konstrukt Gemisch
sehr dickfliissig war, musste man die Kiivette vorsichtig klopfen, damit das gesamte Gemisch am
Boden der Kiivette zu liegen kam.

Die Kiivette wurde anschlieend rasch in den Elektroporator gestellt und Spannung mit folgenden
Einstellungen angelegt: 1000 V, 25 pF und 200 Q. Sofort nach der Elektroporation wurde 1 ml des
zuvor vorbereiteten Mediums direkt in die Kiivette hinzugegeben, um somit die Zellen leichter und
vorallem komplett aus der Kiivette zu bekommen. Diese gesamte Losung wurde wieder zuriick in den
250 ml Erlenmeyerkolben mit dem BG11 Medium pipettiert.

Nach 48 Stunden wurde zur Selektion 1pl des Antibiotikums Chloramphenicol (Endkonzentration:
Ipg/ml) hinzugegeben. Es sollten nur jene Zellen iiberleben, die das Konstrukt mit der AB-

Resistenzkassette durch homologe Rekombination ins Genom aufgenommen haben.
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2.2.11 Genome Walking

Einleitung

Das Genome Walking (GW) wurde nach der Methode von Siebert et al (1995) durchgefiihrt und ist
eine Methode um neue unbekannte DNA-Sequenzabschnitte im Genom zu amplifizieren.

Es ist nur ein kleiner bekannter Bereich notwendig, gro8 genug fiir einen genspezifischen Primer
(GSP), der als sogenannter ,,Anker* dient. Ausgehend von diesem Startpunkt wandert man
schrittweise 5 oder 3 'der DNA entlang. Fiir eine erfolgreiche PCR benétigt man auf der anderen Seite
noch eine weitere Primer-Bindestelle, die durch den Adapter gegeben ist. An diesen Adapter, welcher
an die Enden der DNA Fragmente ligiert wird, bindet der spezielle Adapterprimer (AP).

Zur Erhohung der Ausbeute und Spezifitidt wurde zusitzlich jeweils noch ein zweiter PCR Lauf mit
einem nested AP und nested GSP durchgefiihrt. Die nested Primer haben teilweise die gleiche
Erkennungssequenz und iiberlappen die ersten Primer (Abb. 20).

Um einzelne spezifisch geschnitte DNA Fragmente zu bekommen wurde die isolierte DNA mit

verschiedenen Restriktionsendonukleasen verdaut (Abb. 21).

Genome Walking Adaptor

5" -CCCCTRAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3"
' | 3" -H,N-CCCGTCCA-5"
[ |

5 -CCCCTRAATACGACTCACTATAG-3" 5° ;ACTCACTATAGGGCTCGAGC—E- P
Adaptor Primer 1 (AP1) Nested Adaptor Primer 2 (AP2)

Abb. 20 Struktur des Adaptors und der Adaptor Primer

Dieser Adaptor wird an beiden Enden jedes DNA-Fragments ligiert. Fiir die Spezifitdt des GW tragt
der kurze Adaptor-Strang am 3 Ende eine Amino Gruppe, wodurch verhindert werden soll, dass dieser
durch die Polymerase aufgefiillt wird. Ohne dieser Blockierung wiirden AP1 und AP2 an jedem
Adaptor binden und unspezifische DNA-Fragmente amplifizieren. Nur aufgrund der Bindung eines
GSP, durch den das gewiinschte DNA-Fragment mit dem daran ligierten Adapter amplifiziert wird,

konnen die dazu komplementidren AP1 und AP2 binden.
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Durchfithrung

Der erste Schritt beim GW war ein Restriktionsverdau von ca. 4 pg DNA je Stamm. Das Volumen
beim Verdauansatz war 50 pl. Die eingesetzte DNA wurde je nach Konzentration auf ca. 4pg
eingestellt. Als Puffer wurde je Ansatz 5 pl des Fermentas 10x FastDigest Green und 3 pl der
jeweiligen Restriktionsendonuklease EcoRV, Dral oder Pacl pro Ansatz eingesetzt. Der Rest wurde
mit MilliQ Wasser auf 50 pl aufgefiillt. Der Verdau wurde tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Aufreinigung des Verdaus erfolgte mit dem Qiaquick PCR Purification Kit, eluiert wurde mit 50
pl. Zur Bestimmung der DNA Konzentration wurden die Proben mit dem Nanodrop ND-1000
gemessen.

Bei den weiteren Schritten wie Ligation, Aufreinigung und Verdiinnung ist darauf zu achten, dass am
Ende fiir den primiren PCR Lauf mit den &duBleren AP1 und GSP1 eine DNA Konzentration von ca.
2.5 ng/pl eingesetzt werden sollte.

Fiir die Hybridisierung der Adaptoren wurden diese in einem Hybridisierungspuffer bei 95°C fiir ca.
10 min inkubiert und zur gegenseitigen Wiederanlagerung der Adaptoren wurden sie langsam
abgekiihlt.

Weiters wurde nur fiir die Ansdtze mit dem RE Pacl ein Endrepair (Uberhiinge werden wegverdaut)
gemacht, da es nicht blunt schneidet, sondern 3* Uberhiinge produziert. Dies wurde mit der Fermentas
T4 DNA Polymerase und dem passenden Fermentas 5x T4 DNA Polymerase Puffer gemacht. Der
Ansatz wurde bei 11°C fiir 20 min inkubiert. Danach wieder Aufreinignung mit dem Qiaquick PCR
Purification Kit und Bestimmung der DNA Menge.

Beim nédchsten Schritt wurden die Adaptoren an die DNA-Fragmente ligiert. Das Verhéltnis
eingesetzter DNA Menge zu Adaptoren sollte ca. 500:1 sein (z.B. bei 500 ng DNA werden 1 pl
Adaptoren eingesetzt). Fiir die Ligation wurden 2 pl Fermentas T4 DNA Ligase (5 U/ul) und
Fermentas 10x T4 DNA Ligase Puffer (Endkonz. 1x) eingesetzt. Zusétzlich wurde noch fiir eine
hohere Effizienz der Ligation Fermentas PEG 4000 (1:10) hinzugegeben. Der Ansatz wurde bei 16°C
fiir 2h inkubiert. Danach folgte wieder eine Aufreinigung mit Hilfe des Qiaquick PCR Purification Kit
und eine Nanodrop Messung.

Nun muss die DNA dementsprechend mit MilliQ Wasser verdiinnt werden, dass bei der primiren PCR
eine Konzentration von ca. 2.5 ng/pl eingesetzt werden kann. Fiir die primare PCR (10 pl Ansatz) mit
den AP1 und GSP1 wurde die Fermentas Phusion High Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul) und der
Fermentas 5x Phusion HF Puffer verwendet (Tab. 5, Tab. 6). Die Annealing Temperatur betrug immer
60°C und die Elongationszeit variierte zwischen 30sec. - 2min.

Dieses PCR Produkt wurde 1:10 mit MilliQ Wasser verdiinnt. Davon wurde dann 1 pl als Template
DNA fiir die sekundire PCR mit den nested AP2 und nested GSP2 verwendet.

Fiir die sekundédre PCR (10 pl Ansatz) wurde das gleiche Protokoll verwendet. Die kompletten 10 pl
PCR Ansatz wurden zur Uberpriifung auf ein Agarose Gel aufgetragen und falls prominente Banden
zu sehen waren, wurde die sekunddre PCR mit einem 30 pl Ansatz wiederholt.
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Das PCR Produkt wurde wieder komplett aufs Gel aufgetragen und die Banden wurden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit aufgereinigt. Zur Ermittlung der
DNA Konzentration wurde die Pobe mit dem Nanodrop ND-1000 gemessen.

Diese ausgeschnittenen DNA Fragmente wurden mit Hilfe des Vektors pJET1.2 kloniert und zur
Sequenzierung an die Firma MWG-Biotech geschickt.

?> q‘ mit Restriktionsendonukleasen
( ( Z verdaute DNA unterschiedlicher Grofie
+ Ligation der Adaptoren % 5

DNA - Fragmente

. = (GSP2
Je— o -
H2N 5
AP] w— Adaptor
AP? +AP1
o +GSP1
E 1. PCR Lauf mit den daufieren Primern
+AP2
+GSP2
v
E 2. PCR Lauf mit den nested Primern
v

zur Uberpriifung werden die PCR Produkte auf ein Agarose Gel auftragen

Abb. 21 Uberblick der Schritte des Genome Walking
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Zur weiteren Erhohung der Spezifitit kommt der ,,suppression PCR* Effekt zur Anwendung, bei dem
die Amplifikation von unspezifischen DNA-Fragmenten durch Ausbildung einer ,,panhandle* Struktur

fast zur Géanze unterdriickt werden kann.

DNA - Fragmente

]

——

In seltenen Fiillen kann die Amino-Gruppe am 3 Ende
des kurzen Adaptors fehlen, wodurch der Adaptor

aufgefiillt wird

Adaptor

oder

I

Denaturierung

Die Adaptoren enthalten Bereiche
] der inverted terminal repeats (ITR),
ITR ITR die verantwortlich sind fiir die
Bildung der ,,panhandle‘ Struktur

H

Annealing
AP
&} {1
,panhandle“ Struktur seltene Amplifikation von
AP konnen nicht binden, unspezifischer DNA

keine Amplifikation

— —

Die iiberwiegende Mehrheit der DNA-Fragmente formt ,,panhandle* Strukturen aus

Abb. 22 Der ,,suppression PCR*“ Effekt

Durch die Bindung des GSP wird verhindert, dass sich eine ,,panhandle Struktur ausbildet, da keine

komplementére zweite Adaptorsequenz amplifiziert wird. (Abb. 21)
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3 Ergebnisse

3.1 Prisenz und Absenz der Peptid(synthetase) — Gencluster

Es wurden hier nicht alle Gelbilder der einzelnen Peptid Gencluster hinzugefiigt, da dies den Rahmen
sprengen wiirde. Es wurden nur gut sichtbare spezifische Gelbanden in der richtigen GroBe als
positives PCR Resultat gewertet. Schwache Banden wurden mehrmals getestet, mit einem weiteren
Primerpaar wiederholt oder die PCR wurde mit erniedrigter Primer Annealingtemperatur versucht. Die
PCR wurde mit der DreamTaq DNA Polymerase durchgefiihrt und zur Uberpriifung wurden die
Produkte auf ein 0.8% iges Agarosegel aufgetragen.

Tab. 8 zeigt eine detailierte Auflistung welcher Stamm welche Gencluster besitzt. Bei den teilweise

stark sichtbaren sehr kurzen Fragmenten handelte es sich um Primerdimere.

3.1.1 Gencluster der Aeruginosinsynthetase (aer)

Es wurden zwei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar amplifizierte fast das
komplette aerD Gen, welches fiir die Aktivierung der charakteristischen Gruppe 2-carboxy-6-
hydroxyoctahydroindole (Choi) mitverantwortlich ist, das resultierende Amplicon war 493 bp (Abb.
23, Nr. la). Das zweite Primerpaar amplifizierte die Epimerisationsdoméine in aerB mit einem
Amplicon von 464 bp (Abb. 23, Nr. 1b). Beide PCRs ergaben sehr spezifische Ergebnisse ohne
Nebenbanden. Die PCRs mussten nicht wiederholt werden. Alle Isolate von P. agardhii und P.
rubescens waren positiv. Nur bei den restlichen 20 Isolaten von P. pseudagardhii, Geitlerinema und
Oscillatoria wurde kein Aeruginosin Gencluster nachgewiesen. Insgesamt waren es 122 von

moglichen 142 Isolaten.

3.1.2 Gencluster der Anabaenopeptinsynthetase (apn)

Es wurden zwei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar amplifizierte die
Thioesterase (TE) Doméne in apnD mit einem Amplicon von 581 bp (Abb. 23, Nr. 2a) und das zweite
Primerpaar die N-Methyltransferase Doméne (NMT) in apnC (470 bp, Abb. 23, Nr. 2b). Es waren
einige schwache Banden und auch teilweise leichte Seitenbanden zu sehen. Um sicherzugehen wurden
die PCR fiir einige Isolate mit erniedrigter Annealingtemperatur wiederholt. Es waren nicht alle Isolate
von P. agardhii und P. rubescens positiv. Bei 15 Isolaten konnte der Anabaenopeptin Gencluster nicht

nachgewiesen werden. Insgesamt waren es nur 107 von 142 Isolaten.

3.1.3 Gencluster der Cyanopeptolinsynthetase (oci)

Es wurden drei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar amplifizierte die
Thioesterase (TE) Doméne in ociC mit einem Amplicon von 690 bp (Abb. 23, Nr. 3a) und das zweite
Primerpaar die vierte Adenylierungsdoméne (A4-Doméne, Ahp) in ociB mit einem Amplicon von 512
bp (Abb. 23, Nr. 3b) und das dritte Primerpaar die A2-Doméine in ociA (416 bp). Das Gelbild dieser
dritten PCR wurde nicht eingefiigt. Die PCR der TE Domine ergab sehr spezifische Banden, jedoch
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die PCR mit dem 2. Primerpaar gestaltete sich etwas schwieriger, weil bei wenigen Isolaten
Doppelbanden zu sehen waren. Daher wurde ein drittes Primerpaar verwendet, um sicher zu gehen,
dass diese Resultate spezifisch sind. Generell wurde das Cyanopeptolin am haufigsten gefunden: von

142 Isolaten waren 126 positiv.

3.1.4 Gencluster der Microgininsynthetase (mic)

Es wurden zwei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar amplifizierte die
Thioesterase (TE) Domine in micD (514 bp). Das Gelbild fiir diese PCR wurde nicht hinzugefiigt. Das
zweite Primerpaar amplifizierte die zweiten Kondensationsdoméne (C2-Domine) in micA. Das
resultierende Amplicon war 428 bp (Abb. 23, Nr. 4). Im Vegleich zu den anderen Pepiden war
Microginin wesentlich seltener. Nur bei 11 Isolate der Gattung Planktothrix konnte der Microginin

Gencluster nachgewiesen werden.

3.1.5 Gencluster der Microcystinsynthetase (mcy)

Es wurden drei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar amplifizierte die
Thioesterase (TE) Doméne in mcyD mit einem Amplicon von 503 bp (Abb. 23, Nr. 5a), das zweite
Primerpaar die C-Doméne in mcyA mit einem Amplicon von 173 bp (Abb. 23, Nr. 5b) und das dritte
Primerpaar die Aminotransferase Doméine (AMT) in mcyE (466 bp). Das Gelbild fiir die PCR mit den
dritten Primern wurde nicht hinzugefiigt. Da man schon LC/MS Daten samtlicher Isolate vorliegen
hatte, wusste man schon welcher Stamm Microcystin realisiert. Die PCR mit den TE Primern ergab
nur wenige positive Resultate. Am meisten Isolate konnte man mit dem zweiten Primerpaar (kleines
Amplicon) nachweisen. Die restlichen negativen Isolate konnten mit dem Primer in der AMT Doméne

bestitigt werden. Insgesamt waren von 142 Isolaten 76 fiir den Microcystingencluster positiv.

3.1.6 Microviridin Gencluster (mvd)

Es wurden zwei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar iiberbriickte den
intergenischen Bereich zwischen mvdC (forward Primer) und mvdD (reverse Primer). Das
resultierende Amplicon war 592 bp (Abb. 23, Nr. 6a). Die zweite Primer Kombination teilte den
gesamten Gencluster in zwei Hilften, wobei der intermediate Primer in mvdC (Intermed F oder
Intermed_R), einmal als forward und das andere Mal als reverse Primer fungierte. Der Intermed R
Primer wurde mit dem Primer in adpE (mvdexE_ F) kombiniert. Der Intermed F Primer wurde mit
dem mvdexE R Primer kombiniert, der im intergenischen Bereich zwischen mvdD und mvdE band
mit einem Amplicon von 2 kb (Abb. 23, Nr. 6b). Die PCR Produkte waren fiir beide Primerpaare
spezifisch. Die PCRs mussten nicht mit verdnderten Anaelingtemperaturen wiederholt werden und es
waren alle P. agardhii und P. rubescens Isolate positiv. Nur bei P. pseudagardhii und den Gattungen
Geitlerinema und Oscillatoria wurde kein Microviridin Gencluster nachgewiesen. Insgesamt waren

122 von 142 Isolaten positiv.
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3.1.7 Planktocyclin Gencluster (pag)

Es wurden zwei Primerpaare fiir das Screening verwendet. Das erste Primerpaar amplifizierte pagA,
einer N-terminale Protease mit einem Amplicon von 489 bp (Abb. 23, Nr. 7a) und der zweite Primer
amplifizierte pagG, eine C-terminalen Protease (500 bp, Abb. 23, Nr. 7b). Die Banden der PCRs fiir
den Nachweis des Planktocyclin Genclusters waren sehr stark und spezifisch. Es konnte erneut fiir alle

122 P. agardhii und P. rubescens Isolate der Planktocyclingencluster nachgewiesen werden.

1a M 12 3 4 5 678 910111213 141516171819 202122 2324
5 M 1 23 4 56 7 8 9101112 1314151617 18 1920 2122 2324
a
514bp— - - - —- -.-' e —w-
LI DL LT B L L L] ) 514bp—
1b M 12 34 567 8 910111213141516
M 12 34 56 7 8 91011121314 151617 1819 2021 22 23 24
468bp— 5b

M 12345 67 8 910111213141516171819 202122 2324 164bp—

IwwvveswTsvVevevewvewwwvwwes

6 7 8 910 11 12 13 14

2000bp— BT L T T T

514bp— E“““-“"-U OV Cewwg-

M123 456 7 89101112141516 18192021 M1 23 456 7 8 91011121314151617 18 1920 2122 2324

3b 7a

514bp—
514bp— p
7b M 1 23 4 5 6 7 8 91011 12 1314151617 18 19 20 2122 2324
4 M 12345 67 8910111213141516171819 202122 2324
514bp—
468bp— P

Abb. 23 Gelbilder zur Prisenz oder Absenz der PCR Produkte der untersuchten Peptidgencluster. 1a+b
Aeruginosin, 2a+b Anabaenopeptin, 3a+b Cyanopeptolin, 4 Microginin, Sa+b Microcystin, 6a+b
Microviridin und 7a+b Planktocyclin. Marker A/Pstl, auBler bei Bild 6a GeneRuler DNA Ladder Mix; bei
Gelbild 5b 2% iges Gel, sonst alle 0,8% ig
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Tab. 8 Auflistung der Peptidgencluster Verteilung. schwarze Felder: Gencluster vorhanden, graue Felder:
Genreste vorhanden, weille Felder: Gencluster nicht vorhanden; V.linie von P. agardhii und P. rubescens
nach Christiansen et al (2008). * mcy inaktiv, ® Gattung Oscillatoria, ¢ Geitlerinema, ® P. pseudagardhii

31/1 64 2
32 80 2
39 97 2
41 108 2
63 110* 2
66 111 2
79 139? 2
250 145% 2
251 161% 2
252 166™ 2
253 169* 2
254 170* 2
255 178* 2
256 260 2
257 403* 2
259 405* 2
274 406" 2
281 549* 2
299 550? 2
307 5517 2
320 761 2
354 762 2
394 775 2
554 776 2
759 777 2
760 778 2
781 779 2
782 804 2
787 805 2
788 806 2
790 807 2
828 808 2
829 814 2
836 815 2
976 816 2
2A 830 2

1459/15 838 2
CYA126/8 839 2
PCC7805 840 2
PCC7811 21- 2
SAG5.81 496/1* 2
SAG6.89 91/1* 2

277 A7 2
364 1459/11A 2
365 1459/14 2
371 1459/16 2
372 1459/17 2
384 1459/21 2
390 1459/30 2
396 1459/31 2
553 1460/5 2
557 PCC7821 2

3 757 2A

40 758 2A
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aer
apn
mcy
mic
mvd
pag

763

764 2A

765 2A

766 2A

769 2A

770 2A

771 2A

772 2A

865

873

1459/36"

7044

707¢

7084
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B
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7114
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7134

PCC9214¢

67°

82

83/2

916°

i
i
n
i

934¢

977¢

978°

979°

9804

981°¢

982¢

Furnas 2°

Daniel 1¢

............Apgwwwwwwwwggg

PCC6506°

697"

Wie aus der Tab. 8 ersichtlich, war der Gencluster fiir die Cyanopeptolinsynthetase mit 126 Isolaten
am héufigsten vertreten. Erstaunlich dabei ist, dass der oci Gencluster als einziger auch bei Isolaten
aus der Gattung P. pseudagardhii und Geitlerinema gefunden wurde (Abb. 24). Innerhalb der
Gattungen P. agardhii und P. rubescens waren die Aeruginosinsynthetase sowie der Microviridin und
Planktocyclin Gencluster mit 122 positiven Stimmen am zweithdufigsten vertreten. Mit etwas
Abstand folgte der Anabaenopeptinsynthetase Gencluster mit nur 107 positiven Isolaten. Der
Microcystinsynthetase Gencluster wurde bei nur 76 Stimmen nachgewiesen. Am seltensten, mit nur
11 positiven Isolaten, war der Microginingencluster vertreten.

Ein Spezialfall war der Stamm PCC7821 aus dem Lake Gjersjoen (Norwegen), der als einziger alle
sieben Peptid Gencluster aufwies.

Bis auf den Cyanopeptolinsynthetase Gencluster konnte kein weiterer Peptidgencluster bei den

Gattungen Oscillatoria, Geitlerinema und P. pseudagardhii nachgewiesen werden.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1
916 TGGTTTTTAGATCARTTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCT TARTCARGACGTTTTGATCCAGAGT TTAGAGGARAT TTGCGATCGCCATGARGCCT
712 TGGTTTTTAGATCARTTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTTARTCARGACGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGARRT TTGCGATCGCCATGARGCCT
704 TGGTTTTTAGATCARTTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTTARTCARGACGTTTTGATCCAGAGT TTAGAGGARRT TTGCGATCGCCATGARGCCT
708 TGGTTTTTAGATCARTTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTTARTCARGACGTTTTGATCCAGAGT TTAGAGGARRT TTGCGATCGCCATGARGCCT
NIVA-CYA98 TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTCGCTTTGCGTTTAGAGGGARACCTTAATCARGACGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGAARTTTGCGATCGCCATGARGCCT
981 TGGTTTTTAGATCARTTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTCGCTTTGCGTTTAGAGGGRAAACCT TARTCARGARGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGARRT TTGCGATCGCCATGARGCCT
Congensus  TGGTTTTTAGATCARTTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACARTATTCCCCTeGCTTTGLETTTAGAGGGARACCT TAATCARGACGTTTTGATCCAGAGT TTAGAGGAARTTTGCGATCGCCATGARGCCT

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

|

916 TAAGGACTAACTTCATTAGCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGT TATACARACGCARACCCCCTGGACAGTGARCATCGTTGATTTACARCACT TATCTAGTAGTGAACAGGAARTTGCCTCTCAGGAGTT

712 TRAAGGACTARCTTCATTAGCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGT TATACARACGCARACCCCCTGGACAGTGARCATCGTTGATTTACARCACTTATCTAGTAGTGARCAGGARRTTGCCTCTCAGGAGTT

704 TRAGGACTARCTTCATTAGCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACARACGCARACCCCCTGGACAGTGARCATCGTTGATTTACARCACTTATCTAGTAGTGAACAGGARRTTGCCTCTCAGGAGTT

708 TRAAGGACTARCTTCATTAGCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGT TATACARACGCARACCCCCTGGACAGTGARCATCGTTGATTTACARCACT TATCTAGTAGTGAACAGGAARTTGCCTCTCAGGAGTT
HIVA-CYA98 TRAGGACTARCTTCATTAGCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGT TATACARRCGCARACCCCCTGGACAGTGARCATCGTTGATTTACARCACTTATCTAGTAGTGAACAGGARATTGCCTCTCAGGAGTT
981 TGAGGACTARTTTCATTACCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACARACGCARGCCCCCTGGACAGTGACCATCGTTGATTTACARCCTTTATCTAGTCGTGARCAGGARRTTGCCTCTCAGGARTT
Consensus TaAGGACTARCTTCATTAgCGTTGATGGTGTCGCTACTCAGGT TATACARACGCARACCCCCTGGACAGTGAaCATCGTTGATTTACARCacTTATCTAGTaGTGAACAGGARATTGCCTCTCAGGAETT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1
916 ARCCCARAACCAGGCCATTCARCCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGARCATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATTGTCAGTGACGGCTGG
712 ARCCCARAACCAGGCCATTCARCCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTAATCAGAGCAAARCTTAGTCATCTTATCTGAGACAGARCATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATTGTCAGTGACGGCTGG
704 AACCCARAACCAGGCCATTCARCCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGARCATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATTGTCAGTGACGGCTGG
708 AARCCCARAACCAGGCCATTCARCCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTAATCAGAGCAARCTTAGTCATCTTATCTGAGACAGARCATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATTGTCAGTGACGGCTGG
NIVA-CYR98 ARTCCCAAACCAGGCCATTCAACCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTARTCAGAGCARACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCATCATATTGTCAGTGATGGCTGG
981 AACCCARAACCACGCCATTCARCCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGARCATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATTGTCAGTGACGGCTGG
Consensus  ARcCCaARACCAgGCCATTCARCCCTTTGACTTAGCCCGTGACCCGTTARTCAGAGCARACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATTGTCAGTGACGGCTGG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510512

| |

916 TCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGARTTARCCGACCTCTATARCGCATACATTCAARATCAGCCCTCATCTTTARAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARRARCAGTGG

712 TCAARTGGGGGTCTTTCTTCAGGART TRAACCGACCTCTATARCGCATACATTCAARATCAGCCCTCATCTTTARAGCCGT TACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARRARCAGTGG

704 TCARTGGGGGTCTTTCTTCAGGART TARCCGACCTCTATARCGCATACATTCAARATCAGCCCTCATCTTTARAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARRARCAGTGG

708 TCARTGGGGGTCTTTCTTCAGGARTTAACCGACCTCTATARCGCATACATTCAARATCAGCCCTCATCTTTARAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARRARCAGTGE
HIVA-CYA98 TCARTGGGGGTCTTTCTTCAGGARTTARCCGACCTCTATARCGCATACATTCARARTCAGCCCTCATCTTTARRGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARARACAGTGG
981 TCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGARTTARCCGACCTCTATARCGCATACATTCAARATCAGCCCTCATCTTTARAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARRARCAGTGG
Consensus TCARTGGGGGTCTTTCTTCAGGARTTAACCGACCTCTATARCGCATACATTCAARRTCAGCCCTCATCTTTARAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCARAAACAGTGG

Abb. 24 ociB (Ahp) Sequenzalignment

Dieses Alignment der Isolate aus der Gattung P. pseudagardhii (704, 708 und 712) und Geitlerinema
(916 und 981) zeigte den konservierten Abschnitt der Adenylierungsdoméne fiir die Aktivierung der
AS 3-amino-6-hydroxy-2-piperidone (Ahp). Im Vergleich wurde der Stamm P. rubescens NIVA-CYA
98 (NCBI AM990463) im Alignment dargestellt, um sicher zu gehen, dass das PCR Produkt

spezifisch war.

3.2 Verlust von NRPS

3.2.1 Microcystin

Der Gencluster fiir das Toxin Microcystin war im Vergleich zu den aer, oci, mvd und pag Genclustern
wesentlich weniger haufig vertreten. Der Grund hierfiir ist vermutliche der Verlust des gesamten mcy
Gencluster, bis auf kurze Reste des mcyT Gens. Dies wurde bereits fiir einzelne Isolate bestitigt
(Christiansen et al 2008). Es wurden alle nicht toxischen Isolate, die den mcy Gencluster also verloren
haben nach mcyT Resten abgesucht. Bei allen nicht-toxischen Isolaten konnte ein mcyT Rest gefunden
werden und zusétzlich konnte der gleiche mcyT Rest auch in Isolaten der Art P. pseudagardhii

nachgewiesen werden (Abb. 25).
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTARTAGART TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARAACCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTARTAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARAACCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTARTAGAAT TAATTARAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTARTAGAATTAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTARTAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARAACCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTARTAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAAAGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTARTAGARTTAATTARAGAARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTARTAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARARAGCGGTAGAAGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTAATAGART TAATTARAGAAR
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTAATAGARTTAATTARAGAAR
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAAAGCGGTAGARGATATGGCARAACCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTARTAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTARTAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTCGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARARAGCGGTAGAAGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGAAATCGGCGATCCCGATGTCCARGTTGTAATAGAATTAATTARAGAAR
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARAACCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTAATAGAAT TAATTAAAGARA
GGCGCGGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACARAARGCGGTAGARGATATGGCARARCCTTTGATGGTAGARATCGGCGATCCCGATGTCCARGT TGTARTAGART TAATTAAAGARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCARTTTCTARCARARGCAGTGCGGARATTTCARTTTGARCAGATAGT TGACTTARTTGATCCCCTGATCARTGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARAAGCAGTGCGGARATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTARTTGATCCCCTGATCARTGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTAACARARGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGARCAGATAGT TGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTTTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTARTCCARTTTCTARCARARGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATAGTTGACTTARTTGATCCCCTGATCARTGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARARGCAGTGCGGARRTTTCAATTTGARCAGATAGT TGACTTARTTGATCCCCTGATCAATGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARAAGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATAGT TGACTTAATTGATCCCCTGATCARTGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGT TGACTTAATTGATCCCCTGATCARTGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTARTCCAATTTCTARCARAAGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATAGTTGACTTARTTGATCCCCTGATCARTGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARARTTCCTCTAATCCAATTTCTARCARARGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATAGTTGACTTARTTGATCCCCTGATCAATGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARAAGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATAGT TGACTTAATTGATCCCCTGATCARTGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARRTTCCTCTARTCCAATTTCTARCARARGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGARCAGATARTTGACTTAATTGATCCCCTGATCARTGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARRTTCCTCTARTCCAARTTTCTARCARAAGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATARTTGACTTARTTGATCCCCTGATCARTGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARARGCAGTGCGGARRTTTCAATTTGARCAGATARTTGACTTARTTGATCCCCTGATCAATGATCARTAGCGATTTTCCCARGCATTCTAGGA
TTCCAGATCCAGARATTCCTCTAATCCAATTTCTARCARAAGCAGTGCGGARATTTCAATTTGARCAGATAGT TGACTTAARTTGATCCCCTGATCARTGATCAATAGCGATTTTCCCARGCATTTTAGGA
TTIIHGHTEEﬁ[iﬂHHTTCETCTHHTIIRHTTTCTﬂﬂl:ﬂHﬂﬂﬁEHGTGCEGHHHTTTCHFITTTGﬂHEREHTHETYGHEITﬂﬂTTGﬂTIIIITGHTE"HTEHTCHHTRGCGHTTTTCECRHGEHTTCIHGEH

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 387
1 1
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARRARGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAAR
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARAARGARATGATCTCCGGGARRCATCTCCACAGAGARRGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAA
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARARAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGARAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTARTCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARAARGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGARAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTARTCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARAARGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTARTCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARARAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAATCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARARAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGARAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTARTCCACC
CAAGAGATTTGGCTGAGTGCARARAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGARAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAARTCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARARAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAATCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARARAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAATCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARAARGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGARRGCCGAGTTGGTTTGTTCCCGCCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAATCCACC
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARRRAGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGARAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCGCCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAATCCACC
CAAGAGATTTGGCTGAGTGCARRARGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAARAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCGCCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTCTAATCCACC
CAAGAGATTTGGCTGAGTGCARAARGARATGATCTCCGGGAARCATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTTAA
CARGAGATTTGGCTGAGTGCARAARGARATGATCTCCGGGARACATCTCCACAGAGAARGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCARGCTTCTATCTCCARGGCGTTAGGTTTCARATCTTetAa. .. ...

mcyT

mcyT

Abb. 25 Sequenzalignment der §° flankierenden Region von mcyT und mcyT Rest

Dieser mcyT Rest war auch iiber unterschiedliche Gattungen hinweg konserviert. Zum Vergleich

wurde auch der Stamm P. agardhii NIVA-CYA 126/8 im Alignment dargestellt, um sicher zu gehen,

dass das PCR Produkt spezifisch war. Bei den Isolaten Furnas 2, Daniel 1, 981 und 934 handelte es
sich um die Gattung Geitlerinema. Zu P. pseudagardhii gehorte die Isolate PCC9214, 704, 707, 708,

710,711, 712 und 713.

Generell wurden als inaktive Microcystingenotypen solche Stdmme bezeichnet bei denen zwar der
gesamte Gencluster vorhanden war, trotzdem aber kein Microcystin produziert wurde. Ein Beispiel fiir
inaktive mcy Stimme waren die Isolate aus dem Moore Lake (Kananda), bei denen der Gencluster
schrittweise durch PCR der einzelnen Genregionen auf mogliche Mutationen (Insertion oder Deletion)
abgetastet wurde. Jeder dieser screening Primer liberpriifte einen ca. 3.5 kb groflen Abschnitt von mcy.
Folgende Isolate wurden untersucht: 403, 405, 406, 549, 550, 551 und 496/1. Es wurde exemplarisch
dazu ein Gelbild hinzugefiigt.
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Abb. 26 Amplifikation der einzelnen aneinandergrenzenden Genregionen des kompletten
Microcystingencluster (55 kb). Bahn 1: 403, 2: 405, 3: 406, 4: 496/1, 5: 549, + 126/8; P1 Primer Fmcyl, P2
Primer Fmcy2, P3 Primer Fmcy3; Marker GeneRuler DNA Ladder Mix

Die positiv Kontrolle war der Stamm P. agardhii NIVA-CYA 126/8 und wurde zum GroéBenvergleich
eingesetzt. Es wurden bei allen Isolaten keine groBBeren Insertionen und Deletionen gefunden. Einzelne
Punktmutationen konnte man bei einer Amplikongréfe von ca. 3.5kb natiirlich nicht erkennen. Alle
Stimme hatten bei allen 16 Primern gleich groe PCR Produkte wie bei der jeweiligen positiv

Kontrolle.

3.2.2 Anabaenopeptin

Der Anabaenopeptin Gencluster war nicht so hdufig von Verlust Ereignissen betroffen wie der
Microcystingencluster, jedoch gab es 15 Isolate bei denen die anfingliche PCR mit den TE und NMT
Primern kein Ergebnis brachte (Tab. 8). Es wurde jedoch bei all diesen Stdmmen durch die
Uberbriickungs PCR der benachbarte Microviridingencluster nachgewiesen. Der verwendete Primer
fiir diese Clusterbriicken PCR wurde in apnE gelegt, somit musste ein Teil von diesem Gen vorhanden
sein. Dieser Genrest diente als Startpunkt des Genome Walking, wofiir exemplarisch zwei Staimme
ausgesucht wurden. Die Intention fiir das Genome Walking war es herauszufinden, warum grof3e Teile

des Anabaenopeptin Genclusters nicht mehr vorhanden waren.

3.2.3 Cyanopeptolin

Fiir Cyanopeptolin gab es nur ein Planktothrix Isolat bei dem die normalen screening Primer nicht
funktioniert haben (Tab. 8). Es handelte sich um den Stamm 758 aus dem Lake Hormajarvi
(Finnland). Bei allen restlichen Isolaten konnte der Cyanopeptolingencluster nachgewiesen werden.
Bei dem Isolat 758 wurden nur Reste der beiden Gene ociD (5° Ende) und ociC (3° Ende) gefunden
(Abb. 27). Hierfiir wurde versucht den gesamten Cyanopeptolingencluster mit 17 Primern im Abstand
von ca. 2 kb nachzuweisen. Nachdem keine PCR Produkte erhalten wurden, diirften die restlichen
Gene dazwischen verloren gegangen sein. Um herauszufinden wie die Gene verloren gingen, wurde
dieser Stamm 758 ebenfalls fiir das Genome Walking ausgesucht. Es konnten leider beim Genome

Walking keine spezifischen Sequenzen generiert werden. Der Grund war unbekannt.
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1986 bp—

1093 bp——
805 bp—

Abb. 27 Versuch der Amplifikation der einzelnen Genregionen des Cyanopeptolingenclusters fiir den
Stamm 758. Bande 1 ist 2kb, Bande 17 ist 900bp grofl; Marker A/Pstl

3.3 Suche nach Genresten in NRPS mittels der Genome Walking Methode

Fiir die Anwendung der Genome Walking Methode wéren 16 Isolate in Frage gekommen, die Teile
ihres apn oder oci Genclusters verloren hatten. Der apn Gencluster war davon 15 mal und der oci
Gencluster einmal betroffen (Tab. 8). Fiir apn wurden jedoch nur zwei Isolate 257 (Albufera Lagune,
ES) und 976 (Tucson, US) ausgesucht, um jeweils einen Vertreter pro Kontinent zu haben. Bei oci

handelte es sich um den Stamm 758 (Lake Hormajarvi, FI).

3.3.1 Anabaenopeptin

Alle 15 Isolate, die den apn Gencluster verloren hatten gehorten zu der Verwandtschaftslinie 1 und
waren nicht toxisch. Diese nicht toxischen Isolate wiesen nur noch Reste des mcy Genclusters auf wie
mcyT oder mcyJ (Christiansen et al 2008). Dies konnte in &dhnlicher Form auch bei dem apn
Gencluster aufgetreten sein. Diese Vermutung konnte durch die Ergebnisse des Genome Walking
bestitigt werden (Abb. 28).

Als Startpunkte fiir das Genome Walking wurden zwei Sequenzabschnitte gewéhlt, die schon durch
die Clusterbriicken PCR’s nachgewiesen wurden. Dies war am 5 Ende in apnE und am 3"Ende in der
IGS Region von apnA/ociD.

Durch die ungleich groflen Genreste von apnE und das unterschiedliche Insert konnte man zwei Typen
definieren. Bei einem vollstdndigen apn Gencluster hatte das apnE Gen eine Grofle von 2 kb. Bei
Isolat 257 waren nur noch 662 bp von apnE vorhanden. Direkt angrenzend am Abbruch des apnE
Gens wurde eine 1046 bp lange nicht spezifischen Sequenz entdeckt. Mit Hilfe eines nBlast wurde
eine Ubereinstimmung mit einem Protein DUF433 unbekannter Funktion von Oscillatoria nigro-
viridis PCC 7112 gefunden. Mit blastx wurde in der Protein Datenbank eine Ahnlichkeit mit einer
IS1414 (MULE Transposase Doméne) und Tc5 (HTH_Tnp_Tc5) Transposase gefunden.

Bei dem Isolat 976 war das Restfragment von apnE mit nur 307 bp wesentlich kleiner als beim Isolat
257. Die Insertionssequenz mit 901 bp konnte durch einen nBLAST eindeutig der bekannten

Transposase [SPlagl (Christiansen et al 2008) zugewiesen werden.
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Die Sequenzierung der IGS Region zwischen dem apn und oci Gencluster brachte bei beiden Isolaten
(257, 976) keine Uberaschungen. Der IGS Bereich mit 2881 bp (257) bzw. 3222 bp (967) ab dem Gen
ociD in Richtung apnA war bis auf einige Punktmutationen identisch mit jenen Isolaten, die keine
Deletion des apn Gencluster aufwiesen.

Durch die Annahme, dass ein GroBteil des apn Genclusters verloren ging, wurde auch versucht den
apn Gencluster zu liberbriicken. Hierfiir wurden die forward Primer (gw257apnEBr, gw976apnEBr) in
die neuentdeckte Sequenz gelegt und mit dem reverse Primer (gwCptlGi) in der IGS Region
kombiniert. Auch durch die Anwendung verschiedener PCR Protokolle konnte keine erfolgreiche
Uberbriickung des apn Genclusters erreicht werden. Daher wurden auch in der Abbildung die

einzelnen apn Gene gepunktet dargestellt, da keine Aussage iiber deren Verlust gemacht werden

konnte.
<« —>
mvd Gencluster apn Gencluster (24kb) oci Gencluster

—@—@—( apnC —<alpnB —< apnA
1046bp T : S : JECTE : P :
Isolat 257 —é:} ------ - RN : RO & resseneens < 28

662bp
901bp e : P : JESSRRS : e :
Isolat 976 —E[™ |--e-veenee < Feenennees < RPN o RO <
rveeriennennnd 3222bp

307bp

Abb. 28 Uberblick der gefundenen apn Gencluster Reste bei Isolaten, die den Gencluster verloren hatten.
Die eckigen Pfeile am 5” und 3'Ende des apn Genclusters markierten die jeweiligen Startpunkte des
Genome Walking. Der Genabbruch bei apnE wurde durch die vertikale Linie dargestellt. Die grauen
Fragmente mit 1046 bp und 901 bp waren Sequenzen von IS Elementen oder von hypothetischen
Proteinen unbekannter Funktion. Die gepunkteten Bereiche stellten die vermuteten Deletionen des apn
Genclusters dar.

3.3.2 Cyanopeptolin

Bei den PCR's zur Uberpriifung der Prisenz oder Absenz der Peptid Gencluster, war einzig der
Stamm 758 (Lake Hormajéirvi, FI) fiir den oci Gencluster negativ. Ein screening des gesamten
Genclusters von Isolat 758 mit 17 Primern zeigte, dass zumindest Reste von ociD (ca. 2 kb) und ociC
(ca. 900 bp) vorhanden waren (Abb. 27). Diese zwei Sequenzbereiche am 5'und 3'Ende des
Genclusters waren die Startpunkte fiir das Genome Walking (verwendete Primer siche Tab. 1). Aus
nicht bekannten Griinden ergab das Genome Walking keine spezifischen Resultate, da zumindest
jeweils ein Teil von ociD und ociC bei den erhaltenen Sequenzen dabei sein sollte. Dies war aber nicht
der Fall. Eine Uberbriickung des oci Gencluster wurde ebenfalls versucht und war ebenfalls nicht

erfolgreich. Somit konnte das Genome Walking bei dem Isolat 758 keine Erklérung liefern, warum der
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Sequenzbereich zwischen ociD und ociC beim Screening des oci Genclusters keine positiven PCR

Ergebnisse lieferte.

3.4 Anordnung dreier Peptid(synthetase)gencluster im Genom (Multipeptidgencluster)

Das geblockte Vorkommen von mvd, apn und oci bezeichnete man als Multipeptidgencluster. Diese
direkt benachbarte Anordnung von Peptidclustern im Genom ist bemerkenswert. Nachdem diese drei
einzelnen Gencluster nur wenige kb voneinander entfernt waren (Abb. 29), kann eine zufillige
Aneinanderreihung ausgeschlossen werden. Diese Anordnung setzte sich aus den Genclustern fiir das
ribosomale Microviridin und den nicht-ribosomalen Peptiden Anabaenopeptin und Cyanopeptolin

zusammen. Insgesamt umfasste dieser Multipeptidgencluster ca. 60 kb.

2 kb 4.7 kb

— mvd apn oci —

Abb. 29 Multipeptidgencluster Uberblick

Fiir diese PCRs wurden die 122 positiven mvd Isolate herangezogen (Tab. 8). Zum Nachweis der
Nachbarschaft von mvd zu apn wurde der forward Primer in mvdA und der reverse Primer in apnE
gelegt. Fiir die PCR wurde die Phusion DNA Polymerase verwendet und zur Uberpriifung wurden die
Produkte auf ein 0.8% iges Agarosegel aufgetragen. Es wurde wieder exemplarisch pro IGS Region
nur ein Gelbild gezeigt. Die PCR Produkte zeigten sehr deutliche Banden und es konnte kein
GroBenpolymorphismus gefunden werden.

Das Ergebnis dieser PCR zeigte, dass bei allen 122 getesteten Isolaten der mvd Gencluster direkt
benachbart zu dem apn Gencluster war (Abb. 30).

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2140 bp
1986 bp—

Abb. 30 Uberbriickungs PCR Ergebnisse zur Uberpriifung der benachbarten Anordnung des mvd und
apn Genclusters im Genom; Marker A/Pstl
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Zur Uberbriickung der zweiten IGS Region von apn zu oci Gencluster wurde der forward Primer in
apnA mit dem reverse Primer in ociD kombiniert. Diese IGS Region war mehr als doppelt so groB ().
Die PCR Ergebnisse waren sehr spezifisch und es konnte die Nachbarschaft fiir beinahe alle Isolate
bestitigt werden. Jene 15 Isolate, die vermutlich den Anabaenopeptingencluster verloren haben, ergab

nur der Stamm 828 aus dem Lake Nero (Russland) ein positives PCR Produkt (Abb. 31).

10 11 12 13

Abb. 31 Uberbriickungs PCR Ergebnisse zur Uberpriifung der benachbarten Anordnung des apn und oci
Genclusters im Genom; Marker A/Pstl

Bei diesen Clusterbriicken PCRs von apn zu oci Gencluster wurde bei vier Isolaten ein

Polymorphismus (IS Element) von zwei kb entdeckt (Abb. 32).

130 bp
46k /
— apn ISH oc |—
2 kb

Abb. 32 Multipeptidgencluster mit mobilen Element (IS) in der IGS Region

Um nicht die ganze IGS Region von 4.7 kb sequenzieren zu miissen, wurde dieser mit einem sich
tiberlappendem Intermed Primer in einen 2.3 kb und einen 2.6 kb grofSen Bereich geteilt. Weiters
wurden auch einige andere Isolate mit den Intermed Primern amplifiziert, die zuvor noch kein PCR
Produkt ergaben. Dabei wurde der forward Primer in apnA mit dem Intermed reverse Primer und der
Intermed forward Primer mit dem reverse Primer in ociD kombiniert. Durch diese PCR konnte gezeigt

werden, dass sich das IS Element im 2. Teil (2.6 kb) der IGS Region befindet (Abb. 33).
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4749 bp —

2459 bp —

Abb. 33 Groflen Polymorphismus zwischen apn und oci Gencluster. Bahn 10-12 zeigten die Isolate 41, 63
und 66 (Jigerteich, AT), Bahn 16: Isolat 253 (Albufera Lagune, ES); Marker A/Pstl

Bei den Isolaten aus dem Jégerteich und der Albufera Lagune handelte es sich um die Stimme mit
dem IS Element. Die anderen Bahnen im Vergleich zeigten Isolate ohne IS Element in der IGS
Region. Durch die Sequenzierung des IS Element konnte gezeigt werden, dass es sich bei allen vier
Isolaten um das gleiche mobile Element handelte. Wobei bei den drei Isolaten aus dem Jagerteich nur
der Stamm 66 stellvertretend sequenziert wurde, da eine Restriktionsverdau-Analyse das gleiche
Schnittmuster aufwies.

Ein Alignment der Sequenzen von Stamm 66 und 253 zeigte, dass es sich um das gleiche IS Element

handelte (Abb. 34). Bei Stamm 253 war es reverse komplementir inseriert.

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 |

253 TIGGGECGGCTTTTAGGGCTATTGCTGTGARTAGATTTGTTGTTCCTACTTCATARTATTTATCTARTGCTCTCCCGATTCTGTCATCATTTAGTTGCTCTGCTATTACTCCTT=CTCCTATTARATGTTC
66 TTGGGCGGCTTTTAGGGCTATTGCTGTGAATAGATTTGTTGTTCCTACTTCATARTATTTATCTARTGCTCTCCCGATTCTGTCATCATTTAGTTGCTCTGCTATTACTCCTTTCTCCTATTARATGTTC
Consensus TTGGGCGGCTTTTAGGGCTATTGCTGTGARTAGATTTGTTGTTCCTACTTCATARTATTTATCTARTGCTCTCCCGATTCTGTCATCATTTAGTTGCTCTGCTATTACTCCTT .CTCCTATTARATGTTC

1691 17200 1710 1720 1730 17240 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

1 |

253 TGTTGCTTTCCCTACGARARRGTTCTCGARTAGGTACAGCGGCGCGCTCARARACCCTARTCCATTCARARTCATTGCTTTCATTACCTGTCCTGGGCTTACTGCTTCTTTTGCTCTTAATCCCACTTTT

66 TGTTGCTTTCCCTACGARARRGTTCTCGARTAGGTACAGCGGCGCGCTCARAARCCCTARTCCATTCARARTCATTGCTTTCATTACCTGTCCTGGGCTTACTGCTTCTTTTGCTCTTARTCCCACTTTT
Consensus TGTTGCTTTCCCTACGARARAGTTCTCGARTAGGTACAGCGGCGCGCTCAARAACCCTAATCCATTCAARATCATTGCTTTCATTACCTGTCCTGEGCTTACTGCTTCTTTTGCTCTTARTCCCACTTTT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 18390 1900 1910 1920 1930 1940 1950

1 |

253 TTATTCACTTCTTCTACTARTTCCATCTCATCTATTACGCCTGCTACTATTCCTAAATGGTCTARATTCACGATTTCTATCGCTTCTAGGGGGTTTTTCATATTTTTATTTGTTCAGCTACTCTAATTAT

66 TTATTCACTTCTTCTACTAATTCCATCTCATCTATTACGCCTGCTACTATTCCTAARTGGTCTARATTTACGATTTCTATCGCTTCTAGGGGGTTTTTCATCTTTTTATTGGTTCAGTTACTGCAARTTAT
Consensus TTATTCACTTCTTCTACTARTTCCATCTCATCTATTACGCCTGCTACTATTCCTAARTGGTCTAAATTCACGATTTCTATCACTTCTAGGEGGTTTTTCATATTTTTATTgGTTCAGETACTecARTTAT

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2020 2040 2050 2058

1 1

253 TATTCTACATTGARARTAGCCCARATGATTGCCATATAATGATTTGGGCTTTTATTTATTCCARTTTARTTGGCAATTCAATTGGCTTAAATATCTGCGGARTGTGEG

66 TATTCTACATTARAARTAGTCCAARTTATTACATGGCARTCATTTGGGCTTTTATTTAGAACARTTTAGT TGAAAATTARATTGACTTAAATATCTGCGGAATGTGEG
Consensus TATTCTACATTaAAARTAGCCCAARTEATTalaagacARTCATTTGGGCTTTTATTTAgaaCARTTTAATTGaaAATTaAATTGACTTARRTATCTGCGGAATGTGGG

Abb. 34 IS-Element Sequenzvergleich

In Abb. 34 wurde nur der Teil mit Punktmutationen gezeigt, da der Rest des IS-Elements komplett
ident ist. Mit Hilfe des IS Finders und NCBI BLAST konnte dieses mobile Element der IS Familie IS4
oder IS1634 zugeordnet werden.

Fiir einen Gesamtiiberblick der Ergebnisse der Multipeptidgencluster PCRs wurde die folgende Abb.
35 erstellt.

57



OK

——

[ mit Polymorphismus bei 4 Isolaten

Ne

OK
Teil 2

[ 26000p )

— mvd

mvdA+

apn

“—>

-— p— Intermed+/-

apnE- apnA+

| 2300bp

Teil 1
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Abb. 35 Gesamtiiberlick der Uberbriickungs PCR Ergebnisse

Die mit OK bezeichneten Bereiche waren fiir alle 122 getesteten Isolate positiv. Nur fiir die 15 apn

negativen Isolate, mit Ausnahme des Stammes 828 (Lake Nero, Russland) konnte keine direkte

Nachbarschaft zu dem oci Gencluster festgestellt werden (Tab. 9).

Tab. 9 Auflistung der Isolate, fiir die keine direkte Nachbarschaft zum oci Gencluster gefunden wurde

Isolat
250-257
274
299
760
782
790
976

P

= w =~ =T =T <

Spezies

. agardhii
. agardhii
. agardhii
. agardhii
. agardhii
. agardhii
. agardhii

Herkunft
Albufera Lagune, ES
Wannsee, DE
Klinkenbergerplas, NL
St. Domingos, PT
St. Domingos, PT
St. Domingos, PT

Tucson, US

Verwandtschaftslinie

1
1

Es wurden die Isolate 257 und 976 fiir das Genome Walking ausgewdéhlt.
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3.5 Funktionelle Rekombinationen des ribosomalen Peptids Microviridin

3.5.1 Vorhandensein oder Fehlen der Acetyltransferase
Abgesehen von den unterschiedlichen Precursorvarianten war der einzige groere Polymorphismus im
mvd Gencluster, das Vorhandensein oder Fehlen des mvdB Gens, das fiir die Acetyltransferase (Act)

codiert. Das Act Gen war 600 bp groB.

Abb. 36 Uberpriifung des mvd Genclusters auf Grofienpolymorphismen. Forward Primer: mvdexE+,
reverse Primer: mvdIntmed-; Marker GeneRuler DNA Ladder Mix

Auf der Abb. 36 waren auf den Bahnen 8 und 9 zwei Isolate zu sehen, die das mvdB Gen nicht
aufwiesen. Die Differenz im PCR Produkt entspricht der erwarteten Grofle des mvdB Gens. Die
komplette Auflistung der 122 positiven mvd Stimme beziiglich des Vorhandenseins bzw. Fehlens des
Act Gens ist in der folgenden Tab. 10 ersichtlich. Der Stamm NIES204 wurde fiir diese PCR

mitgetestet.
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Tab. 10 Prisenz und Absenz des mvdB (Act) Gens. schwarz: mvdB+, weil}: mvdB-

solat

31/1

V. linie

32

39

41

63

66

79

250

251

252

253

254

255

256

257

259

274

281

299

307

320

354

394

554

759

760

781

782

787

788

790

828

829

836

976

2A

1459/15

CYA126/8

PCC7805

[N RGN U U (G R U () G G I G I g G D R G G U (G B G D S N Y N G D VI G ) i [y g i g G [

PCC7811

solat

i 2
d 3 d
E

V. linie

1

& 5
"§ g

Isolat

V. linie
mvdB

)
=
=

=

>

SAG5.81 ‘-‘ 779 2 82 4
SAG6.89 | 1 ‘-‘ 804 2 83/2 4
277 1A 805 2 NIES204
364 1A - 806 2 -
365 1A ‘i‘ 807 2 ‘7‘
371 1A ‘-‘ 808 2 -
372 1A 814 2
384 1A . 815 2
390 1A ‘i‘ 816 2
396 1A ‘-‘ 830 2
553 1A 838 2
557 1A l 839 2
3 2 ‘-‘ 840 2
40 2 ‘-‘ 21- 2 -
64 2 496/1 2
80 2 l 91/1 2 .
97 2 ‘i‘ A7 2 i
108 2 ‘-‘ 1459/11A | 2 -
110 2 ‘-‘ 1459/14 | 2 -
111 2 1459/16 | 2
139 2 . 1459/17 | 2 .
145 2 ‘-‘ 145921 | 2 -
161 2 ‘-‘ 1459/30 | 2 -
166 2 145931 | 2
169 2 . 1460/5 2 .
170 2 ‘-‘ PCC7821 | 2 -
178 2 ‘-‘ 757 2A ||
260 2 758 2A
403 2 l 763 2A
405 2 ‘i‘ 764 2A
406 2 ‘-‘ 765 2A
549 2 766 2A
550 2 769 2A
551 2 770 2A
761 2 ‘-‘ 771 2A
762 2 ‘-‘ 772 2A
775 2 865 2A
776 2 873 2A
777 2 1459/36 | 2A
778 2 67

N

mvdB
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Bis auf den Stamm 277 aus dem Wannsee (Deutschland), der den nicht-toxischen Isolaten
(Verwandtschaftslinie 1A) zugeordnet war, waren alle Stimme ohne mvdB Gen aus der
Verwandtschaftslinie 2 bzw. 2A (toxische Isolate).

Insgesamt wiesen 29 von 123 Stdmmen kein mvdB Gen auf, das entsprach aufgerundet nur 24%.

Um einen Anhaltspunkt zu bekommen, ob es sich bei dem mvdB Gen um einen Verlust oder Gewinn
in mvd handelte, wurde die IGS Region zwischen mvdA und mvdC von sechs Isolaten, die kein mvdB
Gen aufwiesen exemplarisch sequenziert (Tab. 11). Weiters wurde noch der Stamm NIVA-CYA34

aus der NCBI Datenbank fiir das Alignment hinzugenommen, der ebenfalls kein mvdB Gen aufwies.

Tab. 11 Isolate fiir die mvdB Sequenzierung

~ Isolat  Spezies = Herkunft  Verwandtschaftslinie
277 P. agardhii Wannsee, DE 1A
779 P. rubescens  Reservoir Nicolletti, IT 2
804 P. agardhii  Winnecook Lake, US 2
840 P. rubescens Reservoir Garcia, IT 2
757 P. agardhii Lake Hormajérvi, FI 2A
CCAP1459/36  P. agardhii Lake Gjersjoen, NO 2A

Es wurden Stimme ausgesucht, die aus verschiedenen Seen isoliert und teilweise in unterschiedliche
Verwandtschaftslinien eingeordnet wurden.
Zum Vergleich der IGS Region wurde ein Alignment gemacht (Abb. 37), wobei der kurze

Sequenzabschnitt von mvdA und mvdC fiir die Primerbindestellen nicht beriicksichtigt wurde.

277
HIVA-CYA34

779
CCAP1459,36
840
757

804
Consensus

277
HIVA-CYA34
CCAP1459,36
840

757

804
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 &0 90 100 110 120 130
I I
ATTTCCAGATARTAAGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGTTGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGTTTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARARTTAA
ATTTCCAGATARTAAGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGTTGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGT TTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARARTTAA
ATTTCCAGATARTARGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGTTGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGTTTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARARTTAA
ATTTCCAGATARTAAGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGT TGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGT TTCARAATTCCCCTTTTARAGCTATGCT TARAGCARART TAA
ATTTCCAGATARTARGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGTTGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGT TTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARAAT TAAR
ATTTCCAGATARTARGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGTTGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGT TTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARARTTCA
ATTTCCAGATARTARGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGTTGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGT TTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARARTTCA
ATTTCCAGATARTAAGTCTCTGTATGTTGTARTATTTTATCCTAGARGTTTGGT TGATARATCTCGCCATTTTTTTTARCARCTTAGT TTCARRATTCCCCTTTTARAGCTATGCTTARAGCARAAT Taf

131 140 150 158

I 1
ARATCGARATTACGGAGARAATAGTTGT
ARATCGARATTACGGAGARAATAGTTGT
AAATCGAAATTACGGAGARAATAGTTGT
AAATCGAAATTACGGAGARAATAGTTGT
AAATCGARATTACGGAGARRATAGTTGT
AAATCGARATTACGGAGARRATAGTTGT
ARATCGARATTACGGAGARRATAGTTGT
ARATCGAAATTACGGAGARRATAGTTGT

Abb. 37 Alignment der IGS Region von mvdA/C

Die Sequenzen zwischen mvdA und mvdC waren praktisch ident. Lediglich die Isolate 757 und 804

zeigten eine Punktmutation.
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3.5.2 Precursorpeptidgene

Bei der Sequenzierung der 122 positiven mvd Isolate wurden 19 verschiedene Precursor (Corepeptide)
Varianten gefunden. Fiir diese PCRs wurde auch noch spéter der Stamm NIES204 hinzugenommen.,
wodurch es insgesamt 123 Isolate gab. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Diplomarbeit war der
Stamm NIES204 in keine Verwandtschaftslinie eingeteilt worden, wodurch es auch nicht bei den
folgenden Diagrammen mit Bezug auf die Verwandtschaftslinien beriicksichtigt wurde.

Fiir die Amplifizierung der Precursorgene wurde der forward Primer in mvdD und der reverse Primer
in adpF gelegt. Aufgrund der GroBe der PCR Produkte konnte man die Isolate nach der Anzahl der
vorhandenen Precursor in drei unterschiedliche mvd Typen einteilen. Der mvd Typ 1 hatte nur einen
Precursor, der Typ 2 zwei und der Typ 3 hatte drei Precursorgene vorzuweisen. Diese Typen konnte
man am Agarosegel sehr gut unterscheiden (Abb. 38). Es wurde exemplarisch wieder nur ein Gelbild
hinzugefligt.

M 1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Abb. 38 Grofienpolymorphismen bei der Amplifikation der Precursorgene; Marker GeneRuler DNA
Ladder Mix

Auf diesem Gelbild waren auf den Bahnen 1 und 3 mit ca. 1500 bp der mvd Typ 3 zu sehen. Auf den
Bahnen 2, 4 und 24 mit 1000 bp war der Typ 2 zu finden. Die restlichen Banden waren alle Typ 1 mit
500 bp, wobei hier bei einigen Isolaten (Bahn 5 und 11-18) ein kleiner Groenpolymorphismus zu
sehen war, der im Kapitel 3.5.5 besprochen wird.

Insgesamt dominierte der mvd Typ 1 mit 83 von 123 Isolaten, gefolgt vom Typ 2 mit 26 Isolaten und
am wenigsten Vertreter hatte der Typ 3 mit 14 Isolaten. Bei den Typ 1 Isolaten gab es trotz hoher
Abundanz mit nur zwei Precursor Varianten (Corepeptid N und R) die geringste Variation (siche
Kapitel 3.5.3). Der Precursor R war nur in den Typ 1, der Precursor N hingegen auch in Typ 3 Isolaten
vertreten. Die restlichen 17 Precursor Varianten verteilten sich auf Typ 2 und Typ 3 Isolate, wobei es
nur in Typ 2 einzigartige Precursor Kombinationen gab. Die Isolate der Verwandtschaftslinie 1 und

1A (nicht-toxisch) zeigten die grofite Variation mit den meisten mvd Typ 2 + 3.
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Die folgende Abb. 39 zeigte die Verteilung der mvd Typen in Bezug auf die Verwandtschaftslinien, in
denen alle Isolate eingeteilt wurden. In diesem Diagramm war deutlich zu sehen, dass der
abundanzstérkste Typ 1 in 4 von 5 Verwandtschaftslinien dominierte. Einzig in der Linie 1A hatte der

Typ 2 die meisten Vertreter. In Linie 2A und 4 gab es nur den mvd Typ 1.

B Typl (mvdE) ®= Typ2 (mvdE/F) M Typ3 (mvdE/F/G)

100% 100%
[
[}
e 78%
Ly 0,
T 57% 60%
g
o) 31% 30%
o 0
,E'g 12%  10% 3%qo;
=
<

1 1A 2 2A 4
(n=43) (n=10) (n=54) (n=13) (n=3)

Verwandtschaftslinien

Abb. 39 Verteilung der mvd Typen auf die Verwandtschaftslinien

Die Tab. 12 gab einen Uberblick der Verbreitung der Precursorgene bzw. Corepeptide auf die

einzelnen Isolate in Abhédngigkeit von den P. agardhii und P. rubescens Verwandtschaftslinien.
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Tab. 12 Verbreitung der einzelnen Corepetid Genotypen. * Isolat 354 wurde zu mvd Typ3 geziihlt, aber es
war nur mehr ein kleiner Sequenzrest des dritten Corepeptids vorhanden

3 3 5 3
=" =" =" ="
S S S S

311 1 .M 976 1 N 403 2 AD, Z 1459/30 2 N
32 1 LM 2A 1 LM 405 2 W,AC,AA | 1459/31 2 N
39 1 N 1459/15 1 S, M 406 2 W,AC,AA 1460/5 2 K,M
41 1 LM CYA126/8 1 K,M 549 2 AD,Z PCC7821 2 N
63 1 LM PCC7805 1 N 550 2 W,AC,AA 757 2A R
66 1 LM PCC7811 1 N 551 2 W,AC,AA 758 2A R
79 1 N SAGS5.81 1 L,Q 761 2 N 763 2A R
250 1 N SAG6.89 1 U, Y 762 2 N 764 2A R
251 1 N 277 1A N 775 2 N 765 2A R
252 1 N 364 1A W,AC,N 776 2 N 766 2A R
253 1 N 365 1A W,AC,N 777 2 N 769 2A R
254 1 N 371 1A W, Z 778 2 N 770 2A R
255 1 N 372 1A W,Z 779 2 N 771 2A R
256 1 N 384 1A W,AC,N 804 2 N 772 2A R
257 1 N 390 1A W,Z 805 2 N 865 2A R
259 1 AB, K, P 396 1A W,Z 806 2 X, AA 873 2A R
274 1 N 553 1A W,Z 807 2 N 1459/36  2A R
281 1 AB, K, P 557 1A W, Z 808 2 X, AA 67 4 N
299 1 N 3 2 N 814 2 N 82 4 N
307 1 AB,K, P 40 2 R 815 2 V,Z 83/2 4 N
320 1 N 64 2 R 816 2 V,Z NIES204 3 AB,K,M

354" 1 W, AC 80 2 N 830 2 N

394 1 V,Z 97 2 N 838 2 N

554 1 W, AC, N 108 2 N 839 2 N

759 1 N 110 2 N 840 2 N

760 1 N 111 2 N 21- 2 N

781 1 LM 139 2 N 496/1 2 W,AC,AA

782 1 N 145 2 N 91/1 2 N

787 1 N 161 2 N A7 2 N

788 1 N 166 2 N 1459114 2 N

790 1 N 169 2 N 1459/14 2 N

828 1 N 170 2 N 1459/16 2 N

829 1 I, M 178 2 N 1459/17 2 N

836 1 N 260 2 N 1459/21 2 N
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3.5.3 Corepeptid Genotypen

Die folgende Tab. 13 beinhaltet auch die Sequenz des Corepeptides, das nach einigen
posttranslationalen Modifikationen zum eigentlichen Microviridin wurde. Die Microviridine hatten
eine Linge von 13 - 15 AS. Jene Isolate die dem Typ 2 oder Typ 3 zugeordnet wurden, waren somit
zweimal bzw. dreimal mit dem jeweiligen Corepeptid in der Statistik gefiihrt. Insgesamt gab es 176
Precursor in 123 positiven mvd Isolaten. Die Microviridine Q, S, T, U und Y waren jeweils nur einmal

vertreten.

Tab. 13 Auflistung der Abundanzen der einzelnen Precursor Varianten mit den entsprechenden
Corepeptide Sequenzen und den dazugehorigen Massen. 'mvdK erstbeschrieben in Philmus et al 2008,
2mvdl erstbeschrieben in Fujii et al 2000; Die Werte in Klammern sind die moglichen deacetylierten
Massen fiir Isolate ohne mvdB Gen (Act).

Precursor Corepeptid Masse (Da) Haufigkeit
mvdK" YGNTMKYPSDWEEY 1770 6
mvdM TIWTFKWPSDWEDS 1785 12
mvdN TIWTLKWPSDWEDS 1751 (1708) 72
mvdl? YPTTLKYPSDWEDY 1765 8

mvdP TVWTFKWPSDWEDC 1787 3
mvdQ IWTFKWPSDWEDS 1684 1
mvdR TAWTLKWPSDFEDS 1670 (1627) 15
mvdS ATTRKYPSDWEDY 1619 1
mvdT GTTRKYPSDWEEW 1642 1
mvdU YGSTYKYPSDWEDY 1761 1
mvdV YANTMKYPSDWEEQF 1896 (1853) 3
mvdW FDTRKFPSDWEDSW 1803 16
mvdX FDTRKFPSDWEDW 1761 2
mvdY VWTFKWPSDFEDS 1631 1
mvdZ TVWTLKWPSDWEDS 1737 (1694) 11
mvdAA VWTWKWPSDWEDS 1709 7
mvdAB FSTYKYPSDFEDF 1633 4
mvdAC FIGTYKYPSDFEDA 1640 10
mvdAD FIGTYKFPSDFEDF 1700 2
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Die néchste Darstellung zeigte die Verteilung der neun héufigsten Precursor Varianten, die mehr als
fiinfmal vorkamen.

Die Verwandtschaftslinie 1, 2 und 4 wurde von mvdN dominiert, wobei die Verwandtschaftslinie 4 mit
nur drei Isolaten zu 100% mvdN aufwies. Auch alle Isolate der Verwandtschaftslinie 2A hatten nur
einen Precursor, ndmlich mvdR. Bei Verwandtschaftslinie 1A war der haufigste Precursor mvdW und
Mvdl kam nur in Isolaten aus der Verwandtschaftslinie 1 vor. Die Verwandschaftslinie 1 + 2 hatten

nicht nur die hochste Stichprobenanzahl, sondern auch die grofite Varianz an Precursor.

1002
B mvdK
90
mmvdM
80% mmvdh
mmvdl
T0% B mvdR
E mmvdW
g 6% mvdZ
% mvdAA
]
g 0% mvdAC
-
H
3 40%
£
30%
20%
10% —
0% - T T T T !
1 1A 2 2A 4
[n=64) (n=22) (n=71) (n=13]) (n=3)
Verwandtschaftslinien

Abb. 40 Verteilung aller mvd Precursor Varianten auf die Verwandtschaftslinien

Es wurden nur die haufigsten Corepeptid Genotypen verglichen (> 5).

Weiters wurde auch versucht mittels Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
(LC/MS) die Microviridine in den einzelnen Isolaten nachzuweisen, um zu wissen wieviele
Microviridine tatsdchlich realisiert wurden (Tab. 14). Zur Berechnung der Corepeptid Masse (in
Dalton, Da) wurde die online Software Isotopident verwendet. Von der berechneten Masse wurde
dann noch 54 Da abgezogen, weil drei Wassermolekiile durch den tricyclischen Aufbau des
Microviridins verloren gehen. Wenn in dem jeweiligen Isolat das mvdB Gen vorhanden war (Tab. 10),
dann konnte man von einer Acetylierung des Microviridins ausgehen und in diesen Fillen miisste man
noch 43Da addieren. Es wurde ungefahr ein Drittel der moglichen Microviridine in den Isolaten

nachgewiesen.
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Tab. 14 LC/MS nachgewiesene Microviridine. * sollten eigentlich acetyliert sein mit einer Masse von 1751
Da, " die berechnete Masse wire 1619 Da gewesen, ‘ die berechnete Masse wiire 1642 Da gewesen, d
deacetylierte Form

Precursor Masse (Da) Isolat
mvdK 1770.6 259, 281, 307, 126/8, 1460/5
775,777, 779, 839, 804, 830, 838,
mvdN 1707.9
840, 776, 778, 83/2*, A7, 111%, 108"

mvdl 1765.3 2A, SAG5.81, 66, 41, 781, 829
mvdP 1787.3 259

mvdQ 1684.3 SAGS5.81

iR 274 757,763, 764, 766, 770, 771, 769,

765, 758

mvdS 1620.4 1459/15°

mvdT 1643.8 31/1¢

mvdW 1803.3 384, 550

mvdX 1716.6 806

mvdZ 1737.3 371,372, 557

mvdZ" 1694.3 815, 816
mvdAA 1709.3 405, 406, 550, 551, 496/1, 808, 806
mvdAB 1633.3 259, 281, 307
mvdAC 1640.3 354, 364, 384, 405, 406
mvdAD 1700.5 403

Die LC/MS Messung wurden von Dr. Judith Blom (Limnologische Station, Universitit Ziirich)
durchgefiihrt. Die Microviridine M, U, V und Y konnten in keinem der Isolate mit dem vorhandenen

Precursorgen nachgewiesen werden.

3.5.4 Leaderpeptid Genotypen

Die verschiedenen Precursorgene konnte man nicht nur am Corepeptid unterscheiden, sondern auch
am Leaderpeptid. Die Variation bei den Leaderpeptiden war nicht so grof3 wie bei den Corepetiden. Es
gab eine klare Dichotomie, die die Leaderpeptide in eine sogenannte VEAN- und eine TET Gruppe
einteilte, aufgrund der Unterschiede in der AS Sequenz (Tab. 15). Die Leaderpeptid Sequenzen waren
groBteils konserviert, mit nur einigen Punktmutationen. Aus der Tab. 15 war ersichtlich, dass ein
Leaderpeptid mit unterschiedlichen Corepeptiden vorkommen kann, aber nicht umgekehrt. Es gab nur
zwel Ausnahmen bei dem TET Leader mit dem Microvirin N und AA. Das Microvirin N hatte bei den
Isolaten 67 (Worthersee, AT) und 166 (Grabensee, AT) jeweils einen anderen TET Leader mit einer
Punktmutation. Das Microvirin AA hatte in den Isolaten 808+806 (Winnecook Lake, US) ebenfalls
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einen eigenen TET Leader. In der Tab. 15 war weiters noch die Hiufigkeit der einzelnen Leaderpeptid

Varianten angegeben.

Tab. 15 Varianten und Hiufigkeit der Leaderpeptide mit den vorkommenden Corepeptiden

Leaderpeptid Corepeptid Hg::i%l;lt

VEAN
MSKNVKVSAPTAVPFFARFLAEQAVEANNSNSAP U 1x (SAG6.89)
MSKNVKVSAPKAVPFFARFLAEQAVEANNSNSAP AB,K,V,I,T,S 13%
MSKNVKVSAPKAVPFFARFLAEQAVEANSSNSAP W, X 10%
MSKNVKVSAPKAVPFFARFLAEQAVEANSSNSTP AC,AD 7%

TET
MSKNIKVSTGSAVPFFARFLSEQDTETGDSTSTDIP N,P,M,0Q 49%
MSKNIKVSTGSAVPFFARFLSVQDTETGDSTSTDIP N 1x (67)
ISKNIKVSTGSAVPFFARFLSEQDTETGDSTSTDIP N 1x (166)
MSKNIKVSTGSAVPFFARFLSEQDTETGGSTSTDIP Y 1x (SAG6.89)
MSKNIKVSTGSAVPFFARFLIEQDTETGDSTSTDIP Z 6%
MSKNIKVSTGLAVPFFARFLTEQDTETGDSTSTDIP AA 3%
MSKNIKVSTDLAVPFFARFLTEQDTETGDSTSTDIP AA 2x (806+808)
MSKNIKVSTGLAVPFFARFLSEQDTETGGPTSTDEP R 9%

Diese zwei Leader Varianten konnte man auch wieder auf die Verwandtschaftslinien aufteilen. In
dieser Darstellung war der TET Leader in den Verwandtschaftslinien 1 und 2 am haufigsten vertreten
und in den Verwandtschaftslinien 2A und 4 war nur der TET Leader vorhanden. Einzig in der
Verwandtschaftslinien 1A war der VEAN Leader etwas hdufiger. Insgesamt war der TET Leader in

toxischen bzw. inaktiven Isolaten (V.linie 2 und 2A) am haufigsten vertreten.

Mvean Mtet
100% 100%
c
]
& 76%
&
>
k=l
S
(-}
[
-9
3
T
©
S
1 1A 2 2A 4
(n=64) (n=22) (n=71) (n=13) (n=3)
Verwandtschaftslinien

Abb. 41 Verteilung der Leaderpeptid Varianten auf die Verwandtschaftslinien

68



3.5.5 Detektion von Rekombinationen im Bereich der Precursorpeptid Genotypen

Bei diesem etwas grofleren mvd Typ 1 Isolaten handelte es sich um die mvd Precursor Variante mvdR,
die ein zusitzliches Insert von 69bp aufwiesen. Dieses Insert war in allen 15 Isolaten mit dem mvdR
Precursor vorhanden. Zusétzlich wurde es in allen Isolaten mit mvd Typ 2 und 3 Precursor Varianten
nachgewiesen. Einzig in den Typ 1 Isolaten mit dem mvdN Precursor wurde dieses Insert nicht

gefunden (Abb. 42).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1

1
[ 1459.,16 TGATTARGGATACTTTTTTARTARARGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
761 TGATTARGGATACTTTTTTARTARARGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT:
7821 TGATTARGGATACTTTTTTARTARARGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
Typ 1 166 TGATTARGGATACTTTTTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT.
( N 805 TGATTARGGATACTTTTTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
mwi

976 TGATTCAGGATACTTTTTTARTAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
299 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
836 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARRAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
760 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARARGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
257 TGATTCAGGATACTTTTTTARTRAAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGAT
TARTTAAGGATACTTTCTTARTARARGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACARRAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
64 TARTTAARGGATACTTTCTTARTARARGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACARRAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
769 TAATTARGGATACTTTCTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARARGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
772 TAATTARGGATACTTTCTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACARRAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
865 TAATTARGGATACTTTCTTAATARAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARAGTARCTTAARCTTTAGACTTGCTATAT
T 1 758 TAATTARGGATACTTTCTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACARRAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
yp 765 TAATTARGGATACTTTCTTAATARAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARRGTAACTTARCTTTAGACTTGCTATAT
—_ 873 TAATTARGGATACTTTCTTARTARAAGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARRAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
(m VdR) 757 TAATTARGGATACTTTCTTAATARAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
766 TAATTAAGGATACTTTCTTARTARARGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAATATTACARARGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
764 TAATTARGGATACTTTCTTAATARAAGT TAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAAARGTARCTTAACTTTAGACTTGCTATAT
763 TAATTARGGATACTTTCTTARTARAAGT TRAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARAGTARCT TARCTTTAGACTTGCTATAT
1459.36  AATTARGGATACTTTCTTARTARAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
771 ARGGATACTTTCTTARTARAAGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACAARRGTARCT TAACTTTAGACTTGCTATAT
— 770 TACTTTCTTARTARARGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCARTATTACARRAGTARCTTARCTTTAGACTTGCTATAT
— Nies204 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARARGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCARRAGGARCTTARCTG
126 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARAAGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCARRRGGARCTTARCTG
781 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARAAGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCARRAGGARCTTAACTG
259 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCARRAGGARCTTARCTG
6.89 TGATTCAGGATACTTTTTTARTARAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCAARAGGARCTTARCTC
Typ 2 +3— 403 TGATTARGGATACTTTTTTARTARAAGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGTTCARTATTGCARRAGGARCTTARCTC
808 TGATTARGGATACTTTTTTARTARAAGTTAARTCATTTTTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCAARAGGARCTTARCTC
394 TGATTARGGATACTTTTTTARTARAAGTTARTCATTTTTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCARTATTGCARRAGGARCTTAACTC
554 TGATTARGGATACTTTTTTAATARAAGT TAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAARAGGARCTTARCTC
364 TGATTARGGATACTTTTTTAATARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGT TARTATTGCAARAGGARCTTAACTC
— 405 TGATTARGGATACTTTTTTARTARAAGTTARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTARTATTGCARRAGGARCTTAACTC
Consensus TGATTaRGGATACTTTTTTARTARAAGT TARTCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCEGLTe, Le, gtagtatet g, e, caggt ,aatatt ,caaaag.aactbtaact,

=

) [

131 1do 150 160 170 180 184 1 >
1 1
— 1459,16 =---~TGATTCGTGATAGARTCCCARCAATTAGCTTTCTGARAAGTARACTACT I mvdR Insert
761 GATTCGTGATAGARTCCCARCART TAGCTTTCTGARARGTAARCTACT
7821 TGATTCGTGATAGAATCCCARCAAT TAGCTTTCTGARRAGTARRCTACT
Typ1 166 =----~TGATTCGTGATAGAATCCCARCARTTAGCTTTCTGARRAGTARACTACT

— 805 ==---TGATTCGTGATAGARTCCCARCAATTAGCTTTCTGARARGTARACTACT
(m vd N) 976 ~-----TGATTCGTGATAGARTCCCARCAATTAGCTTTCTGARAARGTAAACTACT
299 ====-TGATTCGTGATAGAATCCCARCAATTAGCTTTCTGARARGTARACTACT

836 - TGATTCGTGATAGAATCCCARCAATTAGCTTTCTGARAAGTAAACTACT
TGATTCGTGATAGARTCCCARCAATTAGCTTTCTGARAAGTAARCTACT
===-=TGATTCGTGATAGARTCCCARCAATTAGCTTTCTGARAARGTAAACTACT
CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARARGTARACTACT
64 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARAAGTAAACTACT
769 CGGGTTGATTCGTGATACAARTCCCAGCARTTAGCTTTCTGAAARGTAARCTACT
772 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARARGTARACTACT
865 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARARGTAARCTACT
758 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCARTTAGCTTTCTGARARGTARACTACT

) [

Typ 1 765 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARARGTAARCTACT
— 873 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARARGTAARCTACT
( mvdR ) 757 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARRRGTARRCTACT

766 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARRRGTARRCTACT
764 CGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGARARGTAARCTACT
763 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARRRGTAARCTACT
1459.36 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARAAGTARACTACT
771 CGGGTTGATTCGTGATACARTCCCAGCAATTAGCTTTCTGARAARGTARACTACT
— 770 CGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGARAAGTAAACTACT

— Nies204
126 —)I
781

Typ 2 +3— 03

Consensus tgattcgtgata,aatccca,caattagetibctgaaaagtaaactact

Abb. 42 Alignment der IGS Region von mvdD/mvdE

Fiir diesen MultAlin Sequenzvergleich wurde der intergenische Bereich zwischen mvdD und mvdE
herangezogen. Es wurde zur besseren Veranschaulichung dieser Abbildung nicht alle Isolate
miteinbezogen, da die Sequenziibereinstimmung ohnehin sehr groB ist. Fiir das Alignment wurden
Isolate ausgesucht, die das gesamte Verbreitungsgebiet (Europa, Asien und N - Amerika) der

Microviridine abdecken.
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Alle 15 Typ 1 (mvdR) Sequenzen hatten das komplette 69bp groBe Insert in der IGS Region ohne
einer einzigen Punktmutation. Bei den Typ 2 + 3 Isolaten war ein GroBteil des Inserts vorhanden, der
Rest ging verloren. Interessant war dabei, dass die Sequenzen bei allen Isolaten an der gleichen
Position abbrach. Bei den Typ 1 (mvdN), der am haufigsten vertretenen Gruppe, fehlte dieses Insert
komplett.

Weiters war bei diesem Alignment der IGS Region aller Typen zu sehen, dass die vorhandenen
Punktmutationen durchgehend an der gleichen Positition auftraten.

Neben dem fehlenden Insert in den Typ 1 (mvdN) Isolaten wurde ein weiterer Groflenpolymorphismus

bei den Stimmen 806 und 808 (Winnecook Lake, US) entdeckt (Abb. 43).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

2000bp — [R5
1000bp —
500bp — P -
B

Abb. 43 mvd Precursor PCR mit Spezialfall. Marker GeneRuler DNA Ladder Mix

Auf den Bahnen 7 und 9 mit ca. 2kb waren diese Stimme 806 und 808 zu sehen. Durch die
Sequenzierung wurde ein zusitzliches Protein aus der Epsilon/Zeta Toxin Familie (Toxin — Antitoxin
System, Mutschler et al 2011) entdeckt, das zwischen mvdE und mvdF gesprungen ist. Dieses Protein
war bei beiden Isolaten im Vergleich zu den mvd Precursorgenen in antisense Richtung ins Genom
integriert. Flankiert wurde das Protein von einer unspezifischen Sequenz in der IGS Region zu mvdF
und einem ABC Transporter in der IGS Region zu mvdE (Abb. 44). Insgesamt machte das Insert mit

dem Protein und den flankierenden Sequenzen ca. 1060bp aus.

(190bp) (290bp)
ABC Transporter unspezifisch

E\E/ l*Zeta-Toxin#— mvdF>—

(580bp)

Abb. 44 Protein Insert aus der Zeta Toxin Familie bei den Isolaten 806 +808 (Winnecook Lake, US)
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Bei der Sequenzanalyse wurde in der IGS Region der einzelnen Precursorgene ein Sequenzabschnitt
entdeckt, der bei allen Typen und Isolaten, bis auf einzelne Punktmutationen identisch war. Dieser
Abschnitt begann direkt nach dem jeweiligen Stopcodon der mvd Precursor Gene und umfasste 74bp

(Abb. 45).

..aaggga..

Typl 5% — mvdE v— 3"

..aaggga.. ..aaggega..

Typ2 5" — mvdE | mvdF P— 3°
v
zusatzliches Insert direkt nach mvdE in:
Unspezifisch: 8 Isolate
spezifisch: 3 Isolate

..aaggga.. ..aaggga.. ..aaggga..

Typ3 5 — mvdE I mvdF mvdG - 3°

v

zusatzliches Insert direkt nach mvdE in:
unspezifisch: 10 Isolate

Abb. 45 Wiederholung eines Sequenzabschnittes in der IGS Region der Precursorgene

Weiters wurde zur Veranschaulichung ein Alignment des sich wiederholenden Sequenzabschnittes
gemacht. Es wurden jeweils nur drei mvd Typ 1, Typ 2 und Typ 3 Isolate fiir den Vergleich ausgesucht
(Abb. 46). Dabei wurde auch darauf geachtet, dass das gesamte Verbreitungsspektrum mit Isolaten aus

Europa, Asien und N-Amerika abgedeckt ist.

1 10 20 30 40 50 60 FLrL |
| |
307.1 ATAGATAAGAGCARTCTTARTCCACARTTTARGGGAGTAGCAGT TATTTARTARCTAARAGCTACTCCCTATTT
384,2 ATAGATAAGAGCARTCTTARTCCACARTTTARGGGAGTAGCAGT TATTTARTARCTAARRGCTACTCCCTATTT
Hies20d.1 ATAGATARGAGCAATCTTAATCCACARTTTARGGGAGTAGCAGTTATTTARTAACTARRAGCTACTCCCTATTT
815.1 ATAGATAAGAGCARTCTTARTCCACARTTTARGGGAGTAGCAGT TATTTARTARCTAARAGCTACTCCCTATTT
1459/15.1 RATAGATARGAGCAATCTTAARTCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTARATAACTGARAGCTACTCCCTATTT
829,1 ATAGATAAGAGCARTCTTARTCCACARTTTARGGGAGTAGCAGT TATTAAARTARCTGARARGCTACTCCCTATTT
384.1 ATAGATARGAGCAATCTTAATCTACARTTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAARRTAACTARRAGCTACTCCCTATTT
307.2 ATAGATAAGAGCARTCTTARTCGARARTT-ARGGGAGTAGCAGT TATTTARTARCTAARRRGCTACTCCCTATTT
Hies204,2 RATAGATARGAGCAATCTTAATCGAARAT T-AAGGGAGTAGCAGTTATTTARTAACTARARGCTACTCCCTATTT
307.3 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAARTT-AAGGGAGTAGTAGTTATTTARTAACTGARAGCTACTCCCGATTT

771 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGARARTT-ARGGGAGTAGTAGT TATTTARTAARCTGARAGCTACTCCCGATTT

815.2 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGARARTT-ARGGGAGTAGTAGT TATTTARTARCTGARAGCTACTCCCGATTT

790 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGARARTT-ARGGGAGTAGCAGT TATTCARTARCTAARAGCTACTCCCGATTT

166 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGARRAT T-AAGGGAGTAGCAGTTATTCARTARCTARAAGCTACTCCCGATTT
1459/15.2 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAAT T-AAGGGAGTAGCAGTTATTCARTAACTARARGCTACTCCCTATTT
384.3 GTAGACCAGAGCCATCTTGATCGARARTT-ARGGGAGTAGCAGT TATTCARTARCTAARRRGCTACTCCCTATTT
829,2 GTAGACCAGAGCARTCTTGATCGARARTT-ARGGGAGTAGCAGT TATTTARTARCTAARRAGCTACTCCCGATTT
Hies20d4.3 GTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAARTT-AAGGGAGTAGCAGTTATTTARTAACTARRAGCTACTCCCGATTT
Consensus aTAGAtaAGAGCaATCTTaATC¢#AaAATT,ARGGGAGTAGCAGTTATTEARTAACTaARAGCTACTCCCEATTT

Abb. 46 Alignment der sich wiederholenden Sequenz in der IGS Region

Bei diesem Alignment war zu erkennen, dass dieser Abschnitt in der IGS Region relativ gut
konserviert war, trotz der unterschiedlichen Precursor Varianten in den einzelnen Isolaten. Wenn man
im Speziellen die Punktmutationen an der Basenposition 1, 6-7 und 19 betrachtete, dann konnte man
eine Dichotomie der Sequenzen feststellen.
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Auf der Abb. 45 waren auch einige Isolate aufgelistet, die ein zusétzliches Insert vor der repetitiven
Sequenz aufwiesen. Dieses Insert hatten nur mvd Typ 2 und Typ3 Isolate und auch nur jeweils einmal
direkt nach dem Precursorgen mvdE (am 3'Ende). Dabei handelte es sich um eine unspezifische
Sequenz, die in folgenden Stammen zu finden war: 354, 364, 365, 384, 371, 372, 390, 396, 553, 554,
557 (Moose Lake, CA); 405, 406, 496.1, 550, 551 (Moore Lake, CA); 806 und 808 (Winnecook Lake,
US). Dieses unspezifische Insert war in allen Isolaten komplett identisch ohne einer einzigen
Punktmutation: ,,AGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTA
TCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAA™.

Bei der Suche in der NCBI Datenbank mittels xblast wurde diese Sequenz einem hypothetischem
Protein in Cyanothece PCC7822 zugewiesen.

Nun gab es auch noch drei Isolate (394, Moose Lake CA; 815 und 816, China Lake US), die ein
spezifisches Insert vor der repetitiven Sequenz hatten (Abb. 45). Diese Isolate wurden zu dem mvd
Typ 2 gezihlt mit den Precursorn V und Z. Bei diesem spezifischen Insert handelte es sich um ein
Genrest des Precursors AC. Das eigentliche Corepeptid war vollstdndig erhalten und das Leaderpeptid

bestand nur mehr aus sieben Aminosaduren (Abb. 47).

MSKNVKVSAPKAVPFFARFLAEQAVEANNSNSAPYANTMKYPSDWEEQF
Corepeptid V (mvdE)

CTCATGICTAAAARCGTTAAAGTCICTIGCGCCCAARGCTGTCCCCTTICTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAR
CAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGCTAATACTATGAAGTATCCITCCGATTIGG
53335367 1°1-A- ICTACTCCTTTCATTGGTACTTATAGTATCCTTICCATTTTGRAGATGCT .-

l

NSSNSTPFIGTYKYPSDFEDA

Corepeptid AC
(hypothetisches mvdF Gen)

Abb. 47 Uberreste des Precursorgens AC in den Isolaten 394 (Moose Lake, CA), 815 und 816 (China
Lake, US)

Das Ende des Corepeptids von Precursors V (mvdE), inklusive Stopcodon (TAA) iiberschnitt sich mit
dem Genrest des Leaderpeptids von Precursor AC. Dabei teilten sie sich folgende Basen der rot-
griinen Schraffierung ,,(G)AACAGTTCTAAT. Durch einen Frameshift bei der Translation von Base
G hin zu Base A konnten diese folgenden vier AS ,NSSN* {ibersetzt und dem Leaderpeptid von

Precursor AC zugewiesen werden.
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3.6 Mutagenese

Die erfolgreich transformierten Cyanobakterien Zellen des Stammes NIVA CYA 126/8 mit dem mvd
Konstrukt sollten unter dem Selektionsdruck des Antibiotikums Chloramphenicol iiberleben, sich
teilen und es sollte wieder eine deutlich tiefgriine Kultur enstehen. Die restlichen Zellen waren schon

abgestorben, nur die erfolgreichen Transformanten sollten iiberleben.

3 kb—

Abb. 48 Check PCR. 1: Wild Typ, 2: mvdC KO, 3: mvdD KO; Marker GeneRuler DNA Ladder Mix

Wie erwartet kam es durch Zugabe von Cm zum Absterben der Zellen und Ausbleichen der Kultur.
Tatsdchliche wurde nach 6 Monaten ein erneutes Ergriinen der Kultur festgestellt, was durch das
Wachstum eines erfolgreich transformierten Genotypen bedingt sein hitte konnen. Die Check PCR zur
Uberpriifung der erfolgreichen Mutagenese wurde mit dem selben Primerpaar (mvdCD KO+/-) wie zur
Konstruktherstellung, durchgefiihrt. Die PCR Produkte der genmanipulierten Isolate wurden parallel
mit dem Wild-Typ tliber Gelelektrophorese verglichen. Bei erfolgreicher homologen Rekombination
und Aufnahme der Cm Resistenzkassette ins Genom sollten das PCR Produkt eine um ca. 1 kb
groflere Bande aufweisen. Da die beiden mvd Gene aber gleich gro3 wie der Wild Typ waren, kam es
zu keiner Insertion der Cm Resistenzkasette ins Genom. Folglich handelte es sich bei der wieder
ergriinten Kultur um Wildtypzellen, die dem Selektionsdruck durch das Antibiotikum entkommen

waren.
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4 Diskussion

4.1 Verbreitung der verschiedenen Peptidgencluster

Die Ergebnisse dieser Suche haben gezeigt, dass beinahe alle P. agardhii und P. rubescens Isolate
mindestens fiinf Peptidgencluster aufweisen. Es handelt sich dabei um die Peptidgencluster zur
Synthese héufiger bioaktiver Peptide, ndmlich um die nicht-ribosomal synthetisierten Aeruginosine,
Anabaenopeptine, Cyanopeptoline und die ribosomal synthetisierten Peptide Microviridin und
Planktocyclin. Der Gencluster des Hepatotoxin Microcystin ist nur mehr bei ca. der Hélfte der
untersuchten Isolate gefunden worden. Der seltene Microginin Gencluster ist nur 11 mal detektiert
worden. Da dieser Gencluster bei Planktothrix offensichtlich so selten ist, kann man auch nicht viel
liber dessen Verbreitung sagen und es ist auch nicht nach eventuellen Genresten gesucht worden. Man
kann nicht ausschlieBen, dass einzelne Polymorphismen in den einzelnen Peptidgenclustern iibersehen
wurden, da ja nicht alle Genregionen eines Genclusters iiberpriift wurden, sondern einzelne
charakteristische Gene nachgewiesen wurden.

Im Gegensatz dazu fehlen diese Peptidgencluster bei der tropischen Art P. pseudagardhii praktisch
komplett. Allerdings konnten Genreste des Microcystingenclusters eindeutig nachgewiesen werden.
Dies deutet darauf hin, dass die beobachtete Verbreitung der Peptidgencluster vorallem genetisch
determiniert ist. Die Arten P. agardhii und P. rubescens sind zueinander ndher verwandt als zur
tropischen Art P. pseudagardhii. Es wird daher angenommen, dass bereits der gemeinsame Vorfahre

von P. agardhii/P. rubescens diese fiinf verschiedenen Gencluster im Genom hatte.

4.2 Verlust von Peptidgenclustern

Die Suche nach den Genresten mittels spezifischen Primern oder der Genome Walking Methode haben
gezeigt, dass sehr oft, wenn die Prdsenz eines Genclusters nicht bestitigt werden konnte, Reste
gefunden werden. So konnte der Verlust des Microcystingenclusters fiir die tropische Art P.
pseudagardhii bestitigt werden. Die verwendeten Primer amplifizierten sowohl das Gen am 5° Ende
(mcyT) als auch einen Teil der IGS Region 5'vor mcyT. Wie bereits bei Christiansen et al 2008, sind
auch fiir P. pseudagardhii und sogar die Gattung Geitlerinema fast idente Sequenzreste gefunden
worden. Bei dem P. pseudagardhii Isolat 713 (aus Afrika, Uganda) ist ein kurzes Insert in der mcyT
Region entdeckt worden (ca. 100 bp), das identisch mit der Sequenz aus P. rubescens Stamm NIV A-
CYA 98 ist (Rounge et al 2009). Dies ist ein Hinweis, dass der Microcystingencluster schon sehr alt
ist, und wahrscheinlich bei vielen Arten im Laufe der Evolution verloren gegangen ist (Rantala et al
2004). Nachdem einzelne Gene des Microcystingenclusters (z.B. mcyD oder mcyE) im Vergleich zu
»housekeeping genes* wie 16S rDNA oder RNA Polymerase idente Stammbdume ergeben, wurden
von Rantala et al. (2004) indirekt die Hypothese aufgestellt, dass der Microcystingencluster auf einen
gemeinsamen Vorfahren zuriickgeht, der vor 2 Milliarden Jahren existierte. Ubereinstimmend wurden
in dieser Arbeit idente Genclusterreste nicht nur innerhalb der nah verwandten Arten P.
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agardhii/rubescens, sondern auch entfernter verwandten Arten wie P. pseudagardhii und sogar Arten
aus anderen Gattungen wie Geitlerinema festgestellt. Erstaunlich ist hierbei, dass dieser mcyT Rest
und die angrenzende IGS Region iiber einen wahrscheinlich relativ langen Zeitraum der Evolution
praktisch unveréndert geblieben sind.

Weiter konnte der Verlust des Anabaenopeptin und des Cyanopeptolingenclusters fiir P. agardhii
bestitigt werden. Der Anabaenopeptingencluster ist bei 15 Isolaten verloren gegangen.
Interessanterweise konnte durch das Genome Walking bei dem Isolat 976 (US, Tucson) das gleiche
IS-Element ISPlagl nachgewiesen werden, das nach Christiansen et al. (2008) bereits zum Verlust des
Microcystingenclusters beigetragen hat. Der zweite Stamm 257 (ESP, Albufera) bei dem der Verlust
des Anabaenopeptingenclusters untersucht worden ist, wurde allerdings von einem zweiten
(unbekannten IS Element) inaktiviert. Dies bedeutet, dass der Anabaenopeptingencluster zumindest
zweimal wiederholt durch Deletion verloren gegangen ist.

Weiters konnte in der Uberbriickungsregion zwischen den benachbarten Genclustern fiir
Anabaenopeptin und Cyanopeptolin ein weiteres unbekanntes IS-Element entdeckt werden. Diese
Insertion konnte in der Tat eine Art Vorstufe zu einem kiinftigen Verlust des Anabaenopeptin oder
Cyanopeptolin Genclusters sein. Nachdem die IS Elemente repetitive Genregionen beinhalten, kann es
nach der Vorstellung von Christiansen et al. (2008) zu site-spezifischen Rekombinationsereignissen
kommen, wobei analog zur Exzision des Phagen Lamba die Peptidgencluster wihrend der

Amplifikation der DNA aus dem chromosomalen DNA Strang ausgeschnitten werden.

4.3 Lokalisation und Funktion des Multipeptidgencluster

Die benachbarte Anordnung von drei Peptidgencluster (Microviridin, Anabaenopeptin und
Cyanopeptolin) ist bei der groBen Mehrheit der P. agardhii/rubescens Isolate bestitigt worden. Die
Ausnahme bilden jene Stimme die den Anabaenopeptin bzw. Cyanopeptolingencluster verloren
haben. Dieser Multipeptidgencluster ist ca. 60 kb grol und es ist wahrscheinlich, dass diese
Anordnung nicht durch Zufall entstanden ist. Aufgrund der relativ guten Konservierung dieser
Multipeptidgencluster Struktur, kann man vermuten, dass die Synthese von drei verschiedenen
Peptidklassen einen selektiven Vorteil mit sich bringt. Von allen drei Peptidklassen sind einzelne
bioaktive Peptide als Protease Inhibitoren beschrieben worden. Von diesen Proteaseinhibitoren wird
angenommen, dass sie die Verdauungsenzyme von verschiedenen Fressfeinden inhibieren und
dadurch zur chemischen Verteidigung beitragen (von Elert et al. 2004). Beispiele aus der aquatischen
Okologie zeigen, dass dabei ein ,,Cocktail** von bioaktiven Verbindungen effektiver wirkt als die
Einzelkomponenten. Gleichzeitig konnen mehrere verschiedene inhibitorische Peptide durch den
FraBfeind, z.B. Daphnia schwieriger umgangen oder ausgeglichen werden als die Einzelkomponenten

(von Elert et al 2004).
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Eine Theorie zur Vererbung bzw. Weitergabe konnte sein, dass diese Peptide zusammen als Packet
durch horizontalen Gentransfer weitergegeben werden und sich dieser Multipeptidgencluster aufgrund

eines evolutiondren Vorteils durchgesetzt hat.

4.4 Funktionelle Rekombinationen im Microviridin Gencluster

Fiir das ribosomal synthetisierte Depsipeptid Microviridin sind zwei funktionelle Rekombinationen im
Gencluster entdeckt worden. Die eine betrifft das Gen mvdB, das fiir eine Acetyltransferase codiert
und die zweite Rekombinationen im Bereich der Precursorgene.

Das mvdB Gen ist fiir die Acetylierung der N-terminalen Aminosédure an Position 1 verantwortlich und
ist bei zwei Microviridin Varianten als funktionell beschricben. Bei den zwei acetylierten
Microviridinen handelt es sich um Microviridin I (Fujii et al 2000) und Microviridin K (Philmus et al
2008).

In dieser Arbeit wurde nur knapp ein Viertel (24 %) der Isolate gefunden, die kein mvdB Gen besitzen.
Es konnte sein, dass diese Acetylierung die Microviridin Struktur stabilisiert und es vor Abbau
schiitzt. Dieser evolutionire Vorteil konnte dazu fithren, dass es in Zukunft einen noch starkeren Trend
zur Acetylierung gibt.

Fiir die Microviridingencluster ohne das mvdB Gen wurden allerdings keine Reste von mvdB
gefunden. Den indirekten Beweis hierfiir lieferte die Sequenzierung der IGS Region von einigen mvdB
negativen Isolaten. Ein Alignment dieser Sequenzen zeigte eine beinahe 100% ige Ubereinstimmung,
was gegen einen Verlust durch z.b. IS Elemente spricht, da es unwahrscheinlich ist, dass ein Gen
immer auf die Base genau gleich herausgeschnitten wird.

Die Theorie zum Erwerb dieses mvdB Gens wire daher, dass es nicht von Beginn an Teil des
Microviridingencluster war, sondern einmal durch ein Rekombinationsereigniss erworben und
beibehalten wurde. Ein Hinweis fiir diese Theorie ist, dass beinahe alle Isolate (mit einer Ausnahme
Stamm 277) der Verwandtschaftslinie mit den toxischen Stimmen von Planktothrix (Linie 2, 2A)
angehoren. Der Vorldufer dieser Linie hétte also dieses mvdB Gen horizontal erworben. Beim
Microcystingencluster existiert ein dhnliches Beispiel fiir eine funktionelle Rekombination einer
Adenylierungsdomédne im mcyA (Kurmayer et al. 2005), die zur Folge hat, dass bei dem
Microcystinmolekiil entweder N-Methyl-Dehydroalanin (Mdha) oder Dehydrobutyrin (Dhb) an
Position 7 eingebaut wird.

Die grofite Variation im Microviridingencluster findet sich allerdings bei den Precursorgenen, die fiir
ein Prd-Peptid codieren. Die Variation betrifft nicht nur die Anzahl der Precursor, sondern auch deren
Aminosédurensequenz. Die Anzahl dieser neu gefundenen putativen Microviridin Varianten wiirde die
Zahl z.B. der Anabaenopeptin oder Microcystin Strukturvarianten deutlich {ibersteigen. Generell geht
man davon aus, dass eine hohe Strukturvielfalt von moglichen bioaktiven Sekundérmetaboliten von
Vorteil ist, weil dadurch neue effektive Substanzen bei Selektionsdruck entstehen konnen (Firn &

Jones 2000). Die Autoren behaupten, dass es fiir einen Organismus wichtig ist, ein flexibles System
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zur Herstellung von Sekundidrmetaboliten zu besitzen. Im Fall von Microviridin oder Planktocyclin
wiirde eine hohere Anzahl an Precursorgenen auch zu einer erhohten Strukturdiversitit fithren. In der
Tat wurden bei einzelnen Isolaten Hinweise fiir die Produktion mehrerer Microviridinvarianten
gefunden. Beim zweiten ribosomal produziertem Peptid, dem Planktocyclin wurde sogar, bis zu sieben
Precursor Gene im Gencluster gefunden (Donia & Schmitt 2008). Daher kénnte man sich schon
vorstellen, dass die Zahl der Precursorgene auch beim Microviridin im Zunehmen ist.

Die iiberwiegende Mehrheit (2/3) der Isolate weisen allerdings nur einen Precursor auf. Innerhalb
dieser Gruppe ist die Variation schon relativ gering, denn es gibt nur zwei verschiedene Corepeptide,
dh. zwei verschiedene Microviridinstrukturvarianten. Bei den Isolaten, die zwei oder drei Precursor
aufweisen, ist die potentielle Strukturvariation mit 17 verschiedenen Corepeptiden deutlich hoher.
Diese Typ 2 und 3 Microviridin Isolate kommen vermehrt bei der nicht-toxischen Linie von
Planktothrix (Linie 1, 1A) vor. Die Wirkung als Protease Inhibitor der Microviridine zum FraB3schutz
konnte bei der Produktion von mehreren Microviridinen verstérkt werden.

Nachdem es sehr wichtig ist, zu wissen, ob die einzelnen Microviridin Varianten auch tatsdchlich
produziert werden, wurde versucht, die Microviridine durch  chromatographische-
massenspektrometrische Verfahren (LC/MS) nachzuweisen. Nachdem die Struktur der Microviridine
aufgrund der Aminosdurensequenz und der bekannten posttranslationalen Verdnderungen eindeutig
vorhergesagt werden kann, ist es moglich nach diesen mittels LC/MS zu suchen. Diese sehr
spezifische Vorhersage stellt im Vergleich zu den NRPS einen entscheidenden Vorteil dar.
Interessanterweise konnte nur ca. 1/3 der putativen Microviridine in den einzelnen Isolaten detektiert
werden. Bei manchen Isolaten wie 259, 281, 307, 384, 405, 406, 550 oder SAG 5.81 wurden
allerdings sogar zwei bzw. drei Microviridine anhand ihrer Massevorhersage detektiert. Es sind jedoch
weitere Arbeiten notwendig, um herauszufinden, warum in vielen Stdmmen die entsprechenden
Microviridine nicht detektiert worden sind. Eine Ursache dafiir konnte sein, dass Microviridine
aufgrund ihrer Polaritdt (z.B. im Unterschied zum negativ geladenen Microcystinmolekiil) schlecht
ionisierbar sind und deswegen ihre Masse in der LC/MS kaum detektierbar ist. Es konnte aber auch
sein, dass einzelne Gene im Microviridincluster durch Punktmutationen ausgeschalten sind oder dass
die Synthese des Microviridins durch bestimmte Umweltbedingungen reguliert wird.

Die Precursorgene kann man nicht nur anhand ihrer Corepeptide unterscheiden, sondern auch anhand
ihrer Leaderpeptide (Abb. 9). Bei den Leaderpeptiden zeigte sich aufgrund zweier charakteristischer
Core-Motive eine deutliche Zweiteilung, und zwar in eine sogenannte ,,VEAN bzw. ,,TET* Gruppe.
Eine Theorie besagt, dass das Leaderpeptid als Erkennungssequenz fiir eine noch unbekannte
Peptidase fungiert. Diese Peptidase hat die Aufgabe, das Microviridin Peptid nach den
posttranslationalen Verdnderungen durch die in mvdC und mvdD codierten GRASP Ligasen
(Zyklisierung durch die beiden Esterbindungen und der Amidbindung) abzuspalten (Oman & van der
Donk 2009).
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In dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass ein bestimmter Corepeptidgenotyp immer spezifisch mit einem
bestimmten Leaderpeptid vorkommt. Umgekehrt haben einzelne Leaderpeptidgenotypen immer
mehrere verschiedene Corepeptidgenotypen. Die Funktion dieser Leaderpeptidregion ist jedoch sehr
wenig erforscht, sodass gegenwirtig keine Aussage dariiber gemacht werden kann, ob ein bestimmtes
Leaderpeptid Motif funktionelle Bedeutung fiir die Synthese eines bestimmten Corepeptids hat.
Zuletzt stellt sich die Frage, wie es zu der unterschiedlichen Anzahl an Precursorgenen in den
einzelnen Stdmmen gekommen sein konnte. Hatte der Microviridingencluster schon von Anfang an
drei Precursorgene und es kam in Laufe der Evolution zu einer Reduktion oder kam es zu mehreren
Rekombinationen, die durch Punktmutationen zu neuen Varianten evolviert sind. Nach einer weiteren
Theorie, konnten Duplikationen des Precursorgens ebenfalls die Anzahl erhéhen.

Gegen die Duplikation spricht die Tatsache, dass der Typ 2 immer ein Leaderpeptid der VEAN und
der TET Gruppe aufweist und die Typ 1 Isolate haben immer nur ein TET Leaderpeptid. Woher
kommt also das VEAN Leaderpeptid? Einzig bei Typ 3 mit zwei VEAN Leaderpeptiden kann man
sich eine Duplikation eines Precursor aus dem Typ 2 heraus vorstellen.

Es wiére natiirlich auch mdglich, dass die zusétzlichen Precursorgene durch Rekombination oder
horizontalem Gentransfer in den Microviridingencluster aufgenommen wurden. Dies konnte vielleicht
auch die Herkunft des VEAN Leaderpeptids erkldren. In der Tat wurden bei den IGS Regionen
zwischen den Precursorgenen kurze repetitive Sequenzen gefunden, die eine site-spezifische
Rekombination ermoglichen konnten (Abb. 45). Ebenfalls wurden bei den Isolaten mit nur einem
Precursorgen in Abhéngigkeit vom jeweiligen Corepeptid (N oder R) spezifische Insertionen
gefunden, die ebenfalls eine Rekombination anzeigen (Abb. 42).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass zwar Hinweise auf funktionelle Rekombinationen innerhalb
des Microviridingenclusters gefunden wurden (z.B. mvdB oder Precursorgene), fiir den gesamten
Gencluster selbst jedoch keine Hinweise auf horizontalen Transport innerhalb der Gattung

Planktothrix vorliegen.
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Anhang A ociB Sequenzen

>916
TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACAATATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTT
AATCAAGACGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGAAATTTGCGATCGCCATGAAGCCTTAAGGACTAACTTCATTAGC
GTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACAAACGCAAACCCCCTGGACAGTGAACATCGTTGATTTACAACACTTA
TCTAGTAGTGAACAGGAAATTGCCTCTCAGGAGTTAACCCAAAACCAGGCCATTCAACCCTTTGACTTAGCCCGT
GACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATT
GTCAGTGACGGCTGGTCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGAATTAACCGACCTCTATAACGCATACATTCAAAATCAG
CCCTCATCTTTAAAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCAAAAACAGTGG

>712
TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACAATATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTT
AATCAAGACGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGAAATTTGCGATCGCCATGAAGCCTTAAGGACTAACTTCATTAGC
GTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACAAACGCAAACCCCCTGGACAGTGAACATCGTTGATTTACAACACTTA
TCTAGTAGTGAACAGGAAATTGCCTCTCAGGAGTTAACCCAAAACCAGGCCATTCAACCCTTTGACTTAGCCCGT
GACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATT
GTCAGTGACGGCTGGTCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGAATTAACCGACCTCTATAACGCATACATTCAAAATCAG
CCCTCATCTTTAAAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCAAAAACAGTGG

>704
TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACAATATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTT
AATCAAGACGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGAAATTTGCGATCGCCATGAAGCCTTAAGGACTAACTTCATTAGC
GTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACAAACGCAAACCCCCTGGACAGTGAACATCGTTGATTTACAACACTTA
TCTAGTAGTGAACAGGAAATTGCCTCTCAGGAGTTAACCCAAAACCAGGCCATTCAACCCTTTGACTTAGCCCGT
GACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATT
GTCAGTGACGGCTGGTCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGAATTAACCGACCTCTATAACGCATACATTCAAAATCAG
CCCTCATCTTTAAAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCAAAAACAGTGG

>981
TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACAATATTCCCCTCGCTTTGCGTTTAGAGGGAAACCTT
AATCAAGAAGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGAAATTTGCGATCGCCATGAAGCCTTGAGGACTAATTTCATTACC
GTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACAAACGCAAGCCCCCTGGACAGTGACCATCGTTGATTTACAACCTTTA
TCTAGTCGTGAACAGGAAATTGCCTCTCAGGAATTAACCCAAAACCACGCCATTCAACCCTTTGACTTAGCCCGT
GACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATT
GTCAGTGACGGCTGGTCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGAATTAACCGACCTCTATAACGCATACATTCAAAATCAG
CCCTCATCTTTAAAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCAAAAACAGTGG

>708
TGGTTTTTAGATCAATTTGAGTCCGATAGTTCTTTTTACAATATTCCCCTAGCTTTGCATTTAGAGGGAAACCTT
AATCAAGACGTTTTGATCCAGAGTTTAGAGGAAATTTGCGATCGCCATGAAGCCTTAAGGACTAACTTCATTAGC
GTTGATGGTGTCGCTACTCAGGTTATACAAACGCAAACCCCCTGGACAGTGAACATCGTTGATTTACAACACTTA
TCTAGTAGTGAACAGGAAATTGCCTCTCAGGAGTTAACCCAAAACCAGGCCATTCAACCCTTTGACTTAGCCCGT
GACCCGTTAATCAGAGCAAACTTAGTCATCTTATCTGAGACAGAACATATTTTATTAGTCTGTATGCACCATATT
GTCAGTGACGGCTGGTCAATGGGGGTCTTTCTTCAGGAATTAACCGACCTCTATAACGCATACATTCAAAATCAG
CCCTCATCTTTAAAGCCGTTACCGATTCAGTACGGTGATTACACTCTTTGGCAAAAACAGTGG
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Anhang B mcyT Sequenzen

>Furnas?2
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
A

>Daniell
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTTTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC

>704
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC

>707
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAATTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCGCCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC

>708
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC

>710
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC
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>711
GAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGCGGTAG
GATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGTAGAAA
TCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAATCCAAT
TTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGATCAAT
AGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACATCTCC
ACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTAATCCA
cC

>712
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC

>713
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGGGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGTGAAT
ATTTGTATTAGGGTGGGGAATGCGATCGCTCAATTCTACGGAGATTTATAGATAATGCAAACTGAAACTAAAGTC
TCTTTACGATCACAAGAAAAAACTAAAATATTCATGGTTAATCCTCGTCCCAAAACTGCCAAAAAAACCAGACARA
ATTCCCCTGAGATTACTATTGATTGTCCCCTTTGTATTGCAAATTGTAGGCGCGGTAGGATTAGTCGGTTATCTT
TCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGTAGAAATCGGCGATCCCGATGTC
CAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAATCCAATTTCTAACAAAAGCAGTG
CGGAAATTTCAATTTGAACAGATAATTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGATCAATAGCGATTTTCCCAAGCA
TTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACATCTCCACAGAGAAAGCCGAGTT
GGTTTGTTCCCGCCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTAATCCACC

>934

ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTTTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTTAA

>976
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
A

>981
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC
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>9214
ATTGTGAGGTTGATCAGGGGTTATGAGTGATGGAAGACACAGGAATTGGGTGATTTGTCCCATTTTAATGGGCGC
GGTAGGATTAGTTGGTTATCTTTCCTATCGTAGTGGACAAAAAGCGGTAGAAGATATGGCAAAACCTTTGATGGT
AGAAATCGGCGATCCCGATGTCCAAGTTGTAATAGAATTAATTAAAGAAATTCCAGATCCAGAAATTCCTCTAAT
CCAATTTCTAACAAAAGCAGTGCGGAAATTTCAATTTGAACAGATAGTTGACTTAATTGATCCCCTGATCAATGA
TCAATAGCGATTTTCCCAAGCATTCTAGGACAAGAGATTTGGCTGAGTGCAAAAAGAAATGATCTCCGGGAAACA
TCTCCACAGAGAAAGCCGAGTTGGTTTGTTCCCACCAAGCTTCTATCTCCAAGGCGTTAGGTTTCAAATCTTCTA
ATCCACC
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Anhang C Genome Walking Sequenzen

>gw257apnkE

GCTCGAGTTTTTCAGCAAGATACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCATCCTGTCCATGTTGACCACAG
AGTTATATGTCTTTTTTATTTTAACTCATTAGATTGGCGATCGCACATTTCTATCTTCCCCAAAATGCGATCGCA
CTCTTATTTTCCCAAAATCGCACCTTGCCTTTTTTCACGCTTTTGGGCATCGCACCTTGCTATCCAGCGAGCAGA
GCTATAATAACAAAAACCATCTGAAGTGCGATCGCGCTTCACTTAATTTATCCGAATGTGAATCGTCAAGTGAGC
GATCAAGAACTCAGTGAAGTTCTACAACAAGTGAATCTTCAAGATGTGCTTACCAGGGTCGGAGGCTTTGATCAA
GAAGTCCCTTGGGAAAATATATTATCACTAGGGGAACAACAACGTTTGGCTTTTGCCCGAATATTAGTGACCCGT
CCTCATTTTGTTATCTTAGATGAATCAACTAGTGCTTTGGATTTGATCAATGAAAAGAATTTATATCAACAGTTA
AAAGAAACAAAAACAACCTTTATTAGTGTGGGACATCGGGAAAGTATTTTTGATTACCACCAATGGGTTTTGGAA
CTCTCACCCGATTCTGGTTGGTAACTGTTAACCGTACAGGATTATCATCGGCAAAAAGCTAAAGAAATTATCAAT
ATTCCCCTTGACAATGCTCACATCACCATAGACAATCTGTCTAGTAATGAATCCCCGACTCAACCCATACCTGAA
ATAGCGGTATTAACTGACAAATTTGAGGGATTTTCCCATAAAGAAATGGAGGTCTTGACCAACTACTCAATAGGC
ACTATCAAAG

>gw257.2apnkE
ATGGCTCGAGTTTTTCAGCAGATCGATCGCCAATCTAATGAGTTAAAATAAAAAAGACATATAACTCTGTGGTCA
ACATGGACAGGATATCGGTCAACCCTCAAATCCACTTCGGTAAGCCTTGCATAGTGGGTACGCGCATTACTGTTC
AGAGTGTTCTCGAATTACTAAATGAAGGACTTTCTTTTGTAGAAATTATCCGAGACTACTATCCCGATTTGCAAG
TAGAGGATATTAGAGCGTGTCTACAGTATGCGATCGCACTGGTGGCGGCTGAGGATGTTCATTTGACCTTAGCTT
AAATTATGAAATTTCTGATAGACCAAGATGTATACGCAACCGCCACAAAATTTTTGATTGATGCAGGACATGATG
TAATTGTTGTCGCTCGAGCCCTATAGTGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAA
ATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCA
CCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATT
CAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAG
ACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTT
CCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCG
CTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTC
ACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAAT

>gw257.3apnkE
TTAGCAGATTGACCTTAGCTTAAATTATGAAATTTCTGATAGACCAAGATGTATACGCAACCGCCACAAAATTTT
TGATTGATGCAGGACATGATGTAATTGTTGTCGCTCAAATGGGTCTAGCGCAAGCAAGTGATGAAGAAATACTCA
GAGTAGCCCAAGCAGAAAATCGCATCCTTATTACGCGAGACAGAGATTACGGAAATCTTGTTTTTGTGAGGGCGA
TCGCAACAGGTGTGATTTACCTTCGAGTTTTACCTAAAACGGTGAATGCAGTTCATAACGAACTAGCAGGAGTCA
TAGAAAATTACTCTGAAGTAGAACTAAAAGGGGCATTTGTGGTTGTAGAACCTGATGGACATCGGTTTAGAAAAC
CGCTTACATAGAGAGTTAATTAATCTGGTGCTGGAAAGGAAAGGGCGATCGCATTTTCCTAGCTCCTAAATTGCT
ATAATAACAATCAACCCAAAAATCTCAACATCAAGCATAATGTCTACTTATAGCGAGGTACTGAGTCAGGCTCAA
AATCTCACTCCTGACGAGCAACAACAACTTTTAGAAGTATTGTCAGCATTGATGCGCGATCGGGTAACAACCCAG
ACTCAGGGTGGCAGTGAAAGATTGCCCAGGAAAAGTTTACCGCCCGGGCGGCCGCTCGAGCCCTATAGTGAGATC
TTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTT
CAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTT
TTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCA
TTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGA
AAGTTCAGGTTAATAGCATCCATTTTTGCTTTGCAGTTCCT

>gw257cptiGl.1
GCTCGAGTTTTTCAGCAGATACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCCATTCGCAGTTGCCCAGGTTTACTGCATACA
TCCAGTCTGCGACCTGAGAAAGTACAAAATCTCGATATTTTAATCGTTCGAGAATTGGTCAGTGGCATCTATTTT
GGCCCAGCAGGTCGGGGTACGGATGAAAAGGGAGCCTACGGCTATCACACCATGTGGTATTACGATCAGGAAATT
CGTCGTATTGCAAAGGTAGCCCTCCAAAAAGCCCAGGAACGTCGAGGTTTACTTACCGTTGCCCACAAAGAAAAT
GCCCTACCTCAGATTCCTTGGACTCGATTGGTACAAGAGGAAGCTACCAATTTTCCTGATGTGGTGGTGTCCCCA
ATGCTCGTTGATAACTTAGCCATGCAACTGGTTCTCAATCCTCAACAATTTGATGTGATTTTGGCAGGGAATATG
TTTATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAA
GATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCG
TGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTAT
TCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATT
TTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCT
CTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCC
GGAAGCATAA
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>gw976apnkE
TGGCTCGAGTTTTTCAGCAGATACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCATCTTTTTTGACATTTTGCCA
CAAAGATTCCGAGGTGAAATTTTCTTTGTTTAAGTAACGATTTATGGTATCATGGCTAACATTTTCTAAGTGTTT
GGCTAAGTTATTTAAGGTATAATTGTTTGGGCTGCTCAATAGATATTGGCAGTAATCTAGTTGGCTAAACGACAT
ATTTTTCACCCCAAATTAACTTAATCAGTTTAGCATAAATATTGACTGTTAAATATCTGTCAATCAGCATAATTT
TTGTGTCTAAATTTTATATTGCTGGCGCAAATACTTGAACAATTGGCAGCGTTCGCTGGCTTACTGCACACTATA
TATAGTGTGCCTGCGTAAGTCCTGTAACTGTTAACCGTACAGGATTATCATCGGCAAAAAGCTAAAGAAATTATC
AATATTCCCCTTGACAATGCTCAAATCACCATAGACAATCTGTCTAGTAATGAATCCCCGACTCAGCCCATACCT
GAAATAGCGGTATTAACTGACAAATTTGAGGGATTTTCCCATAAAGAAATGGAGGTCTTGACCAACTACTCAATA
GGCACTATCAGAAGTAAAGCCAGCCTTGGTAAGTCTATTACTGGCAATGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATA
TTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATA
TTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGA
AAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTTGAACGAGGTTTAGA
GCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAATTTTGAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCA
TTTTTTGCTTTG

>gw976.2apnkE
TTAGCAGATTTCACCTCGGAATCTTTGTGGCAAAATGTCAAAAAAGATATCCAAATCAGTGAAAATAGTGCGATC
ATTTTTGATGATACAGTATTGGATAAAAGGTTCGGGAAAAAAATTGAATTAGTCCGTCGTCAATATAGCGGAACA
GAACATCGTGTACTGTCAGGTATTGGGCTGGTTAACTGTGTTTATGTTAATCCAGAACTGGGTTTATTTTGGGTA
ATTGATTATCGCATATATGATCCAGAATATGATAATAGAACCAAAACAGAACAGAATATGTAGCAACTAATGACT
TAACTCAAGCATCCACATTGGATACGAAAAAAACCTGTGCTATTCGCTGGAAAATAGAGGAGTTTCACCGAGAAA
TTAAGCAGTTAACTGGGATTGAATCTTGCCAGTGTCGTAAAGCTAGTATTCAAAGAAATCATATTGCTTGTGCCC
TTTTAGTTTGGAATCAATTGAAAAGATTAGCTCATCTGACAAAGAAAACAGTCTATCAGTTAAAAGCTGAATCTT
TGTCCAGTTATTTAATCAAAGAACTGAATTGTCCTTCGATAAAAATGGAACTTGTTTGATTCTTTTGGGTTTATT
TTTACCTGCCCGGGCAGGTGGCTCGAGCCCTATAGTGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTG
CCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTA
TGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAG
CTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAG
AAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAGTTCAGG

>gw976cptiG
TGGCTCGAGTTTTTCAGCAGATACTCACTATAGGGCTCGAGAATTGGTCAGTGGCATCTATTTTGGCCCAGCAGG
TCGGGGTACGGATGAAAAGGGAGCCTACGGCTATCACACCATGTGGTATTACGATCAGGAAATTCGTCGTATTGC
AAAGGTAGCCCTCCAAAAAGCCCAGGAACGTCGAGGTTTACTTACCGTTGCCCACAAAGAAAATGCCCTACCTCA
GATTCCTTGGACTCGATTGGTACAAGAGGAAGCTACCAATTTTCCTGATGTGGTGGTGTCCCCAATGCTCGTTGA
TAACTTAGCCATGCAACTGGTTCTCAATCCTCAACAATTTGATGTGATTTTGGCAGGGAATATGTTTATCTTTCT
AGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGC
TGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTT
GGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTT
TTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGT
TCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATG
TTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAA
GTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCA
GTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGG

>976.2cptiG
TTCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTAACGATATTT
TACCGCCGAGGAGGTGGTGGAGTTATGGAAAAATGGCATCTTTGAATAAATCATCCTATCGTATCGTTGCCATCC
CAGGAGAAGGTATTGGGCCTGAAGTCGTCGAAGCGTCCTTAACCATTCTGCGCCGAGTTGCCCAACTTGAGGGAT
TTGCCTTAACTATAGACTATGGCTTGCTCGGTGGCATGGCCTTAGAAAAATTAGGTAGTACTTTTCCCCCAGAAA
CTAGCCAACAGTGTGAAGGGTCTGATGGCATTGTTTTTGGGGCAGTGAGTCAAGGGGGACTTCTAGAACTACGGA
GGCACTTCGACTTTTTTATTAATCTGCGACCCATTCGCAGTTGCCCAGGTTTACTGCATACATCCAGTCTGCGAC
CTGAGAAAGTACAAAATCTCGATATTTTAATCGTTCGAGAATTGGTCAGTGGCATCTATTTTGGCCCAGCAGGTC
GGGGTACGGATGAAAAGGGAGCCTACGGCTATCACACCATGTATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAG
CTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAA
CTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTAC
GAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTT
CAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTT
GCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGA
AATTGTTATCCGCTCACATTT
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Anhang D IS-Element der IGS Region von apn/oci

>66 Fwd

GCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCCCAACAATTTGATGTGATTTTGGCAGGGAATATGTTTGGGGACATTCTCAGTG
ATATTGGTGGAGCGTTGGTAGGTTCAATTGGATTATTGGGATCGGCCAGTCTCAATAACCAGGGTTTGGGGATGT
ATGAAGCCATTCATGGAACTGCCCCAGATATTGCTGGCAAGGGTATTGCCAACCCCCTGGGTACTCTAGCGGGTT
GTGTTTTGATGCTACAACAATGGGGAGAAATCAAGGCAGCCCAACGGATTCTCAAGGCCCAGGAGCGACTGTTAG
GCAAAGGATACCGCACCGCCGATTTGTTCCCTCAAAACCACGAAACTTTGGTCAATACGGCTACCCTCGTTGACC
TATTCCTTGAAGAAATTTCCCTTGAACAACCTACTGAATAATGAGTTTAATCCATGACTGATGCTAACAAAATCC
TCTACCTGGGAAATGATATTAATACTGACGATATTATTCCCGCTAAAAGAGGGACTAATGATGATCCAGACCACT
TAAAACAATATGCTTTAGAACACATCATTGGCGTGGGAGAACTACTACAATATGATGAGATCGAAGCAGGGAATA
ATTTTGGCTGTGGATCAAGTCGAGAAATTGCCCCCATTGCCCTAAAAGCGGCTGGCATCAAAAAAGTTAAAGCGC
GATCGTTCGCCGAAATTTTCTATCGCAATAGTATTAATATTGGACTCCCCTTAGAAATTATTGGGGAGACGGAAC
AAAACCCTGTGGTAGAAGCGATCGCCACTGCTGGGGGATTAATGGCCTTTAATCAAAAGCGTCGTCAAGGCAAGG
TTAAAATTCCGCCTAGTGTCACCCCTGCCCGTCCCATGACCAGGGTGGAAAAGATGTTAGCAAAAGCTTCGGGCA
ATGATTATGTGAAACCAGGGGAAAGGGGTGTTTGCCAAGATTGATCTGGCTTTATCCCATGACGCGGTGGCTAGT

>66.2 Fwd
TGCCGTCCATGACCAGGGTGGAAAGATGTTAGCAAAAGCTTCGGGCAATGATTATGTGAAACCAGGGGAAGGGGT
GTTTGCCAAGATTGATCTGGCTTTATCCCATGACGCGGTGGCTAGTTCGGTCGCGAAGGTATTTTATGACAATTA
TGGAAAAACCGCCCAATTATGGGATCCGCAACGGGTGGTATTAGTCGCTGATCACTTTATCCAAATTAATGACAT
TCGCCTTGATAACAAAGCCCCGGTTATGTATGAGCAGATGGTCAAATTTGCCCAAGCTCAAGGCTGTCATCTATT
TGATCTGGTTTCCCCAGGGGAAGCGGCTGGTATCTGTCATGTTTTGTTGCCAGAAAAAGGATTTATTCGCCCTGG
AATGATCATTGCAGGAACGGACTCCCATACCTGTACCTATGGAGCTTTAGGAGCCTTTTCCACAGGGGTAGGAAC
CACAGACATGGCCAATATTTTTGCAATGGGGGATATGTGGATACGAGTCCCGCCAACCCTGGTGTTTGAGTTATC
GGGAACCCTTCCTCCTCAGATTAGTGCCAAGGATATTATCTTGTTTATTCTAGGCAAATTGGGCTGTGGGGGAGC
CACCAGTAAAGTTATGGAATTTCGTGGCTCTATCATTGAACAATTGCCCTTAGATGAACGCCTGACCTTGGCTAA
TATGGCTATTGAATGTGGTGCTATGTGTGGTTTAATTGCGGCGGATGAGGTGACAAACCATTATGTTACCAGTCG
CACACCAATTGGGTTTGAAGACGCGTGCGCGAAGCGTGCCTTTGGCATCGCTGACCCCGATGCCGAGTATGAGGC
TGTTTATCAATTCGATCTGAGCCATTTGGAACCCCAGGTTGCCCGTCCCCCTAAACCAGATCAGGTAGTTAACAT
TAGTCAATTAGAAGATGTTCCCATCACCAAAGCTTTTATTGGCTCTTGTACTGGCGGAAAACTCTACGATCTCGC
TCAAGCGGCGGCTGTATTAAAAGATCGTCGGGTTGCCCAGGGGGTAGATTTATTCGTAG

>66.3 Fwd
TGTCTGGCGGAACTCTACGATCTCGCTCAAGCGGCGGCTGTATTAAAAGATCGTCGGGTTGCCCAGGGGGTAGAT
TTATTCGTAGTGCCAGCTTCAATGGAGGTACGTCAAAAAGCCGAAGAATTGGGCTATCTTGCTATTTTTGAAGAA
TCTGGGGCGCAACTGCTCAAATCTGGTTGTGGAGCTTGTATTAATTCAGGAAAGGGAGTATTAGACAAGGAAGAA
ACGGGAGTCTATGCCACCAATCGTAATTTTAAAGGACGTAGTGGCGACCCTACCGCTAAAAATTATTTGGCTTCC
CCTAGAACTGTCGCAATTTCAGCTATTAAAGGAAAAATTACTGCCAATCTTGATTAATACTTTTCTGTTGACATC
CTCTCCGCCGTAGAACTTGGAAGTGGTCTTTAATTCGAGGGTTGTATGATCGGGGCTTAACGAGAGAAAAGATTA
TCAAGCTGTTTCAAATTATTGACAGAATGATGACTTTACCTAATCCTTTACAACCCACATTCCGCAGATATTTAA
GTCAATTTAATTTTCAACTAAATTGTTCTAAATAAAAGCCCAAATGATTGCCATGTAATAATTTGGACTATTTTT
AATGTAGAATAATAATTGCAGTAACTGAACCAATAAAAAGATGAAAAACCCCCTAGAAGCGATAGAAATCGTAAA
TTTAGACCATTTAGGAATAGTAGCAGGCGTAATAGATGAGATGGAATTAGTAGAAGAAGTGAATAAAAAAGTGGG
ATTAAGAGCAAAAGAAGCAGTAAGCCCAGGACAGGTAATGAAAGCAATGATTTTGAATGGATTAGGGTTTTTGAG
CGCGCCGCTGTACCTATTCGAGAACTTTTTCGTAGGGAAAGCAACAGAACATTTAATAGGAGAAAGGAGTAATAG
CAGAGCAACTAAATGATGACAGAATCGGGAGAGCATTAGATAAATATTATGAAGTAGGAAC
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>66.4 Fwd
GTTTGAGCGCGCCGCTGTACCTATTCGAGAACTTTTTCGTAGGGAAAGCAACAGAACATTTAATAGGAGAAGGAG
TAATAGCAGAGCAACTAAATGATGACAGAATCGGGAGAGCATTAGATAAATATTATGAAGTAGGAACAACAAATC
TATTCACAGCAATAGCCCTAAAAGCCGCCCAAAAATTCCAAGTAGAAAAGGAAAGCGTACACCTAGATAGCAGTT
CGATATCAGTAGAGGGAGAATACAAAAGTAAAGAAGAAGAAAATCAGGAAATAGAAGAAGAAATGAAAGCCATAA
AAATAGTGCATGGATACTCAAGAGATAAAAGACCAGATCTGAAACAATTTATAATAGATATGGTAGTAAGCGGAG
ACGGAGATGTGCCATTATATCTAAAAATAGATGACGGAAACGCCGATGATAAAAGCGTATTTGTAGAAAGACTAA
AAGAATTTAAAAAGCAATGGACATTTGAAGGAATATGTGTAGCAGACAGTGCATTATACACAGCAGAGAATATAG
GAGCAATGGCAGGAATGAAATGGATAACAAGAGTACCATTAAGTATAAAAGAAGCGCAAAATAAGATTGTAGAGA
TAGAAGAGGAAGAATGGGAGCAGAGTCAAATAAAAGGATATAGAATAGCAACGAAATCAAGTGAGTACGCAAACA
TAAAACAAAGATGGTTAGTAGTAGAAAGTGAAGCCAGGAAAAAAGCAGCCCTAAAAAAAATATCAGAGCAAGTAG
AAAAACAGTTAGAGAACGCCAAAGCATCACTGCGGAAGCTATTGAAACAAGAGTATGCTTGCATAGCGGATGCAG
AGATTGGGATAAAAATGTTATCAGATTCGTGGAAATATCACGAAATAAAAGAAATAAAATGCACAGAAAAAGCCA
GTAAAAAAAGCCAAAGTAAAACAGAAAAGGAATCAA

>66.5 Fwd
GATGCAGAGATTGGGATAAAAATGTTATCAGATTCGTGGAAATATCACGAAATAAAAGAAATAAAATGCACAGAA
AAAGCCAGTAAAAAAAGCCAAAGTAAAACAGAAAAAGGGAATCAAGAAAAGACAATAGTTTATCAAGTAACAGGA
GAGATAGAACCTAGAGAATCAGTGATAGAAGCGGAAAAAATCAAAGCCGGAAGATTTATATTAGCGACAAATATA
TTAGACAAGAAAGAGGTGAGTAATGAAAAGCTATTAGCCGAATATAAAGCGCAGCAAAGTAACGAGAGAGGATTT
AGATTTTTAAAAGATCCGTTATTTTTCACAGCAAGTGTATTCGTGAAAAAACCAGAGAGAGTGGAAGCAATAGCG
ATGATAATGGGATTGTGCTTGTTAGTGTATAACCTAGCTCAAAGAAAATTGAGAAAACAATTAGAAACAGCCCAA
GAAGGGGTGAGGAATCAGGTCAAGAAAATCACGAATAAACCGACAATGCGGTGGATATTTCAAATGTTTCAAGCG
GTACATTTAGTCAGGATAAATGGGGAGAAACAAGTGAGTAACTTAACCCAAGAACGTCAAGAAATATTGCAGCAT
TTAGGGAAAGATTGCTGTCAATACTATTTAATGATTCCTGGGGGATAAAGATTAAAAGAAAGGGGGAAATAGTTG
TAAAAAATCTAAGTTATGAGTCAAGATGAGAACTCTTGGCTGAAAAGAATTTGGTGATAAAATACAAATATATTA
AAAAAATGGAGTTCTATTTCTATTAAAAAATAGTAATTATTTATGTTTAGTTAAATAGCGGTAAACTAGCTATAT
AATTTGATAGTAAAGCCTCGGAAGTTCACCGAAAAATTGGAATAGGTTTCTATTTTTTAGAATTAGTGGAAAATT
TGACCCCTATCTGCGGAATGTGGGTTACAAGAAAGTTTAGATTTTAAAATTCAACAAT

>66 Rev
GCCGGAAGATTTATATTAGCGACAAATATATTAGACAAGAAAGAGGTGAGTAATGAAAAGCTATTAGCCGAATAT
AAAGCGCAGCAAAGTAACGAGAGAGGATTTAGATTTTTAAAAGATCCGTTATTTTTCACAGCAAGTGTATTCGTG
AAAAAACCAGAGAGAGTGGAAGCAATAGCGATGATAATGGGATTGTGCTTGTTAGTGTATAACCTAGCTCAAAGA
AAATTGAGAAAACAATTAGAAACAGCCCAAGAAGGGGTGAGGAATCAGGTCAAGAAAATCACGAATAAACCGACA
ATGCGGTGGATATTTCAAATGTTTCAAGCGGTACATTTAGTCAGGATAAATGGGGAGAAACAAGTGAGTAACTTA
ACCCAAGAACGTCAAGAAATATTGCAGCATTTAGGGAAAGATTGCTGTCAATACTATTTAATGATTCCTGGGGGA
TAAAGATTAAAAGAAAGGGGGAAATAGTTGTAAAAAATCTAAGTTATGAGTCAAGATGAGAACTCTTGGCTGAAA
AGAATTTGGTGATAAAATACAAATATATTAAAAAAATGGAGTTCTATTTCTATTAAAAAATAGTAATTATTTATG
TTTAGTTAAATAGCGGTAAACTAGCTATATAATTTGATAGTAAAGCCTCGGAAGTTCACCGAAAAATTGGAATAG
GTTTCTATTTTTTAGAATTAGTGGAAAATTTGACCCCTATCTGCGGAATGTGGGTTACAAGAAAGTTTAGATTTT
AAAATTCAACAATTTGAGGAGGAAAGAACTATTTCCTGTAATAATTCTTTTTCGTTAACTAAAGTTAGAGTCATT
TTTGCTCCTAAATTAATGTGATGGTTTGAAGTTGTTTTTACCCATCCCTTATCGGCTAAATTCTTAGCCATTTTA
AGATTTTAGGGTCTTTATCATAGTGATAGGTAAGTCCATCATTTCCCGTAATGGATTTTCCCCGACTGGCTAGGT
TTCTAATACTACTGACGGAATAGTTGCTATCTTTCTAGAAGATCT

>253 Rev
ACAAATACGCTTTTATCATCGGCGTTTCCGTCATCTATTTTTAGATATAATGGCACATCTCCGTCTCCGCTTACT
ACCATATCTATTATAAATTGTTTCAGATCTGGTCTTTTATCTCTTGAGTATCCATGCACTATTTTTATGGCTTTC
ATTTCTTCTTCTATTTCCTGATTTTCTTCTTCTTTACTTTTGTATTCTCCCTCTACTGATATCGAACTGCTATCT
AGGTGTACGCTTTCCTTTTCTACTTGGAATTTTTGGGCGGCTTTTAGGGCTATTGCTGTGAATAGATTTGTTGTT
CCTACTTCATAATATTTATCTAATGCTCTCCCGATTCTGTCATCATTTAGTTGCTCTGCTATTACTCCTTCTCCT
ATTAAATGTTCTGTTGCTTTCCCTACGAAAAAGTTCTCGAATAGGTACAGCGGCGCGCTCAAAAACCCTAATCCA
TTCAAAATCATTGCTTTCATTACCTGTCCTGGGCTTACTGCTTCTTTTGCTCTTAATCCCACTTTTTTATTCACT
TCTTCTACTAATTCCATCTCATCTATTACGCCTGCTACTATTCCTAAATGGTCTAAATTCACGATTTCTATCGCT
TCTAGGGGGTTTTTCATATTTTTATTTGTTCAGCTACTCTAATTATTATTCTACATTGAAAATAGCCCAAATGAT
TGCCATATAATGATTTGGGCTTTTATTTATTCCAATTTAATTGGCAATTCAATTGGCTTAAATATCTGCGGAATG
TGGGTTAAAATTCAACAATTTGAGGAGGAAAGAACTATTTCCTGTAATAATTCTTTTTCGTTAACTAAAGTTAGA
GTCATTTTTGCTCCTAAATTAATGTGATGGTTTGAAGTTGTTTTTACCCATCCCTTATCGGCTAAATTCTTAGCC
ATTTTAAGATTTTAGGGTCTTTATCATAGTGATAGGTAAGTCCATCATTTCCCGTAATGGATTTTCCCCGACTGG
CTAGGTTTCTAATACTACTGACGGAATAGTTGCTATCTTCT
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>253 Fwd
TGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCCCAACAATTTGATGTGATTTTGGCAGGGAATATGTTTGGGGACATTCTCAGT
GATATTGGTGGAGCGTTGGTAGGTTCAATTGGATTATTGGGATCGGCCAGTCTCAATAACCAGGGTTTGGGGATG
TATGAAGCCATTCATGGAACTGCCCCAGATATTGCTGGCAAGGGTATTGCCAACCCCCTGGGTACTCTAGCGGGT
TGTGTTTTGATGCTACAACAATGGGGAGAAATCAAGGCAGCCCAACGGATTCTCAAGGCCCAGGAGCGACTGTTA
GGCAAAGGATACCGCACCGCCGATTTGTTCCCTCAAAACCACGAAACTTTGGTCAATACGGCTACCCTCGTTGAC
CTATTCCTTGAAGAAATTTCCCTTGAACAACCTACTGAATAATGAGTTTAATCCATGACTGATGCTAACAAAATC
CTCTACCTGGGAAATGATATTAATACTGACGATATTATTCCCGCTAAAAGAGGGACTAATGATGATCCAGACCAC
TTAAAACAATATGCTTTAGAACACATCATTGGCGTGGGAGAACTACTACAATATGATGAGATCGAAGCAGGGAAT
AATTTTGGCTGTGGATCAAGTCGAGAAATTGCCCCCATTGCCCTAAAAGCGGCTGGCATCAAAAAAGTTAAAGCG
CGATCGTTCGCCGAAATTTTCTATCGCAATAGTATTAATATTGGACTCCCCTTAGAAATTATTGGGGAGACGGAA
CAAAACCCTGTGGTAGAAGCGATCGCCACTGCTGGGGGATTAATGGCCTTTAATCAAAAGCGTCGTCAAGGCAAG
GTTAAAATTCCGCCTAGTGTCACCCCTGCCCGTCCCATGACCAGGGTGGAAAAGATGTTAGCAAAAGCTTCGGGC
AATGATTATGTGAAACCAGGGGAAAGGGTGTTTGCCAAGATTGATCTGGCTTTATCCCATGACGCGGTGGCTAGT
TCGGTCGCGAAGGTATTTTATGACATT

>253.2 Fwd
TGCCGTCCATGACCAGGGTGGAAAGATGTTAGCAAAAGCTTCGGGCAATGATTATGTGAAACCAGGGGAAGGGGT
GTTTGCCAAGATTGATCTGGCTTTATCCCATGACGCGGTGGCTAGTTCGGTCGCGAAGGTATTTTATGACAATTA
TGGAAAAACCGCCCAATTATGGGATCCGCAACGGGTGGTATTAGTCGCTGATCACTTTATCCAAATTAATGACAT
TCGCCTTGATAACAAAGCCCCGGTTATGTATGAGCAGATGGTCAAATTTGCCCAAGCTCAAGGCTGTCATCTGTT
GGATGTCGTGTCTCCAGGGGAAGCGGCTGGTATCTGTCATGTGTTGCTCCCAGAACAGGGATTTATTCGCCCCGG
AATGATCATTGCAGGAACGGACTCCCATACCTGTACCTATGGAGCTTTAGGAGCCTTTTCCACAGGGGTGGGAAC
CACAGATATGGCCAATATTTTTGCAATGGGGGATATGTGGATACGAGTCCCACCCACTTTGGTGTTTGAGTTATC
GGGAACCCTTCCTCCTCAGATTAGTGCCAAGGATATTATCTTATTTATTCTGGGCAAATTGGGCTGTGGGGGAGC
CACCAGCAAAGTCATGGAATTTCGCGGCTCTATCATTGAACAATTGCCCTTAGATGAACGCCTGACCTTGGCTAA
TATGGCCATTGAATGTGGTGCCATGTGTGGTTTAATTGCGGCAGATGAAGTGACAAACGATTATGTTACCAGTCG
CACACCAATCGGGTTTGAAGACGCGTGCGCGAAGCGTGCCTTTGGCATCGCTGACCCCGATGCCGAGTATGAGGC
TGTTTATCAATTCGATCTGAGCCATTTGGAACCCCAGGTTGCCCGTCCCCCTAAACCAGATCAGGTAGTTAACAT
TAGTCAATTAGAAGATGTTCCCATCACCAAAGCTTTTATTGGCTCTTGT

>253.3 Fwd
GTTCCCATCACCAAAGCTTTTATTGGCTCTTGTACTGGCGGAACTCTACGATCTCGCTCAAGCGGCGGCTGTATT
AAAAGATCGTCGGGTTGCCCAGGGGGTAGATTTATTCGTAGTGCCAGCTTCAATGGAGGTACGTCAAAAAGCCGA
AGAATTGGGCTATCTTGCTATTTTTGAAGAATCTGGGGCGCAACTGCTCAAATCTGGTTGTGGAGCTTGTATTAA
TTCAGGAAAGGGAGTATTAGACAAGGAAGAAACGGGAGTCTATGCCACCAATCGTAATTTTAAAGGACGTAGTGG
CGACCCTACCGCTAAAAATTATTTGGCTTCCCCTAGAACTGTCGCAATTTCAGCTATTAAAGGAAAAATTACTGC
CAATCTTGATTAATACTTTTCTGTTGACATCCTCTCCGCCGTAGAACTTGGAAGTGGTCTTTAATTCGAGGGTTG
TATGATCGGGGCTTAACGAGAGAAAAGATTATCAAGCTGTTTCAAATTATTGACAGAATGATGACTTTACCTAAT
CCTTTACAAGAAAGTTTAGATTTTAAAACCCACATTCCGCAGATAGGGGTCAAATTTTCCACTAATTCTAAAAAA
TAGAAACCTATTCCAATTTTTCGGTGAACTTCCGAGGCTTTACTATCAAATTATATAGCTAGTTTACCGCTATTT
AACTAAACATAAATAATTACTATTTTTTAATAGAAATAGAACTCCATTTTTTTAATATATTTGTATTTTATCACC
AAATTCTTTTCAGCCAAGAGTTCTCATCTTGACTCATAACTTAGATTTTTTACAACTATTTCCCCCTTTCTTTTA
ATCTTTATCCCCCAGGAATCATTAAATAGTATTGACAGCAATCTTTCCCTAAATGCTGCAATATTTCTTGACGTT
CTTGGGTTAAGTTACTCACTTGTTTCTCCCCATTTATCCTGACTAAATGTACCGCTTGAAACATTTGAAATATCC
ACCGCATTGTCGGTTTATTCGTGATTTTCTTGACCTGATTCCTCACCCCTTCTTGGGCTGTTTCTAATT

>253.4 Fwd
ACTAATETACCGCTTGAACATTTGAAATATCCACCGCATTGTCGGTTTATTCGTGATTTTCTTGACCTGATTCCT
CACCCCTTCTTGGGCTGTTTCTAATTGTTTTCTCAATTTTCTTTGAGCTAGGTTATACACTAACAAGCACAATCC
CATTATCATCGCTATTGCTTCCACTCTCTCTGGTTTTTTCACGAATACACTTGCTGTGAAAAATAACGGATCTTT
TAAAAATCTAAATCCTCTCTCGTTACTTTGCTGCGCTTTATATTCGGCTAATAGCTTTTCATTACTCACCTCTTT
CTTGTCTAATATATTTGTCGCTAATATAAATCTTCCGGCTTTGATTTTTTCCGCTTCTATCACTGATTCTCTAGG
TTCTATCTCTCCTGTTACTTGATAAACTATTGTCTTTTCTTGATTCCCTTTTTCTGTTTTACTTTGGCTTTTTTT
ACTGGCTTTTTCTGTGCATTTTATTTCTTTTATTTCGTGATATTTCCACGAATCTGATAACATTTTTATCCCAAT
CTCTGCATCCGCTATGCAAGCATACTCTTGTTTCAATAGCTTCCGCAGTGATGCTTTGGCGTTCTCTAACTGTTT
TTCTACTTGCTCTGATATTTTTTTTAGGGCTGCTTTTTTCCTGGCTTCACTTTCTACTACTAACCATCTTTGTTT
TATGTTTGCGTACTCACTTGATTTCGTTGCTATTCTATATCCTTTTATTTGACTCTGCTCCCATTCTTCCTCTTC
TATCTCTACAATCTTATTTTGCGCTTCTTTTATACTTAATGGTACTCTTGTTATCCATTTCATTCCTGCCATTGC
TCCTATATTCTCTGCTGTGTATAATGCACTGTCTGCTACACATATTCCTTCAAATGTCCATTGCTTTTTAAATTC
TTTTAGTCTTTCTACAAATACGCTTTTATCATCGGCGTTTCCGTCATCTATTTTTAGATATATG
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Anhang E mvdB IGS Region Sequenzen

>mvdBDel277
ATTTCCAGATAATAAGTCTCTGTATGTTGTAATATTTTATCCTAGAAGTTTGGTTGATAAATCTCGCCATTTTTT
TTAACAACTTAGTTTCAAAATTCCCCTTTTAAAGCTATGCTTAAAGCAAAATTAAAAATCGAAATTACGGAGAAA
ATAGTTGT

>mvdBDel757
ATTTCCAGATAATAAGTCTCTGTATGTTGTAATATTTTATCCTAGAAGTTTGGTTGATAAATCTCGCCATTTTTT
TTAACAACTTAGTTTCAAAATTCCCCTTTTAAAGCTATGCTTAAAGCAAAATTCAAAATCGAAATTACGGAGAAA
ATAGTTGT

>mvdBDel1804
ATTTCCAGATAATAAGTCTCTGTATGTTGTAATATTTTATCCTAGAAGTTTGGTTGATAAATCTCGCCATTTTTT
TTAACAACTTAGTTTCAAAATTCCCCTTTTAAAGCTATGCTTAAAGCAAAATTCAAAATCGAAATTACGGAGAAA
ATAGTTGT

>mvdBDel1840
ATTTCCAGATAATAAGTCTCTGTATGTTGTAATATTTTATCCTAGAAGTTTGGTTGATAAATCTCGCCATTTTTT
TTAACAACTTAGTTTCAAAATTCCCCTTTTAAAGCTATGCTTAAAGCAAAATTAAAAATCGAAATTACGGAGAAA
ATAGTTGT

>mvdBDell1459.36
ATTTCCAGATAATAAGTCTCTGTATGTTGTAATATTTTATCCTAGAAGTTTGGTTGATAAATCTCGCCATTTTTT
TTAACAACTTAGTTTCAAAATTCCCCTTTTAAAGCTATGCTTAAAGCAAAATTAAAAATCGAAATTACGGAGAAA
ATAGTTGT

>mvdBDel779
ATTTCCAGATAATAAGTCTCTGTATGTTGTAATATTTTATCCTAGAAGTTTGGTTGATAAATCTCGCCATTTTTT
TTAACAACTTAGTTTCAAAATTCCCCTTTTAAAGCTATGCTTAAAGCAAAATTAAAAATCGAAATTACGGAGAAA
ATAGTTGT

>CYA34
Atttccagataataagtctctgtatgttgtaatattttatcctagaagtttggttgataaatctcgeccatttttt
ttaacaacttagtttcaaaattccccttttaaagctatgcttaaagcaaaattaaaaatcgaaattacggagaaa
atagttgt
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Anhang F mvd Precursor Sequenzen

>6.89 Typ2
CAGATCATCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCGACTCAAACATTATTTTCTCCTGGG
TATCAAAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCTTTCAGTTATTAAATAACTAC
TACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCAAAATCGGAAGGCCACTTGAAAGTC
CAGACCGGGATATCGGTAGAAGTGGAACCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAGCAAAGAAGGGG
ACTGCTGATCCGGTCGATACTTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGATAATTGCTGGGATTC
TATCACGAATCGACCCAATATAGCAAGTCTAAATCAATTGTATAAGTAGTTTGATATCCAATCTTAAAAAAATCA
AGCAATCAAATAGGGAGTAGCTTTTAGTTATTAAATAACTGCTACTCCCTTAAATTGTGGATTAAGATTGCTCTT
ATCTATTTAATAATCTTCCCAATCGGAAGGATACTTATAAGTACTACCGTAAGGAGCAGAATTAGAATTGTTAGC
TTCCACGGCTTGCTCTGCTAAGAAACGAGCAAAGAAGGGGACTGCTGTGGGCGCAGAGACTTTAACATTTTTAGA
CATGAGTTAAGTTCCTTTTGCAATATTGACCTGCGACCAAGATACTACGGACGAACAGGATATGTCAAGGGAAAT
CCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTATCCTGAATCACTAAGATGGTTTCTGGTTTGTAGGAGTAAGC
AGAATTTCAGCGATCGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACATATTCTCAGCTGCAT

>83/2 Typl
GTTTTCAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATA
AAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTT
CTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCT
TGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTT
CCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACT
AAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATG
TTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACA
ATATTCTCAGCTGCCATGGATACAAA

>166 Typl
TCAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAG
TTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGA
AAAGTAAACTACTATTTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTC
AGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGA
TTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAA
GCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTG
AGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATAT
TCTCAGCTGCCATGGAAT

>170 Typl
CAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGT
TAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAA
AAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCA
GAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGAT
TGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAG
CTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGA
GTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATT
CTCAGCTGCCATGGATCC

>178 Typl
GCTGGCTTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGAGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTAC
TATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACAC
AGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAG
TTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGAT
TTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTA
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>259 Typ3
TACCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTC
CCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTGATGTCCAA
AAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAA
CAATTCTAATTCTGCTCCTTTCTCTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAA
TCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTT
TTAACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATCCCTGCTGATTGTGAATAACTATCCGTCCTA
AATTTCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTACTTGACATATCTGGTCACTACTGATAGGATTTTAACAATTAAATTT
CTGGAAAGGAACTTAACTCATGTCTAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTT
CTTAGCGGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGGTAATACTATGAAGTATCCTTCCGA
TTGGGAAGAATATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAA
GCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATATCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCT
ATATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAA
GGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTAC
TTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATTGTTAAGTAGACCAGAGCCA
TCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAG
TTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTA
TTGGCATGAATTCGGGATGCATCT

>281 Typ3
GATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACATACCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATA
AAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATT
GCAAAAGGAACTTAACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTC
TTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTTCTCTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTT
GAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCT
ACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATCCCTG
CTGATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTACTTGACATATCTGGTCACTA
CTGATAGGATTTTAACAATTAAATTTCTGGAAAGGAACTTAACTCATGTCTAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCC
AAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCGGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTAC
GGTAATACTATGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGAATATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCGAAAATTAAGG
GAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATATCAAACT
ACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAG
TAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAG
CAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGG
GAAGATTGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTA
CTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTC
GCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGATGCAGTG

>354 Typ3
CTACCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGA
CATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGT
TAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTC
TAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATA
AATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTT
AATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAA
CAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATT
TCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCCTTAACAATTAAATTTATG
GAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
AGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTT
TGAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGC
TACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTAT
ATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAG
TATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTG
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>364 Typ3
CACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTG
ACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATG
TTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTT
CTAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATAT
AAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCT
TAATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTA
ACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTARAT
TTCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATG
GAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
AGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTT
TGAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGC
TACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGAT TGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTAT
ATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAG
TATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTT
CTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATC
TTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATACTAAGTT
AAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATT
GGCATGAATTCGGGATGCATCTT

>371 Typ?2
TGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGA
TTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTAT
CTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTG
TCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGATACTC
GTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAAC
TCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAGTAGC
AGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATA
CAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTAGT

>372 Typ2
GTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTA
GTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAA
GCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGAT
ACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTA
CAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAG
TAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACT
TATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAA
ACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAA
GACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAR
GATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTC
CCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCT
ATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTGCTG

94



>384 Typ3
ATATCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGA
TTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGT
CCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAG
CTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTC
GCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAA
GAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTG
ACTTTTTTAACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCC
GTCCTAAATTTCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATT
AAATTTATGGAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGC
TCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCC
TTCCGATTTTGAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATA
ACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAG
ACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAA
ATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTG
ATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACC
AGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTTTGTTTAAA
TACTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTA
GTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTG

>394 Typ2
TTTCAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAA
AGTTAATCATTTTTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGC
AAAAGGAACTTAACTCATGTCTAAAAACGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
AGCAGAACAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGCTAATACTATGAAGTATCCTTCCGATTG
GGAAGAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAGATGCTTAAATAG
ATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTG
CTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGA
TATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCA
GTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACG
GTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGG
GAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTG
TGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGA
TCTTTCTAGAGATCTC

>405 Typ3
ACTACAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATA
TCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAA
GTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAAT
TCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATA
GAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATC
TACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAA
AGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCCT
AGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATGGAAAG
GAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAG
AGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAG
ATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTC
CCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGG
GTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCG
ACCGGATTAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAACAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACC
GATATCCCCCCGGTCTGGACTTGGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGAGCCATCTTGATCGAAA
ATTAAGGGAGTAGCCAATAACTAAAAGCTACTCCTAATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTT
TGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGATG
CATAC
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>406 Typ3
CCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACAT
ATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAA
AGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAA
TTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAAT
AGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAAT
CTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAA
AAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCC
TAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATGGAAR
GGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCA
GAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAA
GATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACT
CCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTG
GGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATC
GACCGGATTAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAACAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTAC
CGATATCCCCCCGGTCTGGACTTGGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGAGCCATCTTGATCGAA
AATTAAGGGAGTAGCCAATAACTAAAAGCTACTCCTAATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATT
TTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAT
GATAC

>550 Typ3
TAACAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATAT
CCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAG
TCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATT
CTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAG
AGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCT
ACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAA
GTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCCTA
GATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATGGAAAGG
AACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGA
GCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAGA
TGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCC
CTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGG
TCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGA
CCGGATTAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAACAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCG
ATATCCCCCCGGTCTGGACTTGGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGAGCCATCTTGATCGAAAA
TTAAGGGAGTAGCCAATAACTAAAAGCTACTCCTAATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTT
GATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGATGA
GAC

>551 Typ3

ACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGA
CATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGT
TAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTC
TAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATA
AATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTT
AATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACCTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTA
ACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAAT
TTCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATG
GAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
AGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTT
TGAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGC
TACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTAT
ATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGG
TATCGACCGGATTAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAACAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTT
CTACCGATATCCCCCCGGTCTGGACTTGGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGAGCCATCTTGAT
CGAAAATTAAGGGAGTAGCCAATAACTAAAAGCTACTCCTAATTTTTGTTTAAATATTAAGT TAAAGTAGTTTTA
TATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGT TATTATTGGCATGAATTCG
GGAGATCC
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>554 Typ3
CTCACTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGT TAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGA
CATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGT
TAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTC
TAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATA
AATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTT
AATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAA
CAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATT
TCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATGG
AAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTA
GCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTT
GAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCT
ACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATA
TTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGT
ATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTC
TACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCT
TGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATACTAAGTTA
AAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTG
GCATGAATTCGGGACGC

>496/1 Typ3
TACACTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGA
CATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGT
TAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTC
TAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATA
AATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTT
AATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAA
CAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTTGTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATT
TCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACTACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATGG
AAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCAAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTA
GCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTT
GAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCT
ACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTAT
ATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGG
TATCGACCGGATTAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAACAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTT
CTACCGATATCCCCCCGGTCTGGACTTGGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGAGCCATCTTGAT
CGAAAATTAAGGGAGTAGCCAATAACTAAAAGCTACTCCTAATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTA
TATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCG
GGTGAT

>365 Typ3
AAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTG
CAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCT
TAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGG
AAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTT
GGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGC
TACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTCTT
GTTAATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCCTAGATTATTGGGTTAAAATTTCCTTGACATATCTGGTCACT
ACTGATATAGTCTTAACAATTAAATTTATGGAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCC
AAAAGCTGTTCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTT
CATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAA
GGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAA
CTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAA
AGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAG
AGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATT
GGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAAC
TACTCCCTATTTTTGTTTAAATACTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTT

97



>808 Typ2
AGACATTATTTTCTCCTGGGTATCAAAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATTAGGAGTAGCT
TTTAGTTATTGGCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACT
TCCAAGTCCAGACCGGGGCCGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGTTAAGAAAC
GAGCAAAGAAGGGGACGGCTAAGTCGGTCGATACTTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCT
AATTGCTGGGATTGTATCACGAATCGACCAGATATGGCAAGACTTACCTAAAGACCTACCGCCCTATTCCACCGT
TTAAGTAGGTGGTCATAATTAAAGTTAAAATACTAAAAGCTGTAAGTTCTTCAGGATAATGATTTCAGCTTTCCG
TTTGTTGACGTTATTTATGCCCACCTACTTATAAAAAAATTGATGATTGATGAAATTGTCGGTAAACGCATTTTA
ATCCCCACACAATTTACGGGAATTGTTACCGTTGAAACTGCTGACCTGATAGACGATACCAAGCTACTACTAAAC
TGGAGTAAACGACAACGCCATCTAATCAAAATATGCCAGATCAAAGAATGCCGAATTTATACATGATTTGTGGTG
CAAATGGGTCAGGGAAAACCACCGCCGCTTTACAAATTCTCCCCAACTTCCTAGAAGTATTTCAATATGTARATG
CCGATGAARATTGCTGCGGGACTTTCTCCCTTTAATTCTGAATCCGTAGCGATTCAAGCCGGACGATTAATGTTAG
AAAGATTAGAAACTTTAGTTAATAATCGAGTTGATTTTGCTTTTGAAACTACTTTAGCAACTCGCAGTTATGCCC
GTTTTTTGAGAAACTGTAAAAATAAAGCTTATCAAATAAACTTAATTTATTTTTGGTTACAAAGCCCGGAATTAG
CAATCGCAAGAGTACGCAGACGGGTAGAAAGCGGGGGTCACAATATCCCAGAAGATGTCATTCGCCGCCGTTATG
AACGGGGACGGAAAAACCTGACTGATTTGTATTTATGTTTATGCGATACTTGGATAGTCTACGATAATTCTGGGA
CTAGCCCTCAATTAGTAGCCACATTAGGAAATAACCAAGAGGTAATAATTTATGAACCCGCCACCTGGAATCAAR
TCACCCTCCGAGAATAACCTCCAAATTCCCCTAACAGAACTTCATCAAAAAATTGATGCTGGGGTTAAAGTTGCT
ATTGCTAAAGCCCTAGATAAACATCGGAAATTAGGGGAATCTATCAGTGTTTGGCAAGATGGAAAAGTTATCACG
TTAAATGCAGAGGAAATTCCTCAGCCTCCATCAAATTAAATTAATAACTTTTATTAAAAAAGTCAAGCCATCAAR
TAGGGAGTAGCTTTTAGTTATTAAATAACTGCTACTCCCTTAAATTGTAGATTAAGATTGCTCTTATCTATTTAA
AAATCTTCCAAATCGCAAGGATACTTCCGAGTTGTAGTAGGTGCGACTCTATTTATATCTGGCGACGTCTCTACC
AGTCTTCCCAATCGGAAGGAAACTTACGAGTATCGAAAGGAGCAGAATTAGAACTGTTAGCTTCCACGGCTTGCT
CTGCTAAGAAACGAGCAAAGAAGGGGACAGCTTTGGGCGCAGAGACTTTAACGTTTTTAGACATGAGTTAAGTTC
CTTTTGCAATATTGACCTGCGACCAAGATACTACGGACGAACCGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAAAAAATGAT
TAACTTTTA

>549 Typ2
GGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCA
GAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTTTCCTTCTGATTTTGAA
GATTTTTAAGTAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACT
CCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAAGTTATCAATTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATTTTTGTTG
ATTGTGAATAACTATCTATCCTAAATTTCCTTAACATATAGCAAGTCTAAATGGATTGTACAAAAAGACTCGCGG
TGATTATTAATCCCCAAAAATATCTATATTCCACTGTAGGGGCGGCATCGCCCTACGATGAATTGGATATCAAAC
TACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATAAAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAA
GTAAACCACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGA
GCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGARATGGCCTTCCGATTG
GGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCT
ACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGT
CGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTGCTG

>553 Typ?2
TCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAAC
CATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTC
ATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGC
GCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCC
TTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCA
CCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTT
AAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCA
AACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGA
AAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAAT
AGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGA
TTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAA
GCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTG
AGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTGCTGAAAAACTCGA
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>557 Typ2
ATCTTCTAGAAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTA
ATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAAT
ATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGT
TTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGAT
TGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCG
ATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAA
AAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTG
CTATATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATC
AAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCT
ACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGC
CATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTA
AGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTAT
TATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTGCTGAAA

>757 Typl
AGTTTCAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTT
CTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGT
CAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTT
TCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTC
TTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCT
TCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAAC
TGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGT TTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAAT
GTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTAC
AATATTCTCAGCTGCCATGGAT

>759 Typl
CTCGAGTTTTTCAGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGG
ATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCC
CAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTT
CTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGAC
TTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAAT TAAGGGAGTAGCA
GTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCA
GGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTA
GAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCT
GTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTG
GCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTT
TTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTT
CAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGT
TTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAG
TGTAAAGCCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT

>760 Typl
TTCAGCAGATCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCGACTCAAACATTATTTTCTCC
CTGGTATCACAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATAGGGAGTAGTTTTTAGTTATTGAATAA
CTGCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACTTCAA
AGTCCAGATCGTGGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAGCAAA
GAAGGGGACTGCTGATCCGGTCGATACTTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCTAATTGTT
GGGATTCTATCACGAATCAATCAGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTA
TCCTGAATCACTAAGATGGTTTCTGGTTTCTAGGAGTAAGCAGAATTTCAGCGATCGATCTTTCTAGAAGATCTC
CTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAATTCAC

>761 Typl
CAGCAAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAG
TTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGA
AAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTC
AGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGA
TTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGT TATTCAATAACTAAAR
GCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGT TAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTG
AGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATAT
TCTCAGCTGCCATGGA
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>762 Typl
AGCAGATCATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTA
ATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAA
GTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGA
GCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTG
GGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCT
ACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGT
TGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCT
CAGCTGCCATGGATCA

>763 Typl
GCAAGATCAGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTTCTTA
ATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAAT
ATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTG
AAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGT
CAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCG
ATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAA
AGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTT
GAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATA
TTCTCAGCTGCCATGGAAAC

>764 Typl
AGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTTCTTAA
TAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAATA
TTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGA
AAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTC
AGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGA
TTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGT TATTTAATAACTGAAAR
GCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGT TAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTG
AGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATAT
TCTCAGCTGCCATGGAACAAA

>766 Typl
CACTCGAGTTTTCAGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAG
GATACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGA
TCACAGGTCAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCA
ATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTG
CTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGA
AGTGGCCTTCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTAT
TTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAG
AAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGA
TCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAATCA

>775 Typl
GCTCGAGTTTTTCAGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTT
TTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAA
TTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGC
TCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAA
GTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATT
CAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGA
AAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGAT
CTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATAT
TAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATC
GACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAAC
GAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGT
TAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAG
TTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCG
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>777 Typl
CTTTCAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAA
AAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTC
TGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
GTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTC
CGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTA
AAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGT
TTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAA
TATTCTCAGCTGCCATGGAAACT

>779 Typl
CTCGAGTTTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTT
TTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAA
TTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGC
TCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAA
GTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATT
CAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGA
AAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGAT
CTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATAT
TAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATC
GACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAAC
GAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGT TCAGGGT
TAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTARAG
TTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAR
GCCTGGGGTGCCTAATG

>788 Typl
CGCTGAATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATC
ATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTA
AACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCA
AGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGA
AGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACT
CCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGC
TATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAG
CTGCCATGGAAAAGAAAA

>805 Typl
GATGGCTCGAGTTTTTCAGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGAT
ACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCA
ACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCT
TTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTT
TGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGT
TATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAG
GAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGA
AGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGT
ATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGC
AATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTT
GAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCA
GGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTT
AAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTG
TAAAGC
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>836 Typl
TCAGCAAGATCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCGACTCAAACATTATTTTCTCC
CTGGTATCACAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATAGGGAGTAGCTTTTAGTTATTGAATAA
CTGCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACTTCAA
AGTCCAGATCGTGGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAGCAAA
GAAGGGGACTGCTGATCCGGTCGATACTTTGATATTTTTAGACATAGTAGT TTACTTTTCAGAAAGCTAATTGTT
GGGATTCTATCACGAATCAATCAGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTA
TCCTGAATCACTAAGATGGTTTCTGGTTTCTAGGAGTAAGCAGAATTTCAGCGATCATCTTTCTAGAAGATCTCC
TACAATATTCTCAGCTGCCATGGATC

>839 Typl
TCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGT
TCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTAC
TATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACAC
AGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAG
TTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGAT
TTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAG
GAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCA
TGGATAA

>865 Typl
GTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTT
CTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGT
CAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTT
TCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTC
TTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCT
TCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAAC
TGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAAT
GTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTAC
AATATTCTCAGCTGCCATGGATC

>873 Typl
CAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTTCTTAA
TAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAATA
TTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGA
AAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTC
AGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGA
TTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAA
GCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTG
AGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATAT
TCTCAGCTGCCATAG

>1459/16 Typl
TCAGCAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAG
TTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGA
AAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTC
AGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGA
TTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAA
GCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTG
AGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATAT
TCTCAGCTGCCATGGATC
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>7821 Typl
TTCAGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAR
AGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCT
GAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTG
TCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCC
GATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAA
AAGCTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTT
TGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAAT
ATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTAT
ATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATG
AAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGA
GCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATC
CATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGT TTAAAGTTTAAACCTC
CTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTG
CCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAA

>A7 Typl
TTCAGCAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAA
AGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCT
GAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTG
TCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCC
GATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAA
AAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTT
TGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAAT
ATTCTCAGCTGCCATGGAACAAG

>257 Typl
TTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATA
GAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGT
CCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGAT
CTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGA
GTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTG
ATACCAGGAAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAAGGC

>260 Typl
TTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATA
GAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGT
CCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGAT
CTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGA
GTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTG
ATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGT TATTATTGGCATGAATTTCGGGGAGA

>390 Typ2
TTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGT
TAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGC
TCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTC
CGATTGGGAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCT
TGCGATTTGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAA
CTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGA
CTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAA
TATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGA
TTCTACTTCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCA
GAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAAT
ATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAG
TTATTATTGGCTG
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>396 Typ2
AAGTTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCATCAGTAGTATCTTGGTCGCAGGTTAATATT
GCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTC
TTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTGCTCCTTTCGATACTCGTAAGTTTCCTTCCGATTGG
GAAGACTCCTGGTAGAGACGTCGCCAGATATAAATAGAGTCGCACCTACTACAACTCGGAAGTATCCTTGCGATT
TGGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCTACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAG
CTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTA
TATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAG
GTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACT
TCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCAT
CTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGT TTAAATATTAAGT
TAAAGTAGTTTTATATTGTGAT

>770 Typl
TACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATC
ACAGGTCAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAAT
TAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCT
CGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAG
TGGCCTTCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTT
AATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAA
AATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATGCGGGAGAG

>771 Typl
AAGGATACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCT
CGATCACAGGTCAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCA
GCAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCT
TTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTT
TGAAGTGGCCTTCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGT
TATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAG
GAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGACGGCTT

>782 Typl
TACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCC
AACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTC
TTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACT
TTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAG
TTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAG
GGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGAAGAAGCT

>787 Typl
TTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAAC
AATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTT
GCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTG
AAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTA
TTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGA
GAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGA

>804 Typl
AACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCC
AACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTC
TTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACT
TTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAG
TTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCA
GGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCGGGG
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>807 Typl
ATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGC
TTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTT
TCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGC
CTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATA
ACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATA
ATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGAGGCCGAA

>814 Typl
CTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAA
CAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTT
TGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTT
GAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTT
ATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGG
AGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATGCGGG

>815 Typ?2
GGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTTTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCGGTTCGTCCGTAGTATCTTG
GTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCTAAAAACGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCC
CTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAACAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGCTAATACTAT
GAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTGGTACTTATAAGTATCCTTCCGATT
TTGAAGATGCTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAG
CTACTCCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATGTCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTA
TATTGGGTCGATTCGTGATATAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAG
GTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACT
TCTACCGATATCCCCACGGTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCAT
CTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGT
TAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTAT

>828 Typl
TTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATA
GAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGT
CCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGAT
CTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGA
GTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTG
ATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCG

>830 Typl
TAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTA
GCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCG
TTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTG
GCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAA
TAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAA
TAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTCGGGGAGAGAGCATA

>838 Typl
TTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAA
TTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGC
TCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAA
GTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATT
CAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGA
AAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAGTT

>840 Typl
TAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTA
GCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCG
TTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTG
GCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAA
TAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAA
TAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATCCGGGAGACGCCA
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>976 Typl
AGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAA
TCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCC
CTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTG
GACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTA
GCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATA
CCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTGGGGAGAGAGGA

>1459/11A Typl

TCGATCGCCGGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCA
TTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAA
ACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAA
GACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAA
GATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTC
CCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTGCTTC
AGAAAAAAARAAGA

>169 Typl
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCCGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGT TATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGA
TTTTTGTTTAAATATTAAGT TAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATGGGGG

>111 Typl
TGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAA
TCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCC
CTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTG
GACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTA
GCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATA
CCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGA

>110 Typl
GATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGA
TTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTC
TAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAAC
TGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGT
AGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGT
TTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAA
AGGTAGTTATTATTGGCATGATTTTCGGGGAGA

>108 Typl
TCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCA
TTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAA
ACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAA
GACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAA
GATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTC
CCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCT
ATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGACG

>Mvdl39 Typl
TCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCA
TTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCTTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAA
ACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAA
GACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAA
GATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTC
CCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCT
ATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCGGGAGA
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>145 Typl
ATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGAT
TTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCT
AAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACT
GGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTA
GACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTT
TAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGT TGCTATCAGGAAAAAR
GGTAGTTATTATTGGCATGATTTTCGGGGAGA

>1459.17 Typl
GGATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGG
ATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGT
CTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAA
CTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAG
TAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTG
TTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGT TTGAGTTGCTATCAGGAAAA
AAGGTAGTTATTATTGGCATGATTT

>1459.14 Typl
ATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGAT
TTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCT
AAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACT
GGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTA
GACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTT
TAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGT TGCTATCAGGAAAAAR
GGTAGTTATTATTGGCTGATTTTTCGGGGGGA

>1459.15 Typ2
GGCATGGTCGTTAGTGATTAGGATACTTTTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCG
GTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGTTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCT
CTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTG
CTCCTGCTACCACTCGGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAAT
TTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGATTTTTTTAAGAT TGGATAT
CAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCT
GAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTG
TCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCC
GATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAA
AAGCTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTT
TGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCTGATTTCTCGGAGAA

>126 Typ2
CGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGT
TAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAR
AGGAACTTAACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGC
AGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGGTAATACTATGAAGTATCCTTCCGATTGGGA
AGAATATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACT
CCCTATTTGATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATATCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTG
GGTCGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATC
GACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTAC
CGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGA
TCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGT TARAG
TAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCA
TGAATTCGGGAG

>1459.21 Typl
GAATCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGA
TTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTC
TAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAAC
TGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGT
AGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGT
TTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAR
AGGTAGTTATTATTGGCTGATT
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>1459.30 Typl
TCGATCGCTGGATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGT TAATCAT
TTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAR
CTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAG
ACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAG
ATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCC
CGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTA
TCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTTCGGGGAGA

>1459.31 Typl
TCGATCGCCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATC
ATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTA
AACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCA
AGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGA
AGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACT
CCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGT TTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGC
TATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCGGGAGA

>1459.36 Typl

ACCACCGTAACATCTTAGTATTAAGGATACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTT
ATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGG
GTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCG
ACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACC
GATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGAT
CGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGT
AGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCTG

>161 Typl
TCGATCGCTGGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCA
TTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAA
ACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAA
GACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAA
GATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTC
CCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCT
ATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTTCGGGGAGA

>250 Typl
GATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTCCGGGAGA

>251 Typl
GATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATGTCGGGAGACG

>252 Typl
TTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTT
CTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACT
ATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACA
GAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT
TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATT
TTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGG
AAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCGGGGAGAGA
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>253 Typl
GATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGT TAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCGGGAGA

>Mvd254 Typl
CGTCGATCGCCGGAAATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAA
AAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTC
TGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
GTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTC
CGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTA
AAAACTACTCCCTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGT
TTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGA

>255 Typl
GGATCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTCGGGAGA

>256 Typl
GATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTCGGGGAGA

>277 Typl
TCGATCGCCGGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCA
TTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAA
ACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAA
GACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAA
GATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTC
CCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCT
ATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGA

>274 Typl
ATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGAT
TTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCT
AAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACT
GGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTA
GACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTT
TAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAA
GGTAGTTATTATTGGCATGATTTCCGGGAGA
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>2A Typ2
AAAACTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAA
CTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCC
GTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTACTCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAA
ATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTG
ATGGCTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTACGCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCTG
ATTTTGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGGTTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAAT
ATTTATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAG
TAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAA
CAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGG
GAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTA
CTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTCG
CTATCAGAAAAAAAAGG

>299 Typl

GATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTGCTTCAGAA
AAAAAAATG

>307 Typ3
GTCACTCCTACAACCCAGAACCATTTAGTGATCAGAATCTTTTATAAAAGTATCATGTCTGATTTACCTGACAAT
ATCTGTCGTCGTAGTATCTGTCGCAGTCAATATGCAAAAGACTACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGC
CCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTT
TCTCTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGG
GAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAAGTTATCAATTT
AAGGTATTTAATATACTTGACAATCCCTGCTGATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCCTAGATTATTGGGT
TAAAATTTACTTGACATATCTGGTCACTACTGATAGGATTTTAACAATTAAATTTCTGGAAAGGAACTTAACTCA
TGTCTAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCGGAGCAAGCCGTGG
AAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGGTAATACTATGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGAATATTAAATAG
ATAAGAGCAATCTTAATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATTGC
TTGATTTTTTTAAGATTGGATATCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGAT
AGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCG
TCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGG
TCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATTGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGG
AGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGT
GATCCCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTCGCTATCAGAAAAAAAGG

>31.1 Typ?2
AAAATCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTAAGAATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTT
GTGTTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTA
ACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGC
CGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTGGTACCACTCGGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGAGTGGTAGAG
ACATCGCCCGCCAGATATAAATAAAGTCGCACCTACTACCAATCGGAAGTATCCTGGCGATTGGGAAGATTTTTA
AATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTT
GATTGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATATCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATT
CGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGAT
CAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCC
CCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAAT
TAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTA
TATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCG
GGGAGAA
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>3 Typl
TCGATCGCCGGATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCAT
TTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAA
CTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAG
ACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAG
ATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCC
CGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTA
TCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTCCCGGGAGA

>320 Typl
GGATCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGA
TTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTC
TAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAAC
TGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGT
AGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAACTACTCCCTATTTTTGT
TTAAATACTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTGAGTCGCTTCAGAAAAAAAG
GG

>40 Typl
TCGATCGCCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTTCTTAATAAAA
GTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAATATTACA
AAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGAAAAGT
AAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGC
AAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTTTG
AAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTAC
TCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCG
CTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTTCGGGGAGA

>32 Typ2
ACTCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCT
GGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCA
TGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGG
AAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTACTCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAAATAG
ATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTGATGG
CTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTACGCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCTGATTT
TGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGGTTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAATATTT
ATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAA
CTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAG
ACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAG
ATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCC
CTATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTA
TCAGGAAAAAGGTAGTTATTTTGCTGAAGTATTCTCCCGAGAAA

>39 Typl
GATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGA
TTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTC
TAAAAATATCAAGGTGTCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAAC
TGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGT
AGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGT
TTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAA
AGGAAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGA
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>41 Typ2
AGAACTCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGT
TCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAAC
TGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCG
TGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTACTCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAAA
TAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTGA
TGGCTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTACGCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCTGA
TTTTGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGGTTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAATA
TTTATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGT
AAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAAC
AAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGG
AAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTAC
TCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTCGC
TATCAGAAAAAAGTT

>63 Typ2
AAAATCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTT
GTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTA
ACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGC
CGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTACTCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTA
AATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTT
GATGGCTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTACGCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCT
GATTTTGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGGTTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAA
TATTTATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAA
GTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGA
ACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTG
GGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCT
ACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTC
GCTTCAGAAAAAAAGGT

>5-81 Typ2
TTCGATCGCCTGGAAATCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAA
AGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGC
AAAAGGAACTTAACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTT
AGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTACTCTGAAGTATCCTTCCGATTG
GGAAGATTATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGC
TACTCCCTATTTGATGGCTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTACGCACAAGACCAAAGAAACCGG
GTTTCTGGCCCTGATTTTGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGGTTTCTGCGTAAGTCCTAATTA
ATTTAACGCCAATATTTATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTA
GCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCG
TTTCTTGTCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCCCGATCTGGACTTTCAAGTG
GCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAA
TAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGTCCCCAGGAGAAAAT
AATGTTGAGTCGCTTCAGAAAAAAAGAGT

>64 Typl
TCGATCGGCCGGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAGGATACTTTCTTAATAAAA
GTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGATCACAGGTCAATATTACA
AAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCAATTAGCTTTCTGAAAAGT
AAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGC
AAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTTTG
AAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTAC
TCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCG
CTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCCGGGAGA
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>66 Typ2
ACTCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCT
GGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTGA
TGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGG
AAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTACTCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAAATAG
ATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGCAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTGATGG
CTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTACGCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCTGATTT
TGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGGTTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAATATTT
ATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAA
CTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAG
ACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAG
ATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCC
CGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTA
TCAGGAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAAAATTCCGGGAAGA

>79 Typl
GATTCTGCTCACTCCTACAAACCAAAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTG
TTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTA
CTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACA
CAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATA
GTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCTA
TTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCA
GGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTCCGGGAGA

>80 Typl
GGATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTT
GTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACT
ACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGAC
ACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGAT
AGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCT
ATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATC
AGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTTCGGGGAGAAG

>82 Typl
ATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTTATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGAT
TTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCT
AAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACT
GGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTA
GACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTT
TAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAA
GGTAGTTATTATTGGCATG

>7811 Typl
GGATTCTGCTCACTCCTACAAACCAAAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGT TAATCATTT
GTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACT
ACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGAC
ACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGAT
AGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCG
ATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATC
AGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTCGGGAGA

>Mvd7805 Typl
GGATTCTGCTTACTCCTAGAAACCAGAAACCATCTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTT
GTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACT
ACTATGTCTAAAAATATCAAAGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGAC
ACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGAT
AGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCT
ATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATC
AGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTTCGGGGAGA
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>91.1 Typl
TCGATCGGCTGGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATC
ATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTA
AACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCA
AGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGA
AGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACT
CCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGT TTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGC
TATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGATTTTCGGGAGA

>97 Typl
TCGATCGCCGGATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCAT
TTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAA
CTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAG
ACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAG
ATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCC
CGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTA
TCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTTTCGGGAGA

>769 Typl
CTCGAGTTTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATTAAG
GATACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCTCGA
TCACAGGTCAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCAGCA
ATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCTTTG
CTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTTTGA
AGTGGCCTTCCGATTTTGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGTTAT
TTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGGGAG
AAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGAAGA
TCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATA
TTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAAT
CGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAA
CGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGT
TAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGT
TTAAACCTCCTGTGTGAAATGT

>772 Typl
TGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATT
AAGGATACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGTTCGTCCGTAGTATCT
CGATCACAGGTCAATATTACAAAAGTAACTTAACTTTAGACTTGCTATATCGGGTTGATTCGTGATACAATCCCA
GCAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATTAGCAGTCCCCTTCT
TTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGGTCCTACTTCTACCGATTTCCCCACGGCCTGGACTT
TGAAGTGGCCTTCCGATTTTGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGTAGT
TATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTGTGATACCAGG
GAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTAGA
AGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGT
ATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGC
AATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTT
GAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAAT TTTGAAGAAAGTTCA
GGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTT
AAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAATTGTAT
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>776 Typl
AGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAGTGATTAAGG
ATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGATTGATTCGTGATAGAATCC
CAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCCCCTT
CTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCTGGAC
TTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGT TAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGTAGCA
GTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTTTGATACCC
AGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTTTCTA
GAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCT
GTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTG
GCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTT
TTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAAT TTTGAAGAAAGTT
CAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGT
TTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAGT
GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT

>806 Typ?2
GATCTTCTAGAAAGATCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCAACTCAAACATTATT
TTCTCCTGGGTATCAAAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATTAGGAGTAGCTTTTAGTTATT
GGCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACTTCCAAGTCCA
GACCGGGGCCGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGTTAAGAAACGAGCAAAGAA
GGGGACGGCTAAGTCGGTCGATACTTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCTAATTGCTGGG
ATTGTATCACGAATCGACCAGATATGGCAAGACTTACCTAAAGACCTACCGCCCTATTCCACCGTTTAAGTAGGT
GGTCATAATTAAAGTTAAAATACTAAAAGCTGTAAGTTCTTCAGGATAATGATTTCAGCTTTCCGTTTGTTGACG
TTATTTATGCCCACCTACTTATAAAAAAATTGATGATTGATGAAATTGTCGGTAAACGCATTTTAATCCCCACAC
AATTTACGGGAATTGTTACCGTTGAAACTGCTGACCTGATAGACGATACCAAGCTACTACTAAACTGGAGTAAAC
GACAACGCCATCTAATCAAAATATGCCAGATCAAAGAATGCCGAATTTATACATGATTTGTGGTGCAAATGGGTC
AGGGAAAACCACCGCCGCTTTACAAATTCTCCCCAACTTCCTAGAAGTATTTCAATATGTAAATGCCGATGAAAT
TGCTGCGGGACTTTCTCCCTTTAATTCTGAATCCGTAGCGATTCAAGCCGGACGATTAATGTTAGAAAGATTAGA
AACTTTAGTTAATAATCGAGTTGATTTTGCTTTTGAAACTACTTTAGCAACTCGCAGTTATGCCCGTTTTTTGAG
AAACTGTAAAAATAAAGCTTATCAAATAAACTTAATTTATTTTTGGTTACAAAGCCCGGAATTAGCAATCGCAAG
AGTACGCAGACGGGTAGAAAGCGGGGGTCACAATATCCCAGAAGATGTCATTCGCCGCCGTTATGAACGGGGACG
GAAAAACCTGACTGATTTGTATTTATGTTTATGCGATACTTGGATAGTCTACGATAATTCTGGGACTAGCCCTCA
ATTAGTAGCCACATTAGGAAATAACCAAGAGGTAATAATTTATGAACCCGCCACCTGGAATCAAATCACCCTCCG
AGAATAACCTCCAAATTCCCCTAACAGAACTTCATCAAAAAATTGATGCTGGGGTTAAAGTTGCTATTGCTAAAG
CCCTAGATAAACATCGGAAATTAGGGGAATCTATCAGTGTTTGGCAAGATGGAAAAGTTATCACGTTAAATGCAG
AGGAAATTCCTCAGCCTCCATCAAATTAAATTAATAACTTTTATTAAAAAAGTCAAGCCATCAAATAGGGAGTAG
CTTTTAGTTATTAAATAACTGCTACTCCCTTAAATTGTAGATTAAGATTGCTCTTATCTATTTAAAAATCTTCCA
AATCGCAAGGATACTTCCGAGTTGTAGTAGGTGCGACTCTATTTATATCTGGCGACGTCTCTACCAGTCTTCCCA
ATCGGAAGGAAACTTACGAGTATCGAAAGGAGCAGAATTAGAACTGTTAGCTTCCACGGCTTGCTCTGCTAAGAA
ACGAGCAAAGAAGGGGACAGCTTTGGGCGCAGAGACTTTAACGTTTTTAGACATGAGTTAAGTTCCTTTTGCAAT
ATTGACCTGCGACCAAGATACTACGGACGAACCGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAAAAAATGATTAACTTTTAT
TAAAAAAGTATCCTTAATCACTAAGATGGTTTGTAGGAGTGAGCAGAATTTCAGCGATCGATCTGCT

>21- Typl
TAGAAAGATCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCAACTCAAACATTATTTTCTCCT
GGGTATCAAAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCTTTTAGTTATTGAATAAC
TGCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACTTCAAA
GTCCAGATCGTGGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAGCAAAG
AAGGGGACTGCTGATCCGGTCGATACCTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCTAATTGTTG
GGATTCTATCACGAATCAATCAGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTAT
CCTTAATCACTAAGATGGTTTGTAGGAGTGAGCAGAATTTCAGCGATCGATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCC
GGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTT
AAAGCAGTTGATTTTATTCACTATGATGAAAAAAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAAT
ACCGAAAACTCATCGAGTAGTAAGATTAGAGATAATACAACAATAAAAAAATGGTTTAGAACTTACTCACAGCGT
GATGCTACTAATTGGGACAATTTTCCAGATGAAGTATCATCTAAGAATTTAAATGAAGAAGACTTCAGAGCTTTT
GTTAAAAATTATTTGGCAAAAATAATATAATTCGGCTGCAGGGGCGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTT
AATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGACC
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>778 Typl
TAGAAGATCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCAACTCAAACATTATTTTCTCCTG
GGTATCAAAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCTTTTAGTTATTGAATAACT
GCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACTTCAAAG
TCCAGATCGTGGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAGCAAAGA
AGGGGACTGCTGATCCGGTCGATACCTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCTAATTGTTGG
GATTCTATCACGAATCAATCAGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTATC
CTTAATCACTAAGATGGTTTGTAGGAGTGAGCAGAATTTCAGCGATCGATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCG
GAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTA
AAGCAGTTGATTTTATTCACTATGATGAAAAAAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATA
CCGAAAACTCATCGAGTAGTAAGATTAGAGATAATACAACAATAAAAAAATGGTTTAGAACTTACTCACAGCGTG
ATGCTACTAATTGGGACAATTTTCCAGATGAAGTATCATCTAAGAATTTAAATGAAGAAGACTTCAGAGCTTTTG
TTAAAAATTATTTGGCAAAAATAATATAATTCGGCTGCAGGGGCGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTA
ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCG
GAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAATAT

>781 Typ2
CGGATGGCTCGAGTTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAAATCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGA
TTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTAT
CTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAG
TCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTA
CTCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAG
CAGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTA
CGCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCTGATTTTGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCG
GTTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAATATTTATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATT
CGTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGAT
CAGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCC
CCACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAAT
TAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTA
TATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCG
GGAGATCATCTA

>829 Typ?2
GGAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAGACTATAGAATACTCAAGCTTGCATGCCTGCAGG
TCGACTCTAGAGGATCTTGTAGACCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATTTTAGTGAT
TCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAGTATC
TTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGT
CCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACCCTACTAC
TCTGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGATTATTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAGTAGC
AGTTATTAAATAACTGAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGATTTTTTTAACAAAAGTTATTAACAGGACTTAC
GCACAAGACCAAAGAAACCGGGTTTCTGGCCCTGATTTTGCGGATGAAATCCAAACTTATCGTTCAGAAACCCGG
TTTCTGCGTAAGTCCTAATTAATTTAACGCCAATATTTATACAATTGATTTAAACTTGCTATGTCTGATTGATTC
GTGATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATC
AGCCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCC
CACGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATT
AAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTAT
ATTTTGATACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGG
GAGGTCTCGATGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCG
TTTACAACGTCGTGACT
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>816 Typ2
GAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAGACTATAGAATACTCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT
CGACTCTAGAGGATCTTGTAGACCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCGACTCAAR
CATTATTTTCTCCTGGGGATCACAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCTTTC
AGTTATTAAATAACTACTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGG
AAGGCCATTTCAGAGTCCAGACCGTGGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGT TTCTGTGTCTTGCTCTATTA
AGAAACGAGCAAAGAAGGGGACTGCTGATCCGGTCGATACCTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAG
AAAGCTAATTGTTGGGATTATATCACGAATCGACCCAATATAGCAAGTCTAAATCAATTGTATAAGTAGTTTGAC
ATCCAATCTTAAAAAAATCAAGCAATCAAATAGGGAGTAGCTTTTAGTTATTAAATAACTGCTACTCCCTTAAAT
TGTGGATTAAGATTGCTCTTATCTATTTAAGCATCTTCAAAATCGGAAGGATACTTATAAGTACCAATGARAGGA
GTAGAATTAGAACTGTTCTTCCCAATCGGAAGGATACTTCATAGTATTAGCGTAAGGAGCAGAATTAGAATTGTT
AGCTTCCACGGCTTGTTCTGCTAAGAAACGAGCAAAGAAGGGGACAGCTTTGGGCGCAGAGACTTTAACGTTTTT
AGACATGAGTTAAGTTCCTTTTGCAATATTGACCTGCGACCAAGATACTACGGACGAACCGGATATGTCAAGGGA
AATCCAGAAAAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTATCCTTAATCACTAAGATGGTTTGTAGGAGTGAGCAGAA
TTTCAGCGATCGCTCCCGAATTCATGCCAATAATCCCGCGTACGGCCATGCGAAACGATCGAGCAGAATTTCAGC
GATCGGTCTCGATGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGT
CGTTTACAAC

>790 Typl
CCGGCATTAGGGCTTCCAGTCACGACGTTGTAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAA
TTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCATCGAGACCGATCGCTGAAATTCTGCTCTTTTAGTAATGCTTATTGGCATGA
ATTCGGGAGCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCAACTCAAACATTATTTTCTCCT
GGGTATCAAAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCTTTTAGTTATTGAATAAC
TGCTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCCCAATCGGAAGGCCACTTCAAA
GTCCAGATCGTGGGGATATCGGTAGAAGTAGAATCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAGCAAAG
AAGGGGACTGCTGATCCGGTCGATACTTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCTAATTGTTG
GGATTCTATCACGAATCAATCAGGATATGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAAAAAGTAT
CCTGAATCACTAAGATGGTTTCTGGTTTCTAGGAGTAAGCAGAATTTCAGCGATCGGTCTACAAGATCCTCTAGA
GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGAGTATTCTATAGTCTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT
GTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTG
GGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGAACCCCTTGCGGCCGCCCGGGCCGTCGACCAATTCTCATGTTTG
ACAGCTTATCATCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGCGTAGCACCAGGCGTTTAAGGGC
ACCATACTGCCTTAAAAATACGCCCCGCCTTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTATCATTAGCATCTGCGACTTG
AGCCATCCACACGCATGATGACCTGATTCGCCG

>765 Typl
AGTCACGACGTTGTAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCG
GGGATCATCGAGACCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCGACTCAAACATTATTTT
CTCCCTGGTATCACAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCTTTCAGTTATTAA
ATAACTACTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCAAAATCGGAAGGCCACT
TCAAAGTCCAGGCCGTGGGGAAATCGGTAGAAGTAGGACCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTGACAAGAAACGAG
CAAAGAAGGGGACTGCTAATCCGGTCGATACCTTGATATTTTTAGACATAGTAGTTTACTTTTCAGAAAGCTAAT
TGCTGGGATTGTATCACGAATCAACCCGATATAGCAAGTCTAAAGTTAAGTTACTTTTGTAATATTGACCTGTGA
TCGAGATACTACGGACGAACAGGATAAGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTATTAAGAAAGTATC
CTTAATTACTAAGATGGTTTCTGGTTTGTAGGAGTGAGCAGAATTTCAGCGATCGGTCTACAAGATCCTCTAGAG
TCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGAGTATTCTATAGTCTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTG
TTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGG
GGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGAACCCCTTGCGGCCGCCCGGGCCGTCGACC
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>758 Typl
ACGGAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAGACTATAGAATACTCAAGCTTGCATGCCTGCA
GGTCGACTCTAGAGGATCTTGTAGACCTCCCGAATTCATGCCAATAATAACTACCTTTTTTCCTGATAGCGACTC
AAACATTATTTTCTCCTGGGGATCACAATATAAAACTACTTTAACTTAATATTTAAACAAAAATCGGGAGTAGCT
TTCAGTTATTAAATAACTACTACTCCCTTAATTTTCGATCAAGATGGCTCTGGTCTACTTAACTATCTTCAAAAT
CGGAAGGCCACTTCAAAGTCCAGGCCGTGGGGAAATCGGTAGAAGTAGGACCACCAGTTTCTGTGTCTTGCTCTG
ACAAGAAACGAGCAAAGAAGGGGACTGCTAATCCGGTCGATACCTTGATATT TTTAGACATAGTAGTTTACTTTT
CAGAAAGCTAATTGCTGGGATTGTATCACGAATCAACCCGATATAGCAAGTCTAAAGTTAAGTTACTTTTGTAAT
ATTGACCTGTGATCGAGATACTACGGACGAACAGGATAAGTCAAGGGAAATCCAGAACAAATGATTAACTTTTAT
TAAGAAAGTATCCTTAATTACTAAGATGGTTTCTGGTTTGTAGGAGTGAGCAGAATTTCAGCGATCGGTCTCGAT
GATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT
CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAAT
AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATT
TTCTCCTTACGCATCTGTGTGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACATCTGCTCTGATGCCGCATA
GTAAGCCAGCCCGACACCGCA

>403 Typ?2
TCGACGATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAGACTATAGAATACTCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA
GAGGATCTTGTAGACCGATCGCTGAAATTCTGCTCCGATCGCTGAAATTCTGCTCACTCCTACAAACCATCTTAG
TGATTAAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTTCGTCCGTAG
TATCTTGGTCGCAGTTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTCATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAG
CTGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAGTTCTAATTCTACTCCTTTCATTG
GTACTTATAAGTTTCCTTCTGATTTTGAAGATTTTTAAGTAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTAAGGGAG
TAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAAGTTATCAATTTAAG
GTATTTAATATACTTGACAATTTTTGTTGATTGTGAATAACTATCTATCCTAAATTTCCTTAACATATAGCAAGT
CTAAATGGATTGTACAAAAAGACTCGCGGTGATTATTAATCCCCAAAAATATCTATATTCCACTGTAGGGGCGGC
ATCGCCCTACGATGAATTGGATATCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGTGA
TAAAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACCACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCA
GTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAATAGAGCAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACG
GTCTGGACTCTGAAATGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGG
GAGTAGTAGTTATTTAATAACTGAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATATTG
TGATACCAGGGAGAAAATAATGTTTGAGTCGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGC
TCCCGAATTCATGCCAATAAGGCGCCGAGCAGAATTTCAGCGATCGCTCCCGAATTCATGCCAATAACATGAGCA
GAATTTCAGCGATCTGTCTCGATGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATT
CACTGGCCGTCGTTTACAACGTCGTGACT

>67 Typl
ATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCGATCGCTGAATTCTGCTCACTCCTACAAACCAGAAACCATCTTAGTAATT
AAGGATACTTTCTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACTTATCCTGATTGATTCGTGATAGA
ATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAGCAGTCC
CCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGTGCAAGACACAGAAACTGGCGATTCTACTTCTACCGATATCCCCACGATCT
GGACTTTGAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCCATCTTGATCGAAAATTAAGGGAGT
AGCAGTTATTCAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAATTAAAGTAGTTTTATATTTTGAT
ACCCAGGAGAAAATAATGTTTGAGTTGCTATCAGGAAAAAAGGTAGTTATTATTGGCATGAATTCGGGAGATCTT
TCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCA
GGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTT
CTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATT
TTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAA
AGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGAC
ATGTTTAAAGTTTAAACCTC
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>Nies204 Typ3
GCATTTTAGTGATTCAGGATACTTTTTTAATAAAAGTTAATCATTTGTTCTGGATTTCCCTTGACATATCCTGTT
CGTCCGTAGTATCTTGGTCGCAGGTCAATATTGCAAAAGGAACTTAACTGATGTCCAAAAATGTTAAAGTCTCTG
CGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCAGAGCAAGCCGTGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTC
CTTTCTCTACTTATAAGTATCCTTCCGATTTTGAAGATTTTTAAATAGATAAGAGCAATCTTAATCCACAATTTA
AGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGATGGCTTGACTTTTTTAACAAAAGTTATCAA
TTTAAGGTATTTAATATACTTGACAATCCCTGCTGATTGTGAATAACTATCCGTCCTAAATTTCCTAGATTATTG
GGTTAAAATTTACTTGACATATCTGGTCACTACTGATAGGATTTTAACAATTAAATTTCTGGAAAGGAACTTAAC
TCATGTCTAAAAATGTTAAAGTCTCTGCGCCCAAAGCAGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTAGCGGAGCAAGCCG
TGGAAGCTAACAATTCTAATTCTGCTCCTTACGGTAATACTATGAAGTATCCTTCCGATTGGGAAGAATATTAAA
TAGATAAGAGCAATCTTAATCGAAAATTAAGGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCTATTTGAT
TGCTTGATTTTTTTAAGATTGGATATCAAACTACTTATACAATTGATTTAGACTTGCTATATTGGGTCGATTCGT
GATAGAATCCCAACAATTAGCTTTCTGAAAAGTAAACTACTATGTCTAAAAATATCAAGGTATCGACCGGATCAG
CCGTCCCCTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCAGAACAAGACACAGAAACTGGTGATTCTACTTCTACCGATATCCCCA
CGATCTGGACTTTCAAGTGGCCTTCCGATTGGGAAGATAGTTAAGTAGACCAGAGCAATCTTGATCGAAAATTAA
GGGAGTAGCAGTTATTTAATAACTAAAAGCTACTCCCGATTTTTGTTTAAATATTAAGTTAAAGTAGTTTTATAT
TGTGATCCCCAGGAGAAAATAATGTTGAGTC
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