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RESUME

Les CBFs représentent une famille de génes impliqués dans le mécanisme de
résistance de la plante au gel. Chez le blé hexaploide, Badawi et ses collegues (2007)
~ ont trouvé 37 genes CBFs qui représentent 15 groupes de génes différents avec 1 a 3
copies. Ces génes ont été classifiés en 10 sous-groupes différents en fonction de la
structure secondaire de leurs protéines. Les analyses phylogénétiques et
bioinformatiques révelent que le blé hexaploide pourrait avoir plus de 25 groupes de
génes CBF. Nous avons poursuivi I’isolation de génes CBF afin d’identifier le
répertoire complet de cette famille chez le bié hexaploide tolérant au gel, Norstar.
Nous avons identifié 65 geénes CBF chez le blé. L’analyse phylogénétique des
séquences nucléotidiques codant pour le domaine AP2 et la signature CBF révelent
que le blé contiendrait 27 groupes de genes (avec 1 a 3 homéologues chacun
provenant des 3 génomes du blé hexaploide). L’analyse de leur structure secondaire
montre qu’il est possible de classer les protéines CBF en plus de 10 sous-groupes
pouvant posséder des fonctions différentes ou complémentaires. De plus, la
séquence/structure de plusieurs copies (homéologues) CBF chez le blé hexaploide
dévie de celle conservée dans les autres membres du groupe suggérant que ces
protéines peuvent représenter des produits de genes sub optimaux. Ceci pourrait avoir
un impact sur 1’activité de ces CBF et affecter la régulation des génes COR et le
développement de la tolérance au gel. En tout, Norstar possede 2 pseudogenes CBF
exprimés et 24 des 64 protéines analysées peuvent étre considérés comme sub
optimales. : '

La présence d’un QTL a déja été associée avec des génes CBF chez le blé et

- I’orge. Comme les CBF peuvent étre & la base de cet important phénotype, une
hypothése plausible pour expliquer leur contribution pourrait €tre que les genes CBF
possédent des différences moléculaires an niveau des régions codantes qui
influencent 1’activité biologique des CBF exprimés. Afin de vérifier cette possibilité,
nous avons comparé les régions codantes des génes CBF du cultivar d’hiver Norstar 2
celles de deux cultivars dé printemps, Chinese Spring et Manitou. Les résultats
montrent que les deux cultivars de printemps possédent aussi deux pseudogenes
CBFIIIc-13.1 et CBFIVd-B22 mais le contenu et la nature des génes optimaux et sub
optimaux varient. Parfois le géne CBF chez le cultivar de printemps posséde une
séquence qui est plus proche d’une séquence consensus que celle provenant du
cultivar d’hiver Norstar comme observé pour CBFIIId-24.2b, et parfois la séquence
dévie du consensus comparativement a celle du cultivar Norstar comme observé pour
TaCBFIVb-20b. La présence d’haplotypes différents chez le blé suggére que certains
alleles peuvent coder pour des protéines CBF plus optimales au niveau de leur
activité biologique et d’autres moins optimales. Il sera important d’étudier 1’activité
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des protéines codées par ces haplotypes afin d’évaluer les variantes qui seraient les
plus aptes a étre combinés dans un génotype afin d’augmenter la régulation positive
du développement de la tolérance au gel. Cette information pourra &tre utilisée par les
sélectionneurs lors de croisements de divers génotypes de blé afin de produire des
plantes plus tolérantes au gel.




INTRODUCTION

La croissance de la population a augmenté de maniére significative depuis la révolution
industrielle du début du 18 ™ siécle. Une publication du bureau de recensement des Etats-Unis
(United State Census Bureau) indique que la population du monde a dépassé 6.5 milliards
d’individus le 25 février 2006. En 2007, I’United Nations Population Division a prédit que la
population du monde atteindra 10 milliards en 2055. Avec une augmentation de population d’a
peu pres 90 millions par année, la demande pour 1’alimentation et l’énérgie devrait s’intensifier.
Cependant dans les régions nordiqués,-le froid est un facteur limitant pour la producti;)n agricole.
En considérant que les plantes sont des organismes sensibles et ne peuvent pas contrdler leur
propre température, 1a tolérance au froid est trés importante dans les climats tempérés pour la
survie des cultures. Le Canada est un des plus grands exportateﬁrs de blé au monde. C’est une
ressource importante sur le plan économique et sur le plan nutritif. Le blé et plusieurs autres
especes des climats tempérés ont développé une réponse adaptive, 1’acclimatation au froid, qui

leur permet de supporter le gel (Catala et Salinas, 2008).

Plusieurs geénes sont induits durant l’accljmatétion au froid et sont impliqués dans le
développement de la tolérance au gel. Ces genes peuvent €tre classés en deux différents groupes.
Le premier groupe fonctionne directement pour protéger la plante contre un stress
environnemental (LEA, AFPs, COR) et I’expression des différents membres de ce groupé a été
mainte fois corrélée avec la capacité des plantes a tolérer le gel. Le deuxiéme groupe comprend
des régulateurs de ’expression des geénes et de la transduction du signal du stress. Dans ce
deuxieme groupe, une des familles de génes trés importante pour le processus d’acclimatation au
froid est la famille CBF. Son étude chez les céréales sensibles et tolérantes au froid représente un
excellent modele d’étude comparative pour comprendre la fonction et la régulation de ces génes
de tolérance aux basses températures. Chez les Poaceae, plusieurs geénes CBF's ont €té isolés et
caractérisés chez les espéces résistantes au gel, telles que l'orge (Hordeum vulgare), le blé

(Triticum spp.), le seigle (Secale cereale), le ray-grass (Lolium tremulentum), ainsi que chez des
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cultures sensibles comme le riz (Oryza sativa) et le mais (Zea mays). En 2007, Badawi et ses‘
collégues ont identifié 37 génes CBFs représentant 15 groupes de génes (avec 1 2 3 copies) chez
le blé hexaploide et ils les ont classifiés dans 10 sous-groupes I, II, IlTa, IIb, ic, ITld, IVa, IVb,
IVc et IVd en analysant la structure secondaire de leurs protéines. Les études sur I’expression et
la phylogénie dé's différents génes CBF montrent que les groupes Illc, IHci, IVa, IVb, IVc, IVd
sont apparus tardivement au cours de 1’évolution des Poaceae et que leur expression est associée
ala résistance au gel. L’étude de 1’expression des geénes par RT-PCR a montré que cing groupes
de CBFs (IlId, 1Va, IVD, IVc and IVd) sont plus fortement exprimés a dé basses températures
chez le blé tolérant au gel que chez le blé sensible (Badawi et al. 2007). Ces résultats suggerent
que ces groupes joueraient un role prépondérant dans le développement de la tolérance au gel.
De plus, des analyses phylogénétiques et bioinformatiques des geénes CBFs présents chez les
différentes espeéces de blé ainsi que chez d’autres monocotylédones montrent qu’il existe -
probablement plus de 25 groupes de genes CBF chez le blé hexaploide. Puisque I’information
sur la famille CBF chez le blé était incomplete, notre premier objectif était de poursuivre
Iisolation de genes CBF afin d’identifier le répertoire complet chez le blé hexaploide tolérant au
. gel Norstar. Cette information est importante pour initier des études fonctionnelles pour

comprendre leur réle dans le développement de la tolérance au gel.

Les genes CBF ont été associés avec un QTL de tolérance au gel chez le blé diploide
(Miller et al. 2006; Knox et al. 2010), le blé hexaploide (Béga et al. 2007) et l’(;rge (Skinner et al.
2006; Francia et al 2007). L’étude sur le QTL de T. monococcum indique que les

polymorphismes détectés dans les génes TmCBF de deux génotypes sont l'explication la plus
' probable pour les différences dans leur tolérance au gel. Chez 1’orge d’hiver et de printemps, ce
sont les différences dans le nombre de copies de génes CBF fonctionnels, le nombre de
pseudégéne‘s, et aussi le cﬁangement polymorphique qui peuvent étre les causes de différences
dans la tolérance au gel. Donc les deux hypothéses plausibles pour expliquer la contribution des
~ CBF aun QTL pourraient étre qu’ils posseédent : 1) des différences moléculaires au niveau des
régions régulatrices d’expression (promoteurs) ou au niveau génomique (duplications de régions

et augmentation du nombre de copies) qui induisent des expressions plus élevées de certains .
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CBF et/ou; 2) des différences moléculaires au niveau des régions codantes qui influencent
I’activité biologique des CBF exprimés. Nous savons qué I’expression des genes CBF de
plusieurs groupes est associée au développement de la tolérance au gel (Badawi et al. 2007), et
I’isolation et 1’analyse des promoteurs CBF présent chez le blé a été initié (Badawi et al. 2008).
Toutefois, pour répdndre clairement 2 cette premiére possibilité, il est nécessaire de cloner tous
les promoteurs correspondant aux genes iaentiﬁés chez le blé hexaploide. Ce type
d’expérimentatién est laborieux et donc trop ambitieux comme suite A notre projet. Comme
I’information entourant la région codante est devenue disponible suite a la premiére partie de
notre travail, nous avons initi€ I'examen des régions codantes de génes CBF chez le cultiver
d’hiver Norstar et chez deux cultivars de printemps, Chinese Spring et Manitou afin de mettre en
évidence les différences qui pourréient étre & la base de la tolérance au gel plus élevée chez le blé
d’hiver. Cette étude permettra de dresser une liste d’haplotypes CBF présents chez le blé et
d’initier des études examinant 1’activité biologique de ces variantes. L’information fournie par
ces études pourra étre utilisée par les sélectionneurs lors de croisements de divers génotypes de

blé afin  de produire des plantes plus tolérantes au gel.



CHAPITREI :
REVUE DE LITTERATURE

La production des récoltes n’est pas seulement pour I’alimentation, il y a quelques années
que les scientifiques ont découvert la ;;roduction des biocarburants. Ces derniers sont produits a
partir des ressources renouvelables (plantes, ordures organiques, etc.) et peuvent étre utilisés
comme une alternative aux combustibles fossiles (gaz, pétrole). L’éthanol et le biodiesel sont les
deux principaux biocarburants utilisés aujourd’hﬁi. A cause du lien entre l'agriculture et la
production d'énergie, l'industrie agricole joue un role majeur dans l'adoption et l'expansion des
technologies d'énergie renouvelable. Alors, I’augmentation de la population implique un besoin
alimentaire et énergétique accru, d’ou la nécessité d’accroitre la production (Thomashow, 2001).
Toutefois, a cause de stress abiotiques, nous perdons une partie de nos récoltes chaque année.

L’€étude de certaines plantes ayant la capacité de développer la tolérance aux stress tels que
le gel, 1a déshydratation et la salinité va aider & améliorer et & stabiliser la productivité agricole
lors d’exposition a ces stress (Thomashow, 2001). Un des grands stress environnementaux est le
gel qui peut endommager les plantes et réduire les rendements causant un grand probléme social

et écbnomique.
1.1 Stress au froid et développement végétal

Les plantes é.ffrontcnt différentes conditions de stress environnementaux et elles ont
développé des mécanismes pour tolérer ces genres de conditions via plusieurs adaptations
physiques. Les températures extrémes, la sécheresse et le taux élevé de salinité sont les
principaux stress qui affectent le plus la croissance des plantes et la productivité agricole (Xiéng
et al. 2002). Les plantes peuvent vivre seulement dans des conditions (ex. température)
spécifiques pour leurs espéces. Leurs performances diminuent avec le froid, un stress abiotique

courant que les plantes doivent affronter pendant leur vie (Bracale et Coraggio, 2003). Le stress
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au froid comprend les températures froides (<20°C) et le gel (<0°C). Le froid limite la
.distribution géographique des plantes et diminue la productivité en réduisant la période de

développement (Sharma et al. 2005).

Une distribution géographique restreinte de plantes a souvent obligé les gens a cultiver les
plantes a l’extérieur de leurs limites naturelles. Plusieurs de ces espéces sont les plantes
tropicales et subtropicales, et elles résistent difficilement au froid (Bracale et Coraggio, 2003). I
existe plusieurs plantes d’importance économique tel le soya, le coton, le mais, le riz, la tomate,
la banane et la mangue qui sont sensibles au froid (Sharma et al. 2005). Elles ne sont pas
capables de s’adapter au froid et ne tolérent pas le gel. La membrane plasmique a une structure
fluide, mais le stress au froid diminue la fluidité de la membrane et perturbe son fonctionnement
(Chinnusamy et al. 2006). '

Le stress au froid réduit la croissance de plantes avec un effet négatif et imprévisible sur la
biomasse qui cause un grand intervalle entre le potentiel et la productivité actuelle. Aussi, le
stress au froid a un effet sur la qualité des produits. Il diminue la synthése, 1’accumulation et -
I'entreposage de protéines et polysaccharides. De plus, la production de fruits est affectée par la
diminution de tenipérature, qui réduit la valeur nutritive et le gofit du produit (Bracale et

Coraggio, 2003).

La sensibilité au froid varie en fonction des esp&ces et en fonction des cultivars de la méme
espece. Par contre, la tolérance ne dépend pas juste de la résistance de la plante, mais dépend
aussi du taux de refroidissement et de la présence d’autres conditions eflvironnementales, comme
I'’humidité, le vent (qui peut causer une séchéresse), ou I’intensité lumineuse (qui peut causer une

photo inhibition) (Bracale et Coraggio, 2003).

La sensibilité des plantes aux basses températures peut étre facilement classée. Les plantes
qui sont endommagées par le froid (entre 0 et 15°C), sans étre exposées au gel, sont les plantes

sensibles au froid. Ces plantes meurent ou subissent des dommages suite & leur exposition au
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froid. Les plantes tolérantes au froid, capables de résister a la formation de glace dans leurs
tissus sont les plantes tolérantes au gel. Ces plantes deviennent plus résistances.aux blessures
causées par le stress au froid aprés une période d’acclimatation au froid. Parmi elles ont compte
la majorité des plantes tempérées tel le blé, 1’orge, I’avoine et le seigle. Elles sont capables de

résister au froid et.de développer une tolérance a la formation de glace extracellulaire

(Chinnusamy et al. 2006).
12 'Dor'nmages causés par le gel

Quand la température diminue a2 moins de 0°C, la glace se forme dans 1’espace
intercellulaire du tissu de la plante, car le point de congélation du liquide intercellulaire est plus
haut que celui du liquide intracellulaire. Quand la glace se forme dans l’espace intercellulaire, le
potentiel de I'eau a l’extén'eﬁr de la cellule diminue. Alors on trouve un mouvement de 1’eau
liquide, de I'intérieur de la cellule vers I’extérieur (Thomashow, 1998). Les cristaux de glace
commencent a se former lorsque la température atteint -2°C. Pendant la congélation, 1’eau sort de
la cellule peu a peu. Le niveau de déshydratation augmente parallélement avec la diminution de

la température (Yamada et al. 2002).

Yamada et ses collegues (2002) ont examiné les réponses de cellules de plantes 2 une
baisse de température dans les "groupes de plantes qu1 sont sensibles (violette africaine) et
résistantes au gel (orchidées). Les résultats montrent que chez les plantes sensibles au froid, la
membrane plasmique ainsi que leur paroi n’est pas capable d’empécher le cheminement de glace
de 1’extérieur x}ers I’intérieur de la cellule; par contre chez les plantes résistantes au gel, leur

membrane et paroi posséde cette propriété.

La formation de la glace & I'intérieur 'de la cellule est 1étale, car le grossissement des
cristaux de glace intracellulaires perturbe 1’intégrité du protoplasme vivant jusqu’a perforer la

membrane plasmique. La diminution rapide de température peut causer la création de cristaux de
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glace intracellulaire. Quand la tempéfature baisse graduellement, la formation de cristaux de
glace se produit dans la région intercellulaire. Les molécules d’eau migrent vers la surface des
cristaux de glace et gelent. La glace extracellulaire impose un streés sévere et une tension aux
cellules, tissus et a la plante enticre. La sortie de 1’eau vers la glace extracellulaire a une
influence profonde sur le volume de la cellule, son qsmolarité, la concentration d’ions et

I'interaction entre la membrane et paroi cellulaire surtout aux points d’attache (Guy, 2003).

Malgré que les dommages de Ia membrane plasmiqﬁe soient principalement causés par la
déshydratation cellulaire, des facteurs additionnels peuvent contribuer au dommage membranaire.
La glace intercellulaire peut se coller a la paroi cellulaire et la membrane, et causer une rupture.
La dénaturation des protéines qui survient lors de la diminution de température chez les plantes

peut aussi endommager la plante (Thofnashow, 1999).

1.3 Mécanisme d’acclimatation au froid

L’ acclimatation au froid survient lors de la croissance aux basses températures (moins de
10°C) et permet d’induire une tolérance au gel et ainsi de rfﬁnimiser les dommages causés par
des températures moins favorables (Sharma et al. 2005). Chez un graﬁd groupe de plantes
temnpérées, la croissance aux basses températures pour une période de temps, leur permet
d’ augmenter la tolérance contre le gel (Thomashow, 1999).

L’acclimatation au froid est associée a plusieurs modifications biochimiques,
physiologiques, et moléculaires. Un des effets de 1’acclimatation au froid comprend la
stabilisation des membranes contre le gel. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la
stabilisation des membranes comme les changements dans la compositfon ﬁpiaique de la
membrane telle 1’augmentation de la désaturation des acides gras dans la membrane
phospholipidique et le changement au niveau des types de stérols. De plus, 1’accumulation de

saccharose et d’autres molécules de sucres simples qui surviennent pendant 1’acclimatation au
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froid pourraient participer 2 la stabilisation de la membrane, car ces molécules pedvent protéger

les membranes in vitro contre le dommage induit par le froid.

Les cellules de plantes perg:qivént le stress au froid a travers des changements de la fluidité
de la membrane (Chinnusamy et al. 2006). Le froid augmente ’ion Ca?" au cytosol
L’amplification du signal de Caz; et phospholipide peﬁt étre impliqué dans la signalisation au
froid. En réponse a une exposition au froid, il a été montré que la phospholipase D (PLD) et la
phospholipasc; C (PLC) sont activées simultanément. Vergnolle et ses collegues (2005) ont
identifié 58 genés inhibés via l'activité PLC et 87 genes régulés via rétrogradation de PLD. La
diminution de la température affecte 1’absorption de 1’eau et des substances nutritives, la fluidité
membranaire et la >conformation des protéines et des acides nucléiques. Le froid influence
radicalement le métabolisme de la cellule, soit directement en réduisant le taux de réaction
biochinﬁque, soit indirectement 2 travers une reprogrammation de 1’expression des génes

(Chinnusamy et al. 2006).‘

Le mécanisme de tolérance au gel empéche la dénaturation de protéines causées par le gel
et la précipitation des macromolécules et diminue les dommages physiques qui sont causés par
I’accumulation de glace extracellulaire (Thomashow, 1998). La tolérance contre le gel dépend du
degré de développement du tissu et du type d’organe. Par exemple les grains sont trés résistants
au gel, par contre la racine est trés sensible. Au niveau ;ie la reproduction, la maturation du

pollen est un stade trés sensible au froid et au gel (Bracale et Coraggio 2003).

1.4 GENES COR

Guy et ses collegues (1985) ont montré qu’un changement dans 1’expression des génes se
produit au cours de I’acclimatation au froid et ainsi débute les études pour identifier et

caractériser les genes modulés par le froid. L’hypothése était que -quelques geénes sont
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probablement impliqués dans la tolérance au gel et que 1’étude de leurs fonctions et de leur

régulation pouvait fournir une meilleure compréhension du processus d’acclimatation.

Les génes qui répondent au froid peuvent €tre classés en deux différents groupes. Le
premier groupe fonctionne directement pour protéger la plante contre un stress environnemental
(LEA, AFPs). Le deuxieme groupe comprend des régulateurs de 1’expression des génes et de la
transduction dﬁ signal du stress (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Les génes modulés
par le froid ont le plus souvent été nommés génes COR (cold-regulated), mais aussi LT7 (low
temperature indunced), KIN (cold-induced), RD (responsive to desiccation) and ERD (early
dehydration-inducible) (Fowler et Thomashow, 2002)

Les recherches de Baker et ses collegues (1994) et Yamaguchi—Shinozaki et Shinozaki
(1994), sur les promoteuré de génes COR activés par les basses teinpératures et le stress hydrique
chez Arabidopsis ont permis d’identifier 1’élément de régulation, le motif CRT/DRE (C-
repeat/drought responsive elernént), qui a une séquence consensus de CCGAC. Les activateurs
de transcription qui se lient au CRT/DRE ont ét¢ nommés CBF/DREBI (C-repeat Binding
Factors/DRE Binding proteins I). Ces protéines possédent un domaine de liaison 2 I’ADN de
type AP2 (APETALA?2).

1.4.1  AFP (ANTI FREEZE PROTEIN)

Les protéines AFPs inhibent la croissance des cristaux de glace et la recristallisation. Elles
_ sont efficaces dans la protection contre les dommages causés par le gel. Les AFPs ont été
identifiées dans plusieurs organismes vivants pendant I’hiver comme les ipoi'ssons tolérants, les
arthropodes terrestres, les plantes vasculaires et non vasculaires, les champignons et les
bactéries. Cependant leur structure et leur composition varie. L’hystérésis thermique (différence
entre le point de fusion et le point de congélation de 1’eau) varie entre 0,2 et 1,6°C pour les AFPs
des végétaux, entre 1 et 2°C pour les AFPs des poissons et entre 5 et 10°C pour les AFPs des
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insectes (Badawi, 2008). La fonction des AFPs de Type I est bien caractérisée. La molécule
d’ AFP §adsorbe sur le treillage de glace par des liaisons hydrogene via des résidus de thréonines
alignées qui sont situés sur la surface de la molécule (Wallis et al. 1997). Ici, elle crée une
barriére pour I’eau qui diminue le taux de croissance des cristaux de glace. Cette liaison glace-
protéine a été confirmée par cristallographie au rayon X. L’AFP inhibe aussi la recristallisation
de la glace et cet effet peut protéger le tissu contre le dommage a une concentration de protéines
1000X moins que la concentration nécessaire pour inhiber initialement la croissance des cristaux

_ de glace (Wallis et al. 1997).

142 PROTEINES LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT)

Les protéines LEA sont des polypeptides synthétisés a la fin de ’embryogenese, et elles
ont un rdle dans la tolérance a la dessiccation. Les génes LEA ont été identifiés il y a 20 ans chez
le coton et le blé, mais leurs fonctions exactes ne sont pas encore connues. Les génes LEA ont été
clonés dans plusieurs espéces de plantes et basés sur les motifs de leurs protéines
correspondantes, elles ont été classifiées en au moins six différents groupes. Plusieurs protéines
induites par le froid, le stress osmotique et 1’acide abscissique exogene posseédent des similitudes
avec les proféines LEA. Ces protéines pourraient protéger les structures cellulaires contre les
effets d’une perte d’eau en fonctionnant comme un tampon d’hydratation, par isolation d’ions,

ou par protection directe des autres protéines ou membranes (Guy, 2003).

143 AUTRES GENES COR

Le géne CORI5a code pour un polypeptide de 15kDa qui s’accumule dans le chloroplaste
sous forme COR15am (mature). C’est un polypeptide hydrophile, et reste soluble | jusqu’a
ébullition. Ce polypeptide est composé d'un motif de 13 acides aminés répétés 4 fois. COR15am
améliore la tolérance au gel chez des plantes transgéniques. Plusieurs types de génes COR sont

exprimés en méme temps que CORI5a. L'expression de COR15a a un effet dans la cellule
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entiere pas uniquement dans le chloroplaste. Steponkus et ses collegues (1998) ont proposé
que le polypeptide mature COR15am retarde la formation de la structure lipidique hexagonale II
qui survient durant la congélation des membranes plasmiques et chloroplastiques tandis que

d’autres génes COR codent pour des protéines qui participent  la stabilisation de membranes.

1.5 LES ROLES DES AUTRES FACTEURS DE RE’JGI-J'LATION DE L’ ACCLIMATATION
AU FROID : ' '

15.1 LEROLE DU CALCIUM

Pendant 1’acclimatation au froid, I’ion calcium se fait le médiateur de la transduction du
signal et est impliqué dans la phosphorylation de protéines et 1’activation de plusieurs facteurs de
transcription. L’augmentation du calcium cytosolique a lieu dans les minutes aprés 1’exposition
au froid suggérant son implication dans 1’acquisition de la tolérance au gel (Sung et al. 2003). La
diminution du calcium cytosolique par la séquestration dans les vacuoles a cause de la
surexpression de CAX1 (Calcium Exchanger 1) rend des plantes transgéniques plus sensibles au
froid (Sung et al. 2003).

Le ‘calcium transmet le signal de température a la kinase MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase). La cascade de MAPK est une importante partie de la voie de transduction du
signgl chez les plantes qui fonctionne de fagon omniprésente durant la réponse a plusieurs
signaux externes. Les MAPK deviennent actives lorsque les. plantes sont exposées a un
traitement hormonal, & des pathogenes, au froid, & la sécheresse et au stress salin (Sung et al.
2003). De plus, la MAPK activée par le choc de chaleur (HAMK) est différente de celle activée
par le froid (SAMK). L’activation de HAMK et SAMK est déclenchée par le biais d’un
changement dans la fluidité de la membrane qui est couplé avec 1’augmentation du calcium

cytosolique et I’action de protéinés kinases dépendantes du calcium (CDPK, Calcium Dependent

Kinases) (Sung et al. 2003).
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1.5.2 Lerdle de I’ ABA (acide abscissique)

Chen et ses collegues (1983) ont montré que le taux d’ABA augmente transitoirement au
froid chez Solanum commersonii, une plante qui résiste au gel. En plus, ils ont découvert qu’une
application exogéne d’ ABA augmente la tolérance au gel chez S. commersénii. Ces résultats ont
guidé Chen ez ses collegues (1983) a émettre I’hypothése que 1’acclimatation au froid est activée
via I’action de ’ABA. IIs ont proposé que le froid provoque une augmentation du confenu en
" ABA qui déclenche ’activation du mécanisme de tolérance au froid. Chen et ses colleégues

(1983) ont confirmé ces résultats chez plusieurs autres plantes.

Quelques genes COR (COR78, COR47, COR6.6, et CORI5a) ont une tres forte expression
en réponse 2 1’applicati9n exogene d’ABA. L’activation de ces génes par I’ABA est corrélée
avec I’augmentation de la tolérance au gel. Les études sur les génes RD29a/COR78/LTI78 ont
montré que les promoteurs de ces génes contiennent un ABRE (abscisic acid responsive élément)
et un DRE/CRT (Drought Responsive Element/C-Repeat). Ces éléments cis fonctionnent
respectivement dans la réponse 4 un stress par uﬂe voie dépendante de I’ABA ou indépendante

-(Thomashow, 1998).

1.6 FACTEUR DE TRANSCRIPTION AP2

Une grande portion du génome des ;;Iantes code pour des facfeurs de transcription: plus de
‘1600 génés (6% du génome) ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana (Riechmann et
Meyerowitz, 1998) et chez le riz (Goff et al. 2002). Chez les eucaryotes, les facteurs de
transcription sont classés en plusieurs familles, par rapport au type de domaine de liaison &
I’ADN. Les facteurs de'transcriptions AP2/EREBP (APETALA2/Ethylene Responsive Element
Binding Protein) jouent un rdle important dans le controle du développement floral et la réponse

" aux stress biotiques et abiotiques.

-
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Le génoﬁlé d’Arabidopsis code pour 145 protéines appartenant a la famille AP2 qui

partagent un domaine de liaison & I’ADN d’environ 60 acides aminés. Basé sur la similitude de

leur domaine de liaison a I’ADN, ces protéines sont classées dans cinq sous-familles : AP2

(participe au développement), RAV, DREB (réponse aux stress abiotiques), ERF (réponse aux
stress biotiques), et les autres qui ne sont pas classés. Les sous-familles DREB/CBF et ERF
comprennent 125 génes qui ont un seul domaine de liaison a I’ADN. Parmi eux, 121 geénes

contiennent un motif conservé (WLC) au milieu de leur domaine AP2 (Sakuma et al. 2002).

1.7 GENES CBF CHEZ ARABIDOPSIS

Le groupe CBF/DREBI chez Arabidopsis est composé de six paralogues,. mais seuls trois
. CBF [CBF1 (DREBIb), CBF2 (DREBIc) et CBF3 (DREBIa)] sont induits au froid (Sakuma et
al. 2002). CBF1, 2 et 3 sont présents sur le chromosome 4 et sont rapidement induits (dans les 15
min) en réponse aux basses températures, atteignant une expression maximale aprés 2 h
d'exposition au froid (Gilmour et al. 1998; Liu et al. 1998; Stockinger et al. 1997; Zarka et al.
2003). La surexpression des geénes CBFI/DREBIb ou CBF3/DREBla chez des plantes

transgéniques d’Arabidopsis induit les génes COR qui contiennent le CRT/DRE sans stimulation

par la basse température. De plus, cette surexpression augmente la tolérance- au gel en

. comparaison aux plantes contréles (non acclimatées) (Thomashow, 2001).

Le domaine AP2 de la protéine CBF et la .'signémm CBF avoisinante de ce domaine
donnent la spécificité pour le ciblage des CBFs. sur le motif de liaison & 1'ADN, le CRT/DRE.
‘Les analyses sur la protéine CBF d’Arabidopsis, nous montrent que les premiers 115 acides
aminés du coté N-terminal de CBF1 sont responsablé du ciblage vers les genes contenant un
. CRT/DRE et les 98 acides aminés du coté C-terminal sont responsable de 1’activité de
transactivation (Wang et al. 2005). Pour étudier plus en détail ’interaction entre CBF et les
autres protéines accessoires a la transcription des génes cibles, Wang et ses collegues (2005) ont

fait une dissection moléculaire de la portion C-terminale de CBF1. Ce domaine posseéde plusieurs
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noyaﬁx hydrophobiques HC2, HC3, HC4, HCS et HC6 (hydrophobic clusters) qui sont bordés
par de courtes régions composées de résidus favorisant la formation de boucles, et ceux-ci sont
en combinaison avec les résidus de proline. Chez les mutants d’Arabidopsis, des résultats trés
similaires ont été obtenus pour différentes mutations de HC. Il semble que la région C-terminale
est remarquablement tolérante 2 la substitution d'acides aminés. Les analyses de mutants et la
modélisation indiquent que le domaine d'activation de CBF contribue une redondance
fonctionnelle de transactivation. Chaque motif apporte une contribution signiﬁéative vers la
capacité totale de transactivation de CBF1, mais I'élimination d'un motif uni§u6 n'est pas
suffisante pour abolir l'activité. Mais lorsque deux motifs ou plus sont mutés et combinés dans
une seule construction, le potentiel de transactivation est compromis. Malgré la forte
conservation des résidus dans les noyaux hydrophobiques entre les plantes, des mutations
ponctuelles sur un acide aminé “semblent avoir un effet négligeable sur [’activit€ de
transactivation (dans HC4, des substitutions de: M183, M187, L188 et L189 par 1’alanine). La
comparaison des activités de différents mutants a dévoilé que deux résidus adjacents de HC4,
L179 et L180, représentent lla majeure partie des propriétés d'activation du motif HC4. Chez les
monocotylédones, ce sont plut6t des résidus Tyr qui se trouvent a ces positions, et également
chez la plupart des monocotylédones, il manque une Pro pour séparer les motifs HC3 de HC4. Il
- semble que la présence d’un résidu de Trp est importante pour la transactivation par HC5, une
substitution de Trp par une alanine montre une diminution de la capacité de transactivation de
HCS de CBF] chez Arabidopsis.

Pour comprendre le mécanisme par lequel les génes CBF améliorent la tolérance au gel,
McKhann et ses collégues (2008) ont analysé la relation entre les polymorphismes dans ces

génes et leur expression ainsi que l'expression de leurs génes cibles, COR, chez différentes

origines géographiques d'Arabidopsis. Les génes CBF sont fortement polymorphiques dans leurs .

promoteurs ainsi que dans les régions codantes. Une étude portant sur huit variétés d’Arabidopsis
qui sont résistantes ou sensibles au froid a révélé que deux variétés d'Arabidopsis sensibles au
froid montrent des insertions dans le promoteur de CBFI (McKhann et al. 2008). Les insertions

semblent étre identiques, et il n'y a aucune homologie avec d'autres séquences d'Arabidopsis. Ces
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deux variétés montrent une expression différente des CBF, qui ne semble pas étre a cause des
insertions, mais plutdt & cause de 1’existence d’un certain nombre de polymorphismes dans le
promoteur entre ces deux variétés. Chez quatre cultivars sensibles au froid, les protéines CBF
sont plus polymorphes. L’étude des trois genes CBF (I, 2 et 3) chez quatre cultivars sensibles
d’Arabidopsis ‘a dévoilé que parmi les 21 polymorphismes affectant les acides arninés,‘ neuf se
trouvent dans les quatre cultivars sensibles au froid. Quelques substitutions non conservatrices
dacides aminés pourraient causer des changements dans la structure des protéines CBF et par la

suite I’expression de génes COR (McKhann et al. 2003).

1.7.1 GENES CBF CHEZ L’ORGE

Chez 'orge, il y a 20 genes CBF qui représentent 14 génes HvCBF différents. L’analyse
phylogénétique des CBFs chez I’orge révele trois sous-groupes majeurs. Tous les CBFs chez les
monocotylédones se retrouvent dans un de ces trois sous-groupes (Skinner et al. 2005). Le sous- -
groupe HvCBF 1 est ancestral de HvCBF3 et HvCBFA4, et est composé de 4 genes HvCBFS,
HvCBF7, HvCBF1 et HvCBFI1l. Les CBFs des monocotylédones partagent quelques
caractéristiques contextuelles générales avec les CBFs des dicotylédones. Comme chez les
dicotylédones, les séquences génomiques des CBF des monocotylédones ne possedent pas
d’intron. La structure de la protéine est aussi conse.rvée et contient une séquence leader (N-
‘terminale) d’env'iron 15 a 40 acides aminés, un domaine de liaison 2 I’ADN AP2 flanqué de
_ chaque c6té du motif spécifique de la sous-famille CBF, et un domaine C-terminal acide qui

agirait comme région d’activation de la transcription.

L’expression de genes CBF est typiquement induite par les stress abiotiques. Skinner et
ses colleégues (2605) ont évalué la réponse au froid des HvCBFs chez le cultivar Dicktoo, un
génotype résistant au gel, et Morex, un génotype sensible au gel.-Un traitement au froid induit
fortement les trois génes du sous-groupe HvCBF4 (HvCBF2, HvCBF4 et HYCBF9) entre 1 et4 h

d’exposition, avec le maximum d'expression survenant entre 4 et 8 h. Le niveau de réponse est
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différent selon le génotype. HvCBF2 et HvCBF9 sont induits plus fortement chez le cultivar

Dicktoo tandis que HvCBF4 est induit 2 un niveau plus élevé chez le cultivar Morex.

Basé sur les expériences de Skinner et ses collégues (2005) chacun des trois membres du
sous-groupe HvCBF3 (HvCBF3, 6, et 8) montre un profil d'expression distinct. HvCBF3 est
faiblement exprimé et la tranécn'ption est a peiné détectable comme une induction légére aprés
1 h d'exposition au froid chez le cultivar Dicktoo. I’expression de HvCBF6 est pius forte que
celle de HvCBF3 et elle est détectable apreés 8 h de traitement au froid, puis atteint un pic apres
24 ﬁ, et ce niveau est maintenu. HvCBF§ est exprimé plus fortement en absence de stress et est
régulé négativement par le stress salin, la sécheresse et la basse température. Les deux génes du
sous-groupe HvCBFI montrent également des réponses distinctes. HvCBFI est rapidement
- induit par le froid chez les deux génotypes, mais de fagon transitoire. HvCBF7 est induit par le
froid et contrairement a 1’expression de HvCBFI qui est plus forte chez le cultivar Dicktoo,

I'expression de HvCBF7 est plus forte chez le cultivar Morex.

Une des caractéristiques importantes des CBF est leur capacité & se lier au motif CRT,
I’élément impliqué dans la régulation par le froid de plusieurs génes COR. Pour vérifier si les
CBFs de chaque sous-groupe phylogénétique chez l'orge sont compétents pour lier
physiquement le motif CRT, Skinner et ses colleégues (2005) ont évalué leur liaison avec des
segments d'un promoteur d'Arabidopsis (COR15a) et deux promoteurs d'orge (cori4b, Dhn5).
Les résultats montrent que les CBFs ont différentes affinités pour les trois motifs CRTs. Ces
différentes affinités signifient que le contexte des séquences avoisinantes au motif CRT influence
la liaison des HvCBE. Ces résultats démontrent que les CBFs chez I’orge montrent le critére

fonctionnel de liaison spécifique & un.motif CRT (Skinner et al. 2005).

Le motif CRT/DRE (CCGAC) est responsable de l'expression de plusieurs génes par la
 voie indépendante de 'ABA chez Arabidopsis (Jiang et al. 1996). Chez l'orge, 1’élément cis
CCGAAA a été impliqué dans le processus de réponse au froid (Dunn et al. 1998). Toutefois,
nombreux genes inductibles par le froid chez l'orge, comme HVAI (Straub et al. 1994) et bit4.6
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(White et al. 1994), ne contiennent pas le motif CCGAAA. Xue (2002) a observé que les
promoteurs synthétiques contenant un motif G/ACCGAC ou un motif CCGAAA ont été activés
par HvCBF1. Cependant, 1’analyse comparative des niveaux d'induction par HVCBF1 a révélé
que le motif CCGAAA provenant du promoteur de bi#4.9 a €t€ beaucoup moins efficace que le
motif GCCGAC. L’expérience de substitution de base a révélé que seulement la séquence CGAC
du motif GCCGAC est importaﬁte pour I’interaction avec HvCBF1. 1l semble que la base A 2 la
position Cg du motif (G;C,C3G4AsCs) n'est pas une base efficace pour HvCBF1. Cela expliqué
pourquoi le niveaun d'expression du géne bit4.9 (contient un motif CCGAAA) activé par HYCBF1
a été extrémement faible. L'activité des promoteurs contenant des motifs mutants, ACCGAC et
GTCGAC, était de 36% et 75% de celle contenant le motif GCCGAC, respectivement. Le site
préféré de liaison de la protéine HvCBF2 sur le géne COR est le motif (G/a) (T/c) CGAC. La
protéine de HVCBF?2 est un facteur de transcription qui se lie préférablement au motif GTCGAC
du géne HVAI. La protéine HYCBF2 est seulement active au froid (Xue, 2003). Il semble que les
fonctions biologiques de HvCBF1 et HvCBF2 sont similaires. Les deux protéines se lient au
promoteur de HVAI. La séquence préférée pour la liaison de HVCBF?2 est trés proche de celle de
HvCBF1 (Xue, 2003). La composition des bases entourant le motif influence fortement 1’ affinité
de liaison de ces CBEs. Les sites préférés des deux HvCBFs ne sont pas présents sur le
- promoteur de HVAI, le géne induit par les basses températures et la sécheresse chez 1’orge. Le
proﬁloteur de HVAI contient des motifs CRT similaires ATGCCGACGC et CCATCGACAT.
Toutefois, I’interaction d’un facteur de transcription avec un motif de géne cible ﬁe nécessite pas
un appariement parfait (Seki et al. 2001). Comme le géne rapporteur sous le contrfle du
promoteur de HVAI peut étre activé par HYCBF2 dans la cellule de feuille traitée par le froid
chez 1’orge a un niveau similaire 3 HvCBF1 (Xue, 2003), alors HVCBF2 est potentiellement
impliqué dans I’induction de 'HVA] chez I’orge au froid.
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172 GENES CBF CHEZLE BLE

Le blé est un modele pour étudier les génes CBF car les trois génomes du blé
(hexaploide) contiennent des génes qui sont différents (Gill et al.‘2004). Badawi et ses collegues
(2007) ont identifié 37 génes CBF différents qui représentent 15 groupes de génes (1 & 3 copies
par groupe) chez le blé hexaploide. Une analyse des CBF présent chez les céréales suggere que
T. aestivum, peut avoir prés de 25 groupes de génes CBF différents. L’analyée phylogénique de
ces genes montre que les CBFs se divisent en 10 groupes monophylétiques. Badawi et ses
collegues (2007) ont proposé la nomenclature suivante pour les sous-groupes CBF : CBFI, I,
la, b, e, IIId, IVa, IVb, IVc, IVd. En se basant sur les analyses structurelles des différe_ntes
ﬁrotéi_nes CBF, ils proposent que chaque sous-groupe ait des fonctions spécifiques et différentes
des-autres sous-groupes. Les groupes Illc, Iid, IVa, IVb, IVc et IVd se trouvent spécifiquement

chez les Pooideae.

Les génes des groupes CBFI (TaCBFI-Al11) et CBFIIIc (CBFIllc-3.1, CBFIIIc-3.2) et le
gétne CBFIVb-21.1 ne sont pas induits par le froid, tandis que ceux du groupe TaCBFII
s’expriment de fagon constitutive. Tous les autres TaCBFs montrent une induction transitoire
rapide aprés exposition au froid, ils sont peu ou pas exprimés avant le traitement au froid et leur
e).tpression est au maximum apres 4 a 6‘heures de traitement. Le niveau d’expression revient a la
normale aprés 1-7 jours au froid. La comparaison des cinétiques d’induction des CBF chez les
cultivars d’hiver et printembs dévoile qu’elles sont similaires (Badawi et al. 2007). Toutefois,
I’expression des génes des groupes CBFIId, CBFIVa, CBFIVb, CBFIVc et CBFIVd (sauf
TaCBFIVd-D9) montre une augmentation plus élevée chez le cultivar d’hiver que chez le
cultivar de printemps. Cette étde quantitative révéle que huit génes CBFs (IIld-B12, Illd-15.2,
IlId-A19, IVa-A2, IVb-D20, IVb-D21, IVd-Bi4 et IVd-B22) montrent une augmentation
d’expression de cinq fois ou plus chez le blé d’hiver lors d’une exposition aﬁ froid. Cette
" propriété d’expression est un caractere hérit€ qui peut augmenter la capacité de tolérance 2 la

basse température chez les cultivars d’hiver (Badawi et al. 2007). De plus, les génés CBFs des
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groupes IId, IVa, IVb, TVc et IVd ont montré une régulation par le cycle circadien & des
conditions normale de croissance (20°C) (Badawi et al. 2007).

~ Badawi et ses collegues (2008) ont étudi€ ICE1, un des inducteurs d'expression de CBF
chez le blé trait€é au froid. Ils ont isolé deux genes TalCE4l et TalCE87 qui codent -
respectivement pour une protéine de 381 acides aminés (39,5 kDa) et pour une protéihe de 443
acides aminés (46,5 kDa). TalCE41 et TalCE87 sont identique a 46% alors qu'elles partagent 50
et 47% d'identité avec AFICE1chez Arabidopsis, respectivement. En plus, TalCE41 et TaICE87
se lient 2 différents éléments MYC sur le promoteur de TaCBFIVd-B9 .(Badawi et al. 2008). Les
différentes affinités de TalCE41 et TaICE87 pour les variantes MYC suggérent que la spécificité

- de liaison ICE peut €tre impliquée dans l’expressmn différentielle des génes CBF du blé. En

outre, I’analyse des éléments MYC démontre qu'une particulidre variante est present dans les
CBFs des groupes IV chez le blé, des groupes associés a.la tolérance au gel. Une hypothése
plausible pour éxpliquer les différences d’expression entre les cultivars hiver et les cultivars de
printemps pourrait €tre que les génes CBF possédent des différences moléculaires au niveau de
* ces éléments dans leur promoteur qui permettent d’induire des expressions plus élevées de

certains genes CBF chez les cultivars d’hiver.

1.8 VERNALISATION ET SA RELATION AVEC LA RESISTANCE AU GEL

‘Dans les régions tempérées, la bassé température constitue un obstacle majeur qui régule le
temps de floraison et de nombreuses tgansitions développementales, comme la germination, la
dormance des bourgeons et leur éclatement (Henderson et al. 2003). La vernalisation se réfere a
une période de froid subie par la plante ou la graine en germination, et nécessaire pour la faire
passef du stade végétatif au stade reproductif, donc de fleurir. Les variétés de printemps ne
répondent pas a la vernalisation et donc fleurissent rapidement tandis que les variétés d'hiver ont
besoin de vernalisation pour accélérer la floraison et achever leur cycle de vie. Chez les céréales,

la vernalisation et 1’acclimatation au froid sont deux processus reli€s entre eux. Plusieurs études
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chez 1’orge ont rapporté que l'expfession de genes CBFs et plus tard des geénes COR, est
réduite apres l'induction de Vrn-HI a la réponse de vernalisation, ce qui suggere une interaction
entre les réseaux de régulation génétique de la vernalisation et d'acclimatation au froid
(Stockinger et al. 2007). Le bl¢€ a trois loci majeurs de vernalisation, Vrn-Al, Vr'jn-BJ ,etVmn-D1,
qui sont tous liés aux loci Fr-1 (Galiba et al. 2009; Snape et al. 1998; Iwaki et al. 2002; Toth et
al. 2003). L'analyse génétique et les études sur l'expression des génes Vrn-I chez le blé ont
montré que l'accumulation de transcrits de ce géne est associ€ a la réponse de vernalisation et la
transition de la phase végétative a la phase reproductive (Danyluk et al. 2003; Murai et al. 2003;
Yan et al. 2003). Chez le blé et l'orge, VRN2 est un autre facteur de transcription de type doigt
de zinc qui agit comme un régulateur négatif dominant de la période de floraison dans la voie de
la vernalisation (Karsai et al. 2005; Yan -et al. 2004). La réduction du niveau d’expression de
VRNZ par RNAi accélere la floraison du blé hexaploide (Yan et al. 2004). VRN3 régule
positivement la floraison sous condition de longue journée, par régulation de VRNI, le géne de
l'identité du ménsteme. L'effet de I'augmentation de la transcription de VRNI est la régulation
négative de VRN2 (Trevaskis et al. 2006; Dubcovsky et al. 2005). La présence et I’expression de
Tallele donﬁnant du gene Vml chez le blé de printemps montre une relation inverse avec le
maximum de tolérance au gel (Fu et al. 2005). Le géne Vrn controle non seulement la transition
du stade végétatif au stade reproductif, mais aussi affecte l'expression des génes induits 2 la

basse température qui sont associés a 1'acquisition de la toléranc;e au gel (Danyluk et al. 2003).

19 ROLES POSSIBLES D’UNE AMPLIFICATION DU CONTENU GENIQUE

En utilisant une importante collection de lignées de plantes a fleurs, y compris les
graminées, une étude a révélé que les plantes qui ont subi une duplication de g'énE)me entier ont
ét€ plus susceptibles de survivre a la période d'extinction massive de la limite Crétacé-Tertiaire
(K-T) (Fawcett et al. 2009). D'autre part, 'augmentation de copie de génes comme adaptation
génétique ne se limite pas & la duplication de génome entier. Une expansion sélective de génes

spécifiques peut également jouer un role important dans 1'évolution adaptative (Kondrashov et al.
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2006; Chen et al. 2008; Zou et al 2009). Sur ce point, Sandve et Fjellheim (2010) ont proposé
un modele d'évolution de la tolérance au gel chez les Pooideae ou une forte pression de sélection
sur un de leurs ancétres pendant la période Eocéne oligécéne a conduit a I'évolution adaptative
“de la tolérance au gel grace a une ex‘pansion des familles de génes CBFIlIc/d et CBFIV. Le
modele d'évolution pour la conservation de génes dupliqués prévoit plusieurs mécanismes dans
lesq{lels un événement de duplication génique pourrait étre adaptatif. Tout d'abord, un avantage
immédiat d'un événement de duplication génique est soit un effet de l'augmentation de la dose
génique (Ferrarri et Georghiou, 1991) ou la redondance fonctionnelle (Gu, 2003; Moore et al.
2005). L'effet d'une dose plus élevée des genes CBFIIIc/d et CBFIV pourrait conduire a une
expression accrue des facteurs de transcription sous des conditions de stress abiotiques. Cela
pourrait nous amener (i) & une réponse plus rapide au stress dfi 4 une accumulation plus rapide
des produits des génes, ou (ii) une réponse plus longue et plus forte au stress au froid, du a la

persistance des ARNm de genes CBF dans la cellule pour un temps plus long.

Un autre modéle expliquant la conservation de genes dupliqués est la spécialisaﬁon des
genes, sous-fonctionnalisation et néo-fonctionnalisation (Ohno, 1‘970; Gibson ét Goldberg, 2009;
Hahn, 2009). Ce modele suppose une sélection positive sur des mutations post-duplication plut6t
que la conséquence d'adaptation de 1'événement de duplication elle-méme (Hahn, 2009). Ceci
aménerait une évolution de lignées spécifiques des genes et de leur expression qui serait
impliquée dans 1'évolution adaptative (Ferea et al. 1999; Rifkin et al. 2003; Nuzhdin et al. 2004).
Les études suggerent que la spécialisation, sous- ou néo—f(;nqtionnalisaﬁon des génes CBFIllc/d
et CBFIV peut étre le résultat des changements favorables sous les stress abiotiques conduisant a

des nouveaux modeles d'expression génétique et 'amélioration de la réponse au froid.

110 QTL (QUANTITATIVE TRAIT LOCUS)

Un locus de caracteres quantitatifs (LCQ ou QTL pour quantitative trait locus) est une

région plus ou moins grande d ADN qui est étroitement associée a un caracteére quantitatif, c'est-




22
a-dire une région chromosomique ol sont localisés un ou plusieurs geénes a l'origine du
caractétre en question. Un QTL nous aide & relier -deux types de données, 1’information
phénotypique et les données génotypiques. Une analyse QTL permet aux chercheurs dans des
domaines aussi variés que l'agriculture, 1'évolution et la médecine de relier certains phénotypes
complexes a des régions spécifiques des chromosomes. Le but de ce processus consiste a
_identifier 1'action, l'interaction, le nombre et l'emplacement précis de ces régions (Miles et
Wayne, 2008). Par exemple, chez ’humain, les chercheurs ont trouvé plusieurs mutations 2 la
base de problémes de santé. Les facteurs génétiques jouent un réle important dans le cancer du
sein et des ovaires, mais moins de 10% sont attribuables 2 I'héritage de mutations dans un seul

gene (Wang et al. 2001).

Les Single-Nucleotide Polymorphisms (SNP) sont, en génétique, des variations (ou
polymorphismes) d'une seule paire de bases du génome, entre individus d'une mérﬁe espece. Le
SNP peut survenir sur le promoteur ou dans la partie codante du géne. Le SNP dans une
séquence codante ne change pas nécessairement l'acide aminé de la protéine produite par le gene,
en raison de la dégéﬁérescence du code génétique. Un SNP qui produit la méme séquence
polypeptidique est appelé un polymorphisme synonyme (aussi mutation silencieuse). Chez les
humains, 99,9% des séquences d'ADN individuel sont identiques a celui d'une autre personne.
Les SNP représentent 80% de l'ensemble des variations génétiques humaines. Ces variations sont
trés fréquentes (environ 1 par 1000 paires de bases dans le génome humain). La présence d’un
"SNP (G/C 135) sur le géne RADS5I, semble avoir un effet sur I’apparition des cancers du sein et
de l'ovaire (Wang et al. 2001). Chez les humains, un SNP est a }a base du. probiéme de la
drépanocytose (également appelée anémie a cellules falciformes) qui est une maladie héréditaire
qui se caractérise par 'altération de I'hémoglobine, la protéine assurant le transport de 1'oxygene
dans le sang. La drépanocytose n'est pas une maladie trés rare. Elle est particuliérement fréquente
dans la population d'origine africaine subsahari¢nne, des Antilles, de 1'Inde, du Moyen-Orient et
du bassin méditerranéen. On estime que 50 millions d'individus en sont atteints dans le monde

(Amal et Girot, 2002). L'aligle S, est un alléle anormal du géne régissant la structure de la chafne
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béta de'l'hémoglobine. Dans cet alléle, un acide glutamique en position 6 est remplacé par une

valine (Bardakjian-Michau, 2008).

1.10.1 IDENTIFICATION DE QTL CHEZ LES CEREALES SUR DES GENES
ASSOCIES A D’AUTRES STRESS QUE LE FROID

1.10.1.1 QTL chez les céréales

La présence de plusieurs QTL a été identifiée chez les céréales, telles que ceux associés a
la tolérance au stress salin, la tolérance au gel, la tolérance au stress d’aluminium (Al) et

plusieurs autres. Ici, nous présentons quelques exemples de QTL retrouvés chez les céréales.

Le principal obstacle a la croissance des plantes poxfssant sur les sols acidifiés est la
toxicité par 1’aluminium (Al) qui cause une inhibition de la croissance des racines. Il existe une
variation significative dans la capacité des génotypes au sein de certaines especes résistantes,
d’exclure I’Al de leurs tissus, ou de tolérer I’Al par détoxification ou la séquestration dans
certains organites et tissus (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000; Kéchjan et al. 2004). Dans I’étude
de Sasaki et ses collégués (2006) sur le blé, 69 lignées ont été examinées pour leur variabilité
dans le géne de résistance au stress d’Al (ALMTI) et I’analyse a montré que contrairement aux
séquences relativement conservées de la région codante du gene, il y avait de la variabilité dans
le premier 1 kpb en amont du codon d'initiation de ce géne. Les régioné en amont de nombreux
genes dont leur expression est induite par les stress abiotiques (sécheresse et le froid) contiennent
des €léments cis qui sont impliqués dans la réponse au stress (Yamaguchi-Shinozaki et
Shinozaki, 2005). Une recherche sur la séquence du promoteur des génes de résistance 3 ’Al a
permis d’identifier une répétiﬁon du promoteur chez les cultivars résistants ce qui augmente

I’expression de ce géne (Sasaki et al. 2006).
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Un autre exemple est ’existence d’une variation génétique’ pour la tolérance a la toxicité

du Bore (B) chez l'orge. Le contenu en B dans les sols arides de 1‘Ausﬁaﬁe et de nombreuses
autres parties-du monde peut causer des pertes de rendement chez des variétés d'orge sensibles .
(Cartwright et al. 1984). Oertli et Roth (1969) ont suggéré que la tolérance au B est causée par
I’accumulation réduite de B. Cela a été confirmé par Nable (1988) qui a trouvé que les blés et
orges résistants accumulent moins de B dans leurs racines et pousses. Huang et Graham (1990) et
Choi (2004) ont montré que des changements dans 1’architecture des racines sont associés avec
la tolérance au B chez le blé et I’orge. En utilisant différents croisements entre un cultivar B-
tolérant et un cultivar B-sensible, plusieurs QTL’ ont été identifiés avec des effets détectables sur
I'accumulation de B dans la pousse, sur I’architecture des racines, la production de matiére‘séche
et l'expression des symptdmes chez les feuilles (Jefferies et al. 1999; 2001). Chez ’orge, les loci
sur les ch_romos'omes 4H et 6H agissent additivement et contribuent pour 64% et 31% de la
réduction de 1'accumulation de bore, respectivement. Récemment, Botl a été identifié comme le
géne de tolérance (Reid, 2007; Suttdn et al. 2007). Chez le cultivar résistant, il existe en tandem -
de quatre exemplaires sur le chromosome 4H (Sutton et al. 2007). L’abondance des transcrits de
Botl indique que ce gene est plus abondamment exprimé chez le génotype tolérant (Hassan et al.

2010).

1.10.1.2 Identification des QTLs de génes CBFs chez le blé et I’orge

Chez le blé diploide (T. monococcum), onze geénes CBF ont été cartographiés sur une
région de 0,8 cM sur le chromosome 5, région coincidant avec le QTL Frost resistance-2 (Fr-
A"2) (Miller et al. 2006). Ce iocus est associé a une plus grande tolérance au gel et a une
expression différentielle>du gene CORI14b par le froid chez le cultivar plus tolérant (Vagijfalvi et
al. 2000; 2()03). Actuellement, il n'est pas encore connu quel(s) gene CBF(s) au sein de ce cluster
est/sont responsable(s) des différences observées dans la tolérance au gel (Vagujfalvi et al. 2005;
Stockinger et al. 2007).‘Un_e stratégie pour trouver le ou les genes CBF de ce locus est de générer

des populations de cartographie a haute densité, et d’identifier les événements de recombinaison
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entre les génes CBF dans ce locus. Knox et ses collégues (2008) ont testé des lignées montrant
des événements de recombinaison pour la tolérance au gel et pour l'expression différentielle de
COR14b. Leurs différentes analyses ont indiqué que 1'effet majeur était li€ au centre du cluster de
CBF, y comprs, TmCBF12, TmCBFI14 et TmCBFI15. La différence la plus évidente sur. ces
séquences de genes candidats est une délétion dans le domaine AP2 de TmCBF12 chez le

cultivar sensible au gel. Le domaine AP2 des protéines CBF se lie au motif CRT/DRE (CCGAC)
qui est présent dans les promoteurs de nombreux génes induits au froid (Baker et al. 1994;
Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1994; Stockinger et al. 1997; Gilmour et al. 1998; Liu et al.
1998; Thomashow, 1999). ' '

La structure du domaine de liaison & 1’ADN, le domaine AP2 des protéines CBF, est
composée de trois feuillets B (31-3) antiparallgles, et d’upe hélice presque parallele aux
feuillets B (Allen et al. 1998). La délétion de 5 acides aminés chez TmCBF12 du cultivar sensible
an froid est située entre les feuillets 81 et 82, dans une région connue pour se lier au motif
CCGAC sur le promoteur des génes COR (Allen et al. 1998; Hao et al. 2002), Les résultats
obtenus par gel de retardement ont confirmé que cette délétion chez CBF12 élimine la capacité
de cette protéine 2 se lier au promoteur d’un géne COR. Par conséquent, il est probable que cette
protéine ne peut plus moduler I’expression des genes COR, et ainsi altre la capacité de la plante

a s'acclimater au froid et & développer la tolérance au gel.

La comparaison de séquences conservées dans le domaine AP2 de protéines CBF montre
que leurs moitiés N-terminale sont presque identiques. Cette région semble coincider avec la
spécificité de liaison pour la boite GCC, ce qui implique que la moitié N-terminale est
responsable de la reconnaissance spécifique de la boite GCC (Hao et al. 1998). Allen ‘et ses
collegues (1998) ont mentionné que la structure du domaine AP2 de la protéine ERF1 chez
Arabidopsis est stabilisée par de nombreux contacts hydrophobiques entre les chaines latérales
des résidus Tyr146, Vall49, Phel57, Ala159, Ile161, Vall71, Leul73, Phel76, Alal79, Alal82,
Alal83, Alal85, Tyr186, Alai89, Ala190, Alal98, Leu200 et Phe202 . La géométﬁe de I’hélice-

a Vis-2-vis les feuillets-B semble étre déterminée par l'interaction de nombreux résidus Ala dans
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1'hélice-a avec les plﬁs grands résidus hydrophobes dans les feuillets-B, en particulier, Phel57,
Phel76, Vall71 et lle161, qui pince ’hélice aux quatre coins. Les gfoupes guanidyl de quatre
résidus arginine ont été identifiés comme ayant des contacts avec cinq bases guaniné par des
liaisons hydrogtnes (avec la boite GCC), Arg 150 avec G20, Arg 152 avec G5 et G21, Arg 162
avec G17 et Arg 170 avec G8. Les chaines latérales de résidus Arg 150, Arg 170 et Arg 162 ont
des interactions hydrophobes avec des bases pyrimidiques C19, C7 et T8, respectivement. Les
cycles aromatiques du Trp154 établissent des interactions hydrophobes avec les bases T3 et A4
. et ceux du Trp172 avec, G5 et C6 sur la chaine d'ADN. Ces interactions couvrent les six paires
de bases dans la ééquehce conservée AGCCGCC et alors servent 2 la reconnaissance spécifique
de la boite GCC par ce facteur. Tous les résidus Arg et Trp qui contactent les bases (sauf Arg
152), ont, en plus, des liaisons hydrophiles avec le sucré ou des liaisons ioniques avec des
phosphates de I’ADN. De plus, certains auntres résidus (Lys156, Thr175, Argl47, Tyrl86 et
Gly148) ont des liaisons avec le sucre/phosphate de 1’ ADN (Allen et al. 1998).

De plus les CBF possédent une séquence signature hautement conservée en amont du
domaine AP2 suggérant qu’elle a une fonction importante (Canella et al. 2010). Canella et ses
collegues (2010) ont effectué des analyses afin de déterminer s’il y a des acides aminés
spécifiques dans cette signature qui sont importants pour la liaison & I'ADN. Les résultats
indiquent que les 16 acides aminés en amont du domaine AP2 ne peuvent pas avoir un réle direct
dans la liaison de I'ADN, mais plutdt sont requis pour le domaine AP2/ERF pour maintenir une
conformation active et en plus, les résidus Arg37 et Phe40 ont été critiques pour la liaison de
I'ADN et les substitutions de ces acides aminés ont toutes fortement aboli la liaison aux éléments

régulateurs CRT/DRE.

Le blé d’hiver est blus résistant au froid que son honﬁologue, le blé de prihtemps (Limin et
Fowler, 2006, Wilen et al. 1996). L'expression des génes CBFs et la durée de I’expression
influence la capacité finale de la résistance au gel (Mahfoozi et al. 2000; Fowler et al. 2001).
Stockinger et ses collegues (2007) ont trouvé qu’il n'y a pas de différence qualitative entre

I'expression de génes CBFs de blé d’hiver et de blé de printemps, mais que ces génes sont
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exprimés chez le Hé sensible ;m froid & des niveaux inférieurs. I'expression accrue d'un géne
peut étre tout simplement causée par une augmentation de son nombre de copies (Knox et al.
2010). Alors, Knox et ses collegues (2010) ont vérifié s’il y a des différences structurelles entre
les génes CBF chez 1I’orge résistant et ’orge sensible au froid qui pourrait expliquer la différence
phénotypique. Les résultats montrent que le cultivar de prinfemps posseéde un seul géne CBF2
sous une forme chimére CBF2B/A alors que chez le cultivar'd’ﬁiver, ce geéne existe en deux
copies CBF2B et CBF2A. Les résultats également montrent que le cultivar résistant au froid
contient au moins deux copies du géne CBF4B en tandem 2 la suite d'une duplication de la
région génomique comprenant CBF4B. La deuxiéme différence est sur le géhe CBF13. Le gene

CBF13 chez le cultivar résistant est une séquence codante intacte, alors que chez le cultivar

sensible c’est un pseudogene.

Chez l'orge, 20 genes CBF ont €€ ideritifiés (Skinner et al. 2006), dont 11 sur une région
génomique du chromosome 5H, déja identifiée comme locus contenant le QTL (Fr-H2) (Skinner
et al. 2006; Francia et al. 2007). L’analyse de la structure génomique a révélé une organisation
non conservée dans le locus Fr-H2 de ’orge: les cultivars Nure et Dicktoo (deux cultivars
dhiver) se partagent la méme organisation génomique, alors que Morex et Tremois (deux
cultivars de printemps) sont caractérisés par une autre structure génomique (Francia et al. 2007).
Comme la tolérance au gel est une caractéristique des plantes de climats tempérés, les génes CBF
devraient étre hautement conservés dans la tribu Triticeae. Fricano et ses collegues (2009) ont
travaillé sur les variations‘ alléliques de quatre génes CBF chez 1'orge (HvCBF3, HvCBFG6,
HvCBF9 et HyCBF14) dans un groupe de cultivars européens, chez des variétés locales et H.
spontaneum. Le but était de trouver une association entre des variantes génétiques chéz plusieurs
genes CBF et la co-ségrégation avec le QTL de résistance au gel. Il est généralement admis que
les plantes cultivées contiennent moins de variation génétique que leurs ancétres sauvages
(Doebley et al. 2006). En plus, le processus de domestication peut impliquer une réduction de
variation génétique causée par la reproduction répétée d'individus supérieurs (Doebley et al.
2006). L'analyse des ressources génétiques CBF présentes chez des especes cultivées

européennes a révélé que les séquences de HvCBF9 sont presque identiques chez les variétés
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cultivées, et absentes dans certaines accessions d'orge. L’utilisation d’amorces additionnelles
n’a pas permis de détecter HvCBF9 dans certaines lignées. Les variants de HvCBF9 n’étaient pas
associés A un niveau plus élevé de tolérance au gel, sﬁggérar}t que ce gene n’a pas d’effet majeur
sur ce trait. Comme la sélection ciblée sur un locué individuel réduit la diversité génétique au
sein de et autoﬁr du locus sélectionné (un phénomene connu sous le nom de genetic hitchhiking;
Smith et Haigh, 1974; Palaisa et al. 2004), la forte réduction des alle¢les de HvCBF9 chez les
variétés cultivées auraient pu étre générées par la 'sélection ciblée aux geénes CBF. Une situation
similaire est valable pour HvCBF3 qui n'a pas été détectée dans un tiers des cultivars européens.
L'analyse d'association entre variant de génes CBF et la tolérance au gel montrent que deux
substitutions nﬁcléotidiques de HvCBFI4 sont statistiquement associées 2 la tolérance au gel.
Les deux polymorphismes sont dans la région 3’-non codante de HvCBFI4 et l'analyse
bioinformatique indique que cette région ne contient pas d’éléments cis. Un certain. nombre de
lignées sauvages qui sont tolérantes au gel ont les mémes variantes de HvCBFI4. Il n’est

cependant pas établi que ces polymorphismes sont responsables-de la tolérance au gel.

Une analyse moléculaire de 12 génes provenant de plusiéurs loci a été effectuée a partir
d'un ensemble de 102 accessions uniques d’orge (Cuesta-Marcos et al. 2010). Pour les génes
situés dans le locus FR-H2, ces auteurs ont trouvé 19 SNP et cinq haplotypes pour HvCBF3, 17
SNP et six haplotypes pour HvCBF6, et huit SNP et six haplotypes pour HvCBF9. Toutefois,
aucune mention de I'effet de ces polymorphismes sur la fonction possible des CBF n’a été

déterminée.

Le blé hexaploide Chinese Spring (contenant le chromosome 5A de Triticum spelta), est
insensible‘ 4 la vernalisation, il contient ’alléle Vrnl/ trouvé au niveau du chromosome 5A. Vrn-
Al est I’allele déterminant dans le processus d’inhibition de la vernalisation (Galiba et al. 1995).
La cartographie des chromosomes SA et 5D de descendants issus du croisement entre Chinese
Spring (7. Spelta SA) et Chinese Spring (Cheyenne 5A) (vernalisation sensible) ou Chinese
“Spring et Chinese Spring (Cheyenne 5D) montre que les génes Vrnl et Frl (géne de tolérance au

gel) sont des loci liés au niveau des chromosomes 5A et 5D. De plus, il existerait une relation

i
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homeoall€lique entre Vrn-Al et Vrn-DI (Snape et al. 2001). Toth et ses collégues (2003) ont

montré que chez les descendants issus du croisement entre Chinese Spring et Chinese Spn'ng'

(Cheyenne 5B), les loci Vrn-BI et Fr-BI sont liés aussi. Fr-BI contient un QTL et serait un géne
orthologue aux autres génes Fr situés sur les chromosomes 5A et 5D. Ces observations montrent
que Vrn-1A n’est pas le seul responsable de la sensibilité de Chinese Spring au gel, supportaht

I'hypothése que le locus avoisinant’ contient les CBFs soient impliqué.




CHAPITRED
MATERIELS ET METHODES

2.1 IDENTIFICATION DE NOUVEAUX GENES CBF DU BLE

Dans une étude précédente, Badawi et ses collegues (2007) ont isol€ 15 groupes de génes
CBF chez le blé hexaploide, et concluent que cette espéce pourrait avoir jusqu’a 25 groupes de
genes CBFs. Dans le but de vérifier cette possibilité, nous avons assemblé des séquences CBF en
ARNm virtue] & l'aide de CAP3 (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php) (Huang et Madan, 1999).
Les séquences assemblées incluent des séquences de T. monococcum, des séquences partielles
obtenues préalablement dans notre laboratoire, et des génes complets/incomplets disponibles
dans les bases de données NR (non redondante) et EST (expressed sequence tag) du NCBI. Ce
premier assemblage a €t€ mis A jour au fur et 2 mesure que de nouveaux génes CBF ont ét€

séquencés. En utilisant ces assemblages d’ARNm virtuel, d’une 2 trois amorces spécifiques

(GSP) du gene ont été congues a l'aide de Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/) (Rozen et
Skaletsky, 2000) pour la direction sens (région 5’ de 1’ARNm) ou anti-sens (dans la région 3’ de
I’ARNm). '

22 ISOLATION DES GENES CBF PAR PCR

Nous avons utilisé ies amorces congues (GSP) pour isoler les génes CBF exprimés chez le
blé a partir de 4 librairies d’ADNc construites auparavant (Houde et al. 2006). Bricvement, ces
librairies d'ADNc ont été préparées a partir de Triticum aestivum L. cv Norstar. Les quatre
librairies (L.3-L6) ont été préparées 2 partir de pool d’ARNm obtenue de: (L3), tissu de racine de
blé contrdle, de blé acclimaté au froid et lors d’un stress salin; (I4), parties aériennes lors d’un
stress de déshydratation; (L5), des tissus du collet au cours de leur vernalisation et différents .
stades de développen;ent de 1’épi et 1a formation de graines du bié; (L6), la partie aérienne du blé

* (collet et feuilles) aprés une courte exposition & la basse température sous la lumiére et



- 31
l'obscurité. Tous les ADNc synthétisés ont été cionés dans le méme sens dans le vecteur
pCMV.SPORT6 (Invittogen) en utilisant 1’adaptateur Sall (GTCGACCCACGCGTCCG) et
I’amorce/adaptateur Notl (GCGGCCGCCCTls). Le premier mélange réactionnel pour la
synthése d'’ADNc contenait du dCTP méthylé pour éviter le clivage interne des ADNc par
l'en7;yme de restriction No#l utilis€ pour générer les extrémités cohésives pour le clonage. Pour la
L5, le’GeneRacer” kit (Invitrogen) a été utilisé avant la synthese du premier brin pour produire
une librairie contenant une forte proportion (95%) d’ADNc pleine longueur. Pour chaque
librairie, six millions de transformants ont été obteﬁus, amplifiés et congelés a -80°C avec du
glycérol. Pour préparer les plasmides pour 1’expérience de PCR, 40 pl d’un stock de la librairie
d’ADNc (>40 x 108 clones) ont été inoculés en milieu LB (100 ml) additionné d'ampicilline et
cultivés & 30°C pour 6-8 h. Les plasmides ont été isolés avec la trousse QIAprep Miniprep
(QIAGEN) et évalués sur gel. |

Afin d’améliorer la spécificité de la réaction PCR, les GSP ont été conéus avec une Tm

plus élevée que 1’amorce universelle M13F 5’-
AGATCCCAAGCTAGCAGTTTTCCCAGTCACGA-3’ et MI3R 5’-

GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGA-3’ trouvé dans le vecteur
pCMV.SPORTS. Des listes d’amorces GSP utilisées pour I’ajout de séquence aux génes CBF's
incomplets et pour l'isolement de génes CBF nouveaux sont présentées respectivement dans les
tableaux S1 et S2. L’amplification a été eff;ctuée‘en utilisant un GSP (0,6 uM) et l'amorce
correspondante universelle (0,3 uM), 10 ng d’ ADN plasmidique a partir d'une librairie d’ADNc,
Ix ou 2x de la solution enhancer, et 'ADN polymérase Pfx en suivant les recommandations du
manufacturier (Invitrogen). Bri¢vement, le PCR débutait avec une diminution progressive de 1a
température jusqu’a la température d’ appariement (annealing) et s’est terminé avec 45 cycles de
94°C pendant 20 s, 64°C pendant 20 s et 68°C.pendant 150 s. Les produits de PCR ont été
analysés sur un gel et les réactions qui ont produit des fragments de taille attendue ont été
choisies pour un sous-clonage en utilisant la trousse de clonage (Zero Blunt TOPO PCR kit;
pCR®-Blunt II-TOPO) d’Invitrogen. Les produits de sous-clonage ont été transformés dans les

bactéries compétentes E. coli (TOP10) et étalées sur pétri LB-agar-kanamycine et incubées
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pendant 18 heures a 37°C. Quelques colonies ont été utilisées pour ensemencer des tubes
contenant du LB/kanamycine. L’ ADN de plasmide a €€ isolé par la méthode utilisant de la terre
de diatomée. Aprés une incubation & 37°C pendant 18 heures avec agitation, la suspension
bactérienne a été transférée dans un tube Eppendorf et centrifugée a 14000g pendant Imin. Le
culot a été récupéré et suspendu dans 100 pl de solution contenant 25mM TrisHCI, 10mM
EDTA, 100pg/ml ARNase A, pH 8. Le mélange a été bien vortexé et 100 pl d’une solution 'de
lyse (0.2 M NaOH contenant 1% SDS) a ét€ ajouté et bien mélangé. Dans le méme tube, il a été
ajouté 400 ul de la solution de neutralisation/dénaturation (0.75 M potassium-acetate, 0.5 M
acide acétique, 37.5 mM TrisHCI, 15 mM EDTA, 4.5 M guanidine HCl). Aprés 10 min 2 la
température de la pi¢ce, le mélange a été centrifugé 2 14000g pendant 10 min et le surnageant a
été transféré sur une colonne de terre de diatomée. Le liquide pénétre dans la colonne avec une
centrifugation de 5000g pendant 1 min. Un lavage a été effectué avec 600ul de solution de
lavage (8.3 mM Tris-HCl pH 7.5, 2.1 mM EDTA, 83 mM NaCl, 42% éthanol) et suivi par une
centrifugation de 5000g pendant 1 min. Une deuxi¢me centrifugation a été fﬁte pour sécher la
terre de diatomée. L.es plasmides ont été récupérés en mettant 50 pl de tampon TE (10 mM Tris-
HCI, pH 8.5, contenant 1 mM EDTA). Les plasmides contenant la séquence désirée ont été
traités par I’enzyme de restr\iction EcoRIL Les résultats ont ét€ évalués par électrophorese sur gel
d’agarose, puis les plasmides ont ét€ envoyés pour séquencage au Centre d'Innovation Génome
Québec et Université McGill. Les séquences représentant des nouveaux génes CBF ont été
entierement séquenééés. Les séquences qui montraient un chevauchement (100% d’homologie)
ont été fusionnées pour produire la blus longue séquence du géne possible (Tableau 1). Au moins
deux clones provenant de réactions d’amplification indépendante ont été séquencés afin de

s’assurer qu’il n’y a pas d’erreurs introduites & cause des PCR.

2.3 ANALYSES PHYLOGENETIQUES ET BIOINFORMATIQUES

Les fichiers- FASTA de séquences nucléotidiques codant soit pour le domaine AP2 /

séquences signatures avoisinantes ou soit pour toute la protéine CBF, et utilisés dans les diverses
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analyses phylogénétiques sont présentés dans les figures complémentaires S1 et S2. Les
séquences ont €te alignées en utilisant le programme ClustalW du Biology Workbench
(http://workbench.sdsc.edu/), ou MEGAS (Tamura et al. 2011) et l’alignement raffiné

manuellement. Les régions contenant des alignements ambigus ou des GAP ont été enlevées
avant l'analyse. Le logiciel MEGAS5 a été utilisé pour les analyses phylogénétiques d'abord en

trouvant le meilleur modéle de nucléotide pour nos données parmi ceux disponibles dans MEGA.

Tant le critére d'information bayésien que le critére d'information d'Akaike ont toujours choisi-

les modeles T92+G et HKY+G comme ceux décrivant le mieux le patron de substitution. Ces

modgles ont été utilisés dans 'analyse des nucléotides par maximum de vraisemblance avec le

test de bootstrap (500 réplicats) et ont donné des résultats similaires. L’analyse’ de groupements .

. hydrophobes (HCA) (Gaboriaud et al. 1987; Callebaut et al. 1997) a été effectuée a l'aide de
linterface basée sur le Web 2 l'adresse: (http://www.bioserv.rpbs. jussieu.fr / RPBS / cgi-bin /
Ressource.cgi? chzn_lg = une & chzn_rsrc = HCA). En bref, les séquences protéiques de T.
aestivum, T. monococum, H. vulgare et S. cereale sont affichées sur un filet de double hélice
dans laquelle les acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y, W) sont contournés. Les résidus
hydrophobes séparés par quatre résidus non hydrophobes ou plus, ou une proline, sont placés
dans des noyaux distincts. Le caractere hydrophobique de ces noyaux représente la faée interne
des structures secondaires réguliéres (hélices oﬁ feuillets). Un autre acide aminé a été choisi pour
étre mis en évidence dans cette étde: la proline qui confere le plus grand obstacle a la chaine
polypeptidique. Ces informations sur la structure secondaire ont été mises en évidence sur un

alignement de protéines CBF.




Tableau 2.1 La nomenclature et les caractéristiqués de nouveaux genes chez le blé hexaploide.

Nom du Gene Numéro Méthode ADNc/ ADN  Cadre de lecture Queue poly Acides
d’ accession d’isolation  longueur ouvert (CDS) A détectée .aminés
(pb) . totaux

TaCBFI-1.1 1 1004 59-712 Oui 217
TeCBFI-1.2 1 1062 58-711 Ouij 217
TaCBFI-1.3 1 1207 59-712 Oui 217
TeCBFII-5.4 1 1038 85-717 Oui 210
TaCBFII-5.5 1 1075 92-766 Oui 224°
TaCBFIIIb-23.1 1 986 64-798 Oui 244
TaCBFIIb-23.2 1 950 46-780 Oui 244
TaCBFIIb-23.3 1 881 27-758 Oui 243
TaCBFIlic-10.1 1 953 120-839 Oui 239
TaCBFIlc-10.2- 1 977 © 113-835 Oui 240
TaCBFIllc-13.1a 1 1000 142-549 Oui 135°
TaCBFIlld-16.1a 1 1397 97-798 Oui 233
TaCBFIIId—] 6.2 1 1562 97-798 Oui 233
TaCBFIlld-16.3 I 976 96-797 Oui 233
TaCBFIld-17.1 1 1252 97-969 Oui 290
TaCBFIIld-24.1 i 820 96-789 231
TaCBFIlld-24.2a 1 820 87-789 234
TaCBFIlld-24.3 1 866 50-754 234
TaCBFIVa-25.1 1 944 76-768 Oui 230
TaCBFIVa-25.2 1 1032 69-761 Oui 230
TaCBFIVb-21.2 1 1002 226-819 Oui 197¢
TaCBFIVd-26.1 1 860 89-730 Oui 213
TaCBFIVd-26.2a 1 946 112-750 Ouj 212
TaCBFIIld-A27 JF758493 2 48304 16818-16096 240
TaCBFIld-D27 JF758490 2 29456 10749-10027 240
TaCBFIVa-A28 JF758493 2 48304 23908-23246 220
TaCBFIVa-D28 JF758490 2 29456 17950-17288 220
TaCBFII-5.1b 3 (CS',M) 771 .-73—750 225
TaCBFIlIc-3.2b 3(CSM) 821 80-820 246
TaCBFlIllc-13.1b 1,3 (N) 803 *109-516 135°
TaCBFlllc-13.1c 3(CS.M) 834 109-333 74¢
TaCBFIIld-15.2b 3(CS.M) 717 1-717 238
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TaCBFIIld-16.1b 3 (CS,M) 762 49-750 233
TaCBFIIId-A19b 3(CS. M) 735 31-735 234
TaCBFIIld-24.2b 3 (CS,M) 747 40-744 234
TaCBFIVa-25.3 3 (CS,M) 749 - 39-731 . 230
TaCBFIVD-A20b 3(CS.M) 740 54-701 215
TaCBFIVd-26.2b 3 746 41-679 212
TaCBFIVd-9.1b : 3(CS.M) 857 47-856 269
TaCBFIVd-B22b 3 (CS) 893 34->893 >285°¢

“Nom de eene. 1a procédure utilisée nour nommer de nouveaux e&nes CBF est décrite dans le texte.

Méthode d'isolation. des codes décrivant 1a méthode d'isolation/identification: 1. amplification nar PCR a
partir de librairie ' ADNc de blé Norstar: 2. extraction de séauences de la base de données non
redondante au NCBI (les séauences nrésentées sont issues du cultivar de blé Norstar): 3. 'amnlification
par PCR & partir de I'ADN génomique des cultivars de blé Norstar (N), Chinese Spring (CS) ou Manitou

(M).

% Contient un changement A — G dans le codon stop qui retarde la fin de la séquence codante pour 30
aSeS.
. Contient une délétion de 32 bases dans la région codant pour le domaine AP2 qui crée un changement
de cadre de lecture nour le reste de la séauence codante.
°. Contient une délétion de 15 bases avant le codon stop par rapport aux autres homeologues (Badawi et al,
2()07\ et le résultat est une orotéine CBF plus Detite.
¢, Contient une délétion d’une base avant la région codant pour le domaine AP2 qui crée un changement
de cadre de lecture pour le reste de la séauence codante.
®, Contient une insertion de 38 bases aprés le domaine AP2 qui crée un frame shift pour le reste de la
séquence codante.

24 IDENTIFICATION DE POLYMORPHISMES AU NIVEAU DES GENES CBF CHEZ
DEUX CULTIVARS DE BLE PRINTEMPS

24.1 GENERATION D’ AMORCES SPECIFIQUES ET PCR

Le génome de blé hexaploide contient trois génomes hérités de trois ancétres diploides.
Les 37 séquences de geénes TaCBF identifiées dans une étude précédente chez le cultivar Norstar
(Badawi et al. 2007) et les 28 nouveaux genes identifi€s (cette étude) représentent 27 groupes de
geénes contenant de une 2 trois copies homéologues dans chaque groupe. Chaque groupe de génes
a été analysé a 1'aide de ClustalW (http://www.align.genome.jp/). Des amorces sens et antisens le

plus spécifiques possible ont été choisis a 1’extérieur de la région codante (en amont de I’ATG et




. 36 .
en aval du co'don:d’arrét) (Tableau S3). Une recherche BLASTN contre tous nos CBFs est
réalisée pour les amorces chéisies afin de confirmer leur spécificité. Les amorces spécifiques ont
ét€ utilisées pour I’amplification des génes CBFs a partir ’ADN génomique chez deux cultivars
de printemps Chinese Spring et Manitou. L’ADN génomique de blé a été extrait et quantifié
selon la méthode décrite auparavant (Limin et al. 1997). Nous avons utilisé le systéme
d’amplification Platinum Pfx en suivant les recommandations du manufacturier (Invitrogen). Les
tubes (50 ul final) contenaient 1X tampon d’amplification Pfx, 0,3 uM de chaque dNTP, ImM
MgSO4, 0.3 pM de chaque amorce spécifique, 10-20 ng d’ADN génomique, 1X enhancer et
0.5U d’ADN polymérase Platinum Pfx. Le PCR est commencé avec une incubation de 120 s a
94°C et suivi de 45 cycles de 94°C pendant 20 s, 58-60°C pendant 20 s et 68°C pendant 60 s. Les

résultats de PCR ont été vérifiés par gel d’agarose et comparés avec les tailles attendues.

24.2 CLONAGE ET ANALYSES BIOINFORMATIQUES

Les fragments obtenus par PCR ont été li€s au vecteur pCR®-Blunt II-TOPO®. Les
produits de ligation ont été transformés dans les bactéries compéfentes E. coli (TOP10), qui ont
€ étalées sur pétri LB-agar-kanamycine (50 pg/ml) et incubées pendant 18 heures a 37°C.
Quelques colonies ont été choisies pour une mini préparation de plasmides décrite plus haut. Les
plasmides contenant la séquence clonée ont été digérés par enzyme de restriction EcoRL Les
résultats ont été évalués par €lectrophorése sur gel d’agarose. Les tailles de fragmehts obtenues
‘ont été vérifiées et comparées avec les tailles attendues. Les g&nes avec les tailles attendues ont

été séquencés et leurs séquences sont incluses dans les figures S1 et S3.

Les résultats de séquencage ont été comparés avec les séquences des génes CBFs de
Norstar (Badawi et al. 2007; et notre étude) sur le site de Do-It-Yourself Sequence Comparison

(http://www.proweb.org/proweb/Tools/WU-blast.html). Lors de ces comparaisons, nous avons

évalué la présence de polymorphismes tels que des transitions, transversions ainsi que des

insertions / délétions de nucléotides. Les protéines de tous les gnes qui montraient des

M
A, / .
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polymorphismes ont été traduites avec BLASTX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ou

ORF (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi) et le ou les polymorphismes sur les chaines
protéiques identifiés. La structure secondaire de toutes les protéines CBFs avec polymorphismes
a ét€ réalisée en utilisant le programme HCA (http://www.bioserv.rpbs.jussieu.fr/RPBS/cgi-

bin/Ressource.cgi?chzn lg=an&chzn rsrc=HCA). Ces structures ont été comparées avec celles

de protéines CBFs de Norstar pour déterminer si les polymorphismes affectaient la structure

secondaire de protéines CBF (dans le domaine AP2, sur la signature CBF ou dans le domaine C-

terminal).




CHAPITRE Il
RESULTATS

Les geénes CBF sont des régulateurs importants de la tolérance au gel chez les plantes.
Dans une étude précédente, Ja combinaison de séquengage d’EST de blé, le criblage de banque
d'’ADNCc et l’ampliﬁcation PCR a ét€ utilisé pour identifier 37 génes CBF exprimés chez le blé
‘ hexaploide (Badawi et al. 2007). L’analyse moléculaire a révélé que ces genes représentent 15
groupes de geénes avec 1.4 3 homéologues (provenant des 3 génomes A, B et D du blé
hexaploide). Des analyses .phylogénétiques et bioinformatiques plus globale des CBF présents
chez les différentes especes de bié et autres monocotylédones ont révélé que le blé devrait
posséder au moins 23-25 groupes de génes CBFs différents. Comme 1’information sur la famille
CBF chez le blé était incompléte, les objectifs de notre travail étaient 1) de poursuivre 1’isolation
de geénes CBF afin d’identifier le répertoire complet chez le blé hexaploide tolérant au gel
Norstar; 2) de vérifier si deux cultivars plus sensibles au gel Chinese Spring et Manitou
possédent ‘des polymorphismes dans la région codante des génes CBF qui pourraient expliquer

leur plus faible tolérance.

3.1 IDENTIFICATION DE NOUVEAUX GENES CBF

Plusieurs af)proches ont été utilisées afin d’identifier 28 génes additionnels différents
(moins de 99% d’identité entre eux dans la région codante) chez le blé hexaploide.
L’ amplification PCR 2 partir de librairies d’ADNc (représentant diverses conditions de stress au
froid, salinité et sécheresse) a permis d’isoler 23 génes CBF exprimés additionnels chez le
cultivar Norstar. L’analyse des séquences génomiques de blé publiées sur le site du NCBI a
révélé Vexistence de 4 génes CBF additionnels chez le cultivar Norstar. L’amplification PCR a
partir d’ ADN génomique des cultivars Chinese Spring et Manitou (décrit & la prochaine section)
a permis d’identifier 1 géne CBF additionnel chez le blé hexaploide. Pour étre conforme avec la

nomenclature établie auparavant, nous avons suivi les mémes lignes directrices (Badawi et al.
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2007) avec quelqﬁes ajouts. Brievement, une identité de 95 a4 99% dans la région codante entre
. génes CBF indiquait qu’ils étaient des copies/ homéologues (des 3 génomes A, B et D du blé
hexaploide), une identité moindre que 95% indiquait qu’ils représentaient des paralogues apparus
avant la divergence des génomes ancestraux du blé, et une identité supérieure & 99% indiquait
‘qu’ils étaient des copies/ haplotypes présentes dans la population (décrit 2 la prochaine section).
Basé sur des analyses moléculaires et de phylogénie, un numéro de gene identique
(correspondant au premier geéne isolé) a été donné aux génes CBF démontrant une relation
orthologue entre especes et des nouveaux numéros a des génes identifiés dans notre étude. Dans
les cas ol de I’information sur la localisation génomique était disponible, une lettre (A, B, D).
précede le numéro du géne. Lorsque la localisation génomique n’était pas disponible, le numéro
de gene CBF est suivi d’une identification temporaire (.1, .2 ou .3). Parmi tous les groupes de
génes qui contiennent des copies homéologues répertoriées dans notre étude, seulement deux
contiennent des membres montrant des identités inférieures a 95%. Le pourcentage d’identité
exclut les bases impﬁquées dans des transitions et transversions tandis que les régions contenant
des insertions/délétions ne sont pas incluses. dans l’anaiyse. IIs incluent TaCBFII-5 et
TaCBFlIlIlc-10 qui montrent des homologies de 91.6 et 93.9%, respectivement. Des différences
marquées ont été notées entre les membres du groupe II identifiés auparavant (Badawi et al. 2007)
et pourraient indiquer que ces groupes contiennent des paralogues récents et/ou qui divergent a

des taux différents par rapport aux autres groupes.

Pour comprendre- la relation entre les nouveaux TaCBFs identifiés, ceux identifiés
auparavant (Badawi et al. 2007) et ceux présents chez d’autres espeéces de la sous-famille
Pooideae, nous avons compilé une série de séquences CBF provenant de la base de données non
redondante (NR) du NCBI. Comme il est difficile d’aligner avec certitude les séquences codantes
entieres de membres.CBF distants, nous avons réalisé I'analyse en deux étapes : 1) 1’alignement
des séquences nucléotidiques codant pour le domaine AP2 et les séquences signanqes
avoisinantes pour associer les membres CBF avec des groupes spécifiques; et 2) I’alignement
séparé des séquences codantes entieéres de membres CBF des groupes apparentés CBFIlla, b, ¢ et

d et des groupes apparentés CBFIVa, b, c et d.
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-L’analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques‘codant pour le domaine AP2/
régions avoisinantes révelent la relation entre les 65 génes CBF de T. aestivum et ceux de 7.
monococum (10 genes), H. vulgare (15 géng:s) et S. cereale (14 genes) (Figuré 1). Cette analyse
montre que le blé contiendrait 27 groupes de genes (avec 1 a 3 homéologues chaque provenant
des 3 génomes du blé hexaploide). Nous assumons ici que le blé hexaploide possédera un
orthologue du géne TmCBFIIIb-18 (démontre seulement 91.3% avec le plus proche homologue
TaCBFIIIb-é.?.I ) et que les 5 génes identifiés du groupe II re;;résentent au moins deux
paralogues CBF. Globalement les groupes I, I, Illa, IIb, IIlc, IVa, IVb et IVc montrent une
origine unique monophylétique. Dans le cas des genes CBFIIld-17 et CBFIVd-26, ils ne .
montrent pas une association (clustering) avec leurs groupes respectifs IIId et IVd mais cette
topologie est faiblement supportée (bootstrap). En ordre décroissant les groupes qui contiennent
un nombre €élevé de paralogues sont : groupe IIId (7 genes), IVd (4 genes), Illc et IVa (3 genes
chaque), groupes I, II, ITIb et IVb (2 geénes chaque), et groupes Illa et IVc (1 géne chaque).
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Figure 3.1 La relation pﬁqugénétique entre les génes CBF des Triticeae.
105 séquences nucléotidiques codant pour le domaine de liaison a I'ADN, AP2 et les séquences

avoisinantes conservées P AGRxKFxETRHP et DSAWR défini par Jaglo et al. (2001) ont
été alignées en utilisant ClustalW et ajusté manuellement. Un arbre a ét€ dérivé de cet
alignement (222 positions) par maximum de vraisemblance en utilisant le parametre Tamura-3
avec bootstrap (580 réplications). La nomenclature CBF est décrite dans le texte et les séquences
et les numéros d'accession sont trouvés dans les figures S1 et S2. La divergence dans la
nomenclature des génes CBF peut &tre vu dans les groupes IVa et IVd mais cela est
compréhensible, car aprés 1’identification des premiers génes, le répertoire de ces groupes s'est
élargi ce qui permet de mieux différencier les génes paralogues. Hv Hordeum vulgare, Sc Secale
cereale, Ta Triticum aestivum, Tm Triticum monococcum

Dans le but de mieux étudier leur groupe d’appartenance, nous avons aligné séparément les

séquences nucléotidiques des génes CBF des groupes III et IV afin de produire des alignements
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plus longs. L’analyse phylogénétique des alignements CBF des groupes III et IV est présentée
aux Figures 2 et 3, respectivérnent. Ces analyses montrent que les groupes Illa, b, c, et d (Fig 2)
et IVa et d (Fig 3) sont clairement séparés. Toutefois, les génes du groupe IVb ne sont pas
entirement séparés du groupe IVc (faible support bootstrap). Il est & noter que cette analyse a
permis de montrer 1’association des génes CBFIIld-17 et CBFIVd-26 avec leur groupe respectif.
Il est possible de noter que les noms de génes CBF sont différents entre les especes 7.
monococcum, H. vulgare et S. cereale au niveau des groupes IVa et IVd et ceci s’explique par le

choix de nom de genes lorsque le répertoire CBF du groupe en question était peu représenté.

32 ANALYSE BIOINFORMATIQUE DES PROTEINES CBF

Les génes TaCBF identifiés dans notre étude codent pour des protéines ayant entre 197 et
290 acides aminés. L’analyse de leur région codante montre que certains CBF posse¢dent des
différences au niveau de leur région codante qui altérent la protéine CBF. Le géne TaCBFII-5.5 '
posséde une transition A—G qui détruit le codon d’arrét et ainsi cause une extension de 10
acides aminés de la protéine vis-a-vis les autres membres du groupe CBFII. Dans le gene
TaCBFIVb-21.2, une délétion de 15 nucléotidqs enléve les 5 derniers acides aminés de la
protéine vis-a-vis les autres homéologues du géne TaCBFIVb-21. Dans le gene TaCBFIllc-13.1a,
une délétion de 32 nucléotides dans la région codant pour le domaine AP2 cause un changement
de cadre de lecture et ainsi une terminaison prématurée de la protéine. Il n’est pas connu
comment, ces changements affectent 1’activité de ces protéines, mais pour au moins TaCBFIIlc-

13.1a, il possede les caractéristiques d’un pseudogéne.
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Figure 3.2 La relation phylogénétique entre les génes CBF des groupes IIIa/b/c/d chez les Triticeae.

51 séquences nucléotidiques codant pour la région codante compléte ont été alignées en utilisant
ClustalW et ajusté manuellement. Un arbre a été dérivé de cet alignement (585 positions) par
maximum de vraisemblance en utilisant le parametre Tamura-3 avec bootstrap (500 réplications).
La nomenclature CBF est décrite dans le texte et les séquences et les numéros d'accession sont
trouvés dans les figures S1 et S2. Hv Hordeum vulgare, Sc Secale cereale, Ta Triticum aestivum,
Tm Triticum monococcum. :
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Figure 3.3 La relation phylogénétique entre les génes CBF des groupes [Va/b/c/d chez les Triticeae.

40 séquences nucléotidiques codant pour la région codante complete ont ét€ alignées en utilisant
ClustalW et ajusté manuellement. Un arbre a été dérivé de cet alignement (657 positions) par
maximum de vraisemblance en utilisant le parametre Tamura-3 avec bootstrap (508 réplications).
La nomenclature CBF est décrite dans le texte et les séquences et les numéros d'accession sont
trouvés dans les figures S1 et S2. Hv Hordeum vulgare, Sc Secale cereale, Ta Triticum aestivum,

Tm Triticum monococcum

Dans I’étude précédente de notre laboratoire (Badawi et al. 2007), nous avons utilisé
I'analyse des clusters hydrophobiques (HCA) afin de mettre en évidence les modifications aux

faces internes de structures secondaires (hélice-a ou. feuillet-B) qui pourraient &tre importantes
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pour I’activité fonctionnelle des CBF. Le but était d’évaluer si les CBF avaient des structures
communes (fonctions redondantes) ou des structures différentes (fé)nctions spécifiques). Cette
étude a révélé que huit des dix groupes montraient des différences structurelles dans la région de
liaison a4 I’ADN tandis que tous les dix groupes montraient des différences au niveau du domaine
d’activation en C-terminal. Wang et ses collegues (2005) avaient déja noté I’existence de clusters
hydrophobiques dans le domaine d’activation C-terminal des CBF et relevé leur importance
fonctionnelle. Donc dans le but d’étendre notre analyse aux nouveaux genes identifiés dans
I’étude présente et de vérifier la conservation des structures spécifiques associées aux groupes
CBF chez différents espéces de Pooideae, nous avons compilé une série de séquences CBF
provenant de la base de données non redondante (NR) du NCBL Pour les genes CBFIIIb-18 et -
23, CBFIIld-27, -17 et -24, CBFIVb-21, CBFIVd-26 et -22, aucun orthologue provenant d'autres
" especes de Pooideae que le blé n’a ét€ identifi€ a ce jour ne permettant pas ainsi d’évaluer la
conservation de structure sur une plus longue période d’évolution. Deux régions ont été
analysées et incluent la région entourant le domaine de liaison a ’ADN AP2 et la région
entourant le domaine d’activation en C-terminal (Figures 4-9). Pour les groupes I, II, IIa et IVc,
il est possible de voir que le nombre/position/longueur des clusters hydrophobiques (HC) et le
positionnement des prolines (P) est trés bien conservés dans la région AP2 chez les membres
anaiysés. Toutefois, dans la région C-terminale (Figure 5), les groupes I et II monUeﬁt des
longueurs/positionnemént différentes de leurs HC dans .Ia région HC5/6 qui est spécifique aux
genes aes groupes I (11 est différent de 1) et IT (5.1, 5.2 et 5.3 sont différents de 5.4 et 5.5). Cheé
le groupe II, cette différence est une indication supplémentaire suggérant que ce groupe contient
des paralogues récents. Chez le groupe IIlc au niveau du domaine AP2 (Figure 6), les protéines
CBF3 et 10 montrent un HC3 plus petit et un résidu hydrophobique spécifique (I/V) entre HC3 et
HC4 tandis que les protéines CBF13 montrent ‘un HC3 élargi et n’ont pas ce résidu
hydrophobique entre HC3 et HC4. De plus, CBF10 possede le plus petit HC7 du groupe Ilc.
Dans leur portion C-terminale, ces protéines montrent une structure assez similaire. Dans le cas
du groupe I1Id, seulement de légeres variations dans la longueur des HC ont été€ détectées en aval
de la région AP2 (HC7/8, Figure 6). Toutefois, au niveau de la région C-terminale, les protéines

CBF12 et 27 different des autres membres du groupe par un nombre. plus élevé de HC mais de
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taille réduite. Dans le cas du groupe IVa, I’analyse montre que les trois paralogues CBF-2, -25
et -28 possedent des structures différentes au niveau de leur région AP2 qui est caractérisée par
des longueurs variées de leur HC2/3 et du patron de P (Figure 8). Au niveau de leur région C-
terminale (Figure 9), seul CBF-28 semble démontrer un HC6 de longueur plus courte. Dans le
cas de CBFIVd-26, les protéines montrent une structure qui s’apparente au groupe IVc dans la
région AP2 (Figure 8). La différence majeure est que CBF-26 posseéde un HC3 élargi unique.
Toutefois, dans la région C-terminale (Figure 9), les protéines du groupe de génes CBFIVd-26
montrent une structure qui s’apparente aux autres membres du groupe IVd. La différence
majeure est que CBF-26 posseéde un HC3/HC4 fusioﬁné unique. Les autres membres du groupe
IVd ne mohtrent pas de différence majeure dans la région AP2 et C-terminale. Ces analyses
suggerent que pour refléter les différences structurales observées, plusieurs groupes pourraient
étre encore subdivisés en deux (groupes I, II, ITId et IVd) et en trois (groupes Illc et IVa). Ces
résultats signifient que le blé pourrait avoir au moins 18 groupes CBF démontrant des propriétés

fonctionnelles différentes.
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Figure 3.4 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine AP2 et les
signatures avoisinante des protéines CBF des Groupes I et II d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et
seigle (Secale cereale).

Les espaces (—~) ont été introduits pour maximiser l'alignement entre tous les groupes analysés.
AP2- Le domaine protéique de liaison & 1’ADN.

CMIII-3 - La signature CBF en amont du domaine APZ2.

CMIII-1 - La signature CBF en aval du domaine AP2.

l, Représente les noyaux d'acides aminés hydrophobes (HC) sur la chaine protéique CBF.

l, Représente une proline.

=, Représente des positions non conservées dans un homéologue chez le blé.

B Représente les polymorphismes entre cultivars d’orge ou de blé.

B Représente sur la séquence AtCBFl les acides aminés des feuillets B qui ont une liaison avec
1’ADN {(Allen et al. 1998).

=/ Représente sur la séquence AtCBFl des acides aminés qui seraient impliqués dans la
stabilisation hydrophobique de la structure du domaine AP2 (Rllen et al. 1998).

—, Représente sur la séquence AtCBFl des acides aminés qui seraient important pour la liaison a

1’ADN (Canella et al. 2010). Des changements conservateurs sur le résidu souligné diminuent

fortement la capacité de la protéine & lier 1’ADN,
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Figure 3.5 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine C-terminal des
protéines CBF des Groupes I et II d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et seigle (Secale cereale).

Les espaces (-) ont été introduits pour maximiser l'alignement entre tous les groupes analysés.
CMIII-2 et 4 - Deux motifs du domaine d’activation C-terminal.

I, Représente les noyaux d’acides aminés hydrophobes (HC) sur la chaine protéique CBF.

I, Représente une proline.

2, Représente des positions non conservées dans un homéologue chez le blé.

B Représente les polymorphismes entre cultivars d’orge ou de blé.
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Figure 3.6 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine AP2 et les
signatures avoisinante des protéines CBF des Groupes III d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et

seigle (Secale cereale).

*La description et les symboles sont décrits a la figure 4.
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Figure 3.7 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine C-terminal des

protéines CBF des Groupes I1I d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et seigle (Secale cereale).

*La description et les symboles sont décrits a la figure 5.
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Figure 3.8A L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine AP2 et les
signatures avoisinante des protéines CBF des Groupes IV d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et

seigle (Secale cereale).

*La description et les symboles sont décrits a la figure 4.
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Figure 3.8B L’analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent entre le domaine AP2 et la
région C-terminale des protéines CBFIVd-9 et IVd-22. Cette figure est la suite de la figure 8 A.

*La description et les symboles sont décrits a la figure 4.
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Figure 3.9 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine C-terminal des
protéines CBF des Groupes IV d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et seigle (Secale cereale).

*La description et les symboles sont décrits 2 la figure 5.
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Le blé hexaploide possede jusqu"ﬁ 3 copies/homéologues dé chaque géne CBF sur les '
génbmes (A, B et D). L’analyse HCA (Figures 4-9) a été utilisée afin d’évaluer si toutes les
copies des protéines CBF avaient une séquence et structure conservée (fonctions similaires et
alleles optimaux) ou déviaient des autres copies ou protéines CBF, permettant ainsi d’inférer un
effet sur leur activité biologique (fonctions altérées et possibilité d’alleles sub optimaux).
L’accumulation de mutations (polymorphismes) peut diminuer 1’activité d’une des trois copies
du blé hexaploide sans pour autant avoir un effet létale pour la plante. L.’identification de ces
alleles sub optimaux permettrait de répertorier les haplotypes qui pourraient &tre améliorés pour
augmenter la dose de génes codant pouf des protéines avec une activité optimale. Pour alléger les
résultats de 1’analyse HCA, nous avons mis en relief seulement i) des substitutions d’acides
aminés situées dans des positions hautement conservées au niveau des domaines AP2 et
d’activation en C-terminal; ii) et des substitutions d’acides aminés qui affectent la longueur des
HC situés dans le damaine AP2. Du c6té de la région AP2, plusieurs protéines montraient des
différences au niveau de la longueur de leur HC et/ou des substitutions d’acides aminés dans des
positions conservées. Ces différences sont répertoriées dans le tableau 2. Du c6té de la région C-
terminale, plusieurs protéines montrent des substitutions dans des positions conservées (Tableau
2). Cette analyse montre que la séquence/structure de 19 copies (hbméologues) chez le blé
hexaploide dévie de celle conservée dans le groupe et pourrait donc avoir un impact sur ’activité

biologique de ces CBF et représenter des alléles sub optimaux.-

En conclusion, I’analyse du répertoire CBF présent chez le cultivar Norstar, tolérant au gel,
montre qu’il est complexe (au moins 64 genes identifiés). Il contient ; 1) deux pseudogénes CBF
exprimés (III&-]3.]a et IVd-B22a) mais non fonctionnelle a cause de la présence
d’insertion/d€létion dans la séquence et de codon stop interne; 2) 5 génes CBF (I1-5.5, Illc-3.1,
IVa-2.2, IVb-A20 et IVb-21.2) démontrent des extensions/délétions d’acides aminés dans leur
domaine C-terminal; 3) 19 genes additioninels possédent des changements d’acides aminés

déviant des séquences/structures consensus observées.
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3.3 IDENTIFICATION DE POLYMORPHISMES CHEZ LES CULTIVARS DE
PRINTEMPS CHINESE SPRING ET MANITOU

Nous savons d’un c6té que plusieurs groupes CBF (ﬁ]c, IIId, IVa, IVb, IVc et IVd) sont
associés a la tolérance au gel. Les génes de ces groupes sont exprimés plus fortement chez les
cultivars d’hiver en comparaison aux cultivars de printemps (Badawi et al. 2007). D’un autre
chté, un QTL de tolérance au gel coincide avec la localisation chromosomique des génes CBF
chez le blé (Miller et al. 2006; Baga et al. 2007) et chez 1’orge (Skinner et al. 2006). Comme les
CBF peuvent €tre 2 la base de cet important phénotype, une hypotheése plausible pour expliquer
leur contribution pourraient étre que les geénes CBF possédent des différences moléculaires au
niveau des régions codantes qui influencent 1’activité biologique des p_rotéines CBF exprimées.
Comme I’information entourant la région codante des CBFs est assez exhaustive, nous avons
initié I’examen de ces régions chez plusieurs cultivars. Nous avons dessiné des amorces

- spécifiques qui ont servi & I’amplification de génes CBFs chez deux cultivars de blé de printemps
plus semnsible au gel, Chinese Spring et Manitou, et aussi le cultivar Norstar d’oﬁ’ provient a

I’origine I’information de séquence.
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Tableau 3.2 Liste des homéologues CBF qui contiennent des mutations qui affectent la séquence/structure

consensus CBF.

Géne Mutation Conséquence Région (effet)
TaCBFIlld-24.2a - ¢.129G>C p.E43D CMIII-3 (position conservée)
TaCBFIlld-24.3 c.139C>T p.P47S CMIII-3 (position conservée)
TaCBFIVb-D20 c.92A>G p.K31R CMIII-3 (position conservée)
TaCBFIVb-21.2 c.64AST . p-R22W CMII-3 (position conservée)
TaCBFIVd-B4 - c.104A>G p.H35R CMIII-3 (position conservée)
TaCBFIlla-6.2 c.317C>T p-Al06V AP2 (HC4 étendu)
TaCBFIllc-3.1 c.239C>A p.A80D AP?2 (position conservée)
TaCBFIllc-B10 c.269G>T p.ROOL - AP2 (HCS étendu)
TaCBFIIld-D27 g.242T>C p.V81A AP2 (HC3 raccourcit)
TaCBFIlld-AlS c.238C>T p.-H80Y AP2 (HC4 étendu)
TaCBFIIld-Al9a c.221G>A p.R74Q AP?2 (position conservée)
TaCBFIlld-24.1 c.242T>C p.V81A AP2 (HC3 raccourcit )
TaCBFIIld-24.2a c.259G>A p.A87T AP2 (position hydrophobique)
TaCBFIVa-A28 2. 176TC>AA p.-V59E AP2 (HC2 raccourcit)
TaCBFIVa-D28 £.209T>C p.V70A AP2 (HC3 raccourcit)
TaCBFIVb-21.2 ¢.136T>C p.Y46H AP2 (HC2 raccourcit)
TaCBFIVd-D9 c.274TC>AT p.S92I AP2 (HC4 raccourcit)
TaCBFIVd-B22a c.181C>G - p-P61A AP2 (HC2 raccourcit)
TaCBFllla-6.2 c.392C>T p.Al131V CMII-1 (HC7 étendu)
TaCBFIllc-3.2a c407T>C .| p.F1368 CMIII-1 (HC8 raccourcit)
TaCBFIlld-D27 £.359T>C p.L120P CMIII-1 (HC7 raccourcit)
TaCBFIId-AlS ¢.331T>C p.S111P CMIII-1 (HC7 raccourcit)
TaCBFIVd-B4 c.346G>T p.G116C CMIII-1 (position conservée)
TaCBFlla-6.2 c.581T>A p.L194Q CMIII-2 (position conservée)
TaCBFIld-24.1 c.589G>C p.A197P CMIII-2 (HCA4 séparé)
TaCBFIld-24.2a c.505G>T p-D169Y CMIII-2 (HC1 étendu)
TaCBFIVc-B14 c.539G>T p.C180F CMIII-2 (HC4 étendu)
TaCBFIVc-14.3 c.518G>T p.G173V CMIII-2 (position conservée)
TaCBFIVc-14.3 - c.525G>C p.M175I CMIII-2 (position conservée)
TaCBFIVd-4.1 c.491G>T p.G164V CMIII-2 (HC2 étendu)
TaCBFIIld-15.2a ¢.716G>C p.W239S CMIII-4 (position conservée)
TaCBFIlld-24.3 . c.694T>G p.W232G CMIII-4 (position conservée)
TaCBFIVa-2.3 c.665C>G p.S222W CMIII4 (position conservée)

Les séquences décrites dans le tableau 1 et dans (Badawi et al. 2007) ont été alignées et analysées par HCA (Figures
4.9), Seulement les substitutions survenant dans des motifs conservés (CMII-3, AP2, CMII-1, CMII-2 et CMIII-4)
des protéines CBF sont énumérées dans ce tableau, et elles sont regroupées en fonction de la région concernée. La
pomenclature utilisée pour décrire les mutations et leur conséquence est basée sur les suggestions décrites par den
Dunnen et Antonarakis (2000). Le A du codon initiateur ATG de I'homéologue présenté est noté comme nucléotide
+1. Bri¢vement au niveau nucléotidique, le G présent daﬁs les autres homéologues est remplacé par C (position 129)
dans TaCBFIIld-24.2a tandis qu'au niveau protéique, le E dans les autres homéologues est remplacé par D (position -
43) dans TaCBFIIId-24.2a.
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A ce jour, notre premiéré série d’oligos a permis de ré-amplifier spécifique:ment des
variantes de 50 des 65 genes CBF identifiés chez Norstar. Ces génes montrent soit 100%
d’homologie'avec la séquence initiale de Norstar- oﬁ soit, ils représentent un proche variant
(>99%) du géne (Tableau 3). Globalement, I’analyse a permis de reconfirmer la séquence initiale
Norstar pour 41 des 50 génes ré-amplifiés. Les cultivars de printemps partagent en grande partie
les mémes- variantes/haplotypes avec Norstar car 31 des 41 génes recc.nifirmés ont été trouvés
chez ‘au moins un génotype de printemps. Le fait que nous n’avons pas confirmé toutes les
séquences initiales est du & plusieurs raisons, dont une priorisation pour des combinaisons
(amorces-ADN blé de printemps), le nombre limité de séquences analysées (239 séquences),
et/ou 1’existence d’erreurs daﬁs la séquence initiale de Norstar. D’autre part, cette analyse a
permis de révéler des haplotypes (>99% d’homologie) de 10 gtnes CBF retrouvés
spécifiquement chez les cultivars de printemps (9 de ces génes ont été confirmés dans les deux
cultivars). Ces genes ont ét€ nommés en introduisant une lettre minuscule additionnelle aprés Ia
numéro du geéne et incluent : TaCBFII-5.1b, TaCBFIlic-3.2b, TéCBFIIIc-B.]c, TaCBFIIId-
JS.éb, TaCBFIIId-16.1b, TaCBFIIId-A19b, TaCBFIIld-24.2b, TaCBFIVb-A20b, TaCBFIVd-9.1b
ot TaCBFIVd-26.2b. De plus, cette analyse a permis d’identifier un varjant/copie additionnelle
chez Norstar TaCBFIllc-13.1b (>99% d’homologie) et un nouvel homéologue identifié chez
Chinese Spring et Manitou T7aCBFIVa-25.3 (98.1% d’homologie versus TaCBFIVa-25.2). Le
reste des varantes de séquence présentées au Tableau 3 représente potentiellement des
haplotypes spécifiques & un cultivar et/ou des évidences de copies additionnelles du géne chez un
cultivar. On peut dénombrer 30, 21, 13 copies paralogues/haplotypes spécifiques chez Chinese
Spring, Manitou et Norstar, respectivement. Comme ces informations n’ont pas été vérifiées
chez d’autres cultivars, ces séquences n’ont pas été déposées dans la base de données du NCBI
non redondante, mais sont rajoutées a 1’analyse pour déceler si des variations dans leur séquence

affectent potentiellement leur structure et/ou activité biologique.

[N




Tableau 3.3 Liste de tous les génes/paralogues/haplotypes de CBF retrouvés chez le blé hexaploide.

‘Gene CBF

100% homologue
lavec CDS de gene

iINorstar initial

Norstar
(spécifique)

{Chinese Spring
(spécifique)

[Manitou (spécifique)

TaCBFI-1.1

CS (541/654)
Man (585/654)

TaCBFI-1.2

Man (654/654)

[S06 (353/654)

A 412, AST 012
A138T

1507 (508/654)

>4 22 ~>1 612

S7T6N

TaCBFI-1.3

Nor (654/654)
CS (488/654)
Man (484/654)

TaCBFII-5.1b

CS (678/678)
Man (577/678)

S114+M09 versus S.1a
A>G 632b
211G

MO8 (576/678)
(. >T469
H157Y

TaCBFII-5.2

Man (660/660)
CS (593/660)
Nor (584/660)

TaCBFII-5.3

ICS (687/687)
INor (522/687)

IM14 (436/687)

~>143)h

TaCBFII-5.4

ICS (633/633)
Nor (419/633)

TaCBFII-5.5

Man (409/675)
ICS (524/675)
INor (675/675)

TaCBFIlla-6.1

Man (711/711)

IN33 (711/711

529 (638/711)

M21 (711/711)




INor (583/738)

A>G 86 G>T 696 G>A 376
E29G W232C A126T
TaCBFlila-6.2 IN38 (711/711)
T>A 546
TaCBFllla-D6 Nor (717/717)
Man (602/717)
TaCBFIIb-23.1 Man (703/735) 5197 (581/735) IM22 (726/735)
A>T 252 I'>C 30, G>A 655
V219M
M27 (572/735)
AG 61
TaCBFIIIb-23.2 Man (666/735) INSO (607/735) [S195 (683/735) IM26 (518/735
ICS (735/735) G>A 544 G>A 327 G>C 517
Nor (694/735) A182T A173P
TaCBFIlb-23.3 IM24 (524/732)
T>C 685
C229R
TaCBFIllc-3.1 Man (591/732) M 159 (600/732)
ICS (656/732) G>A 132
Nor (687/732)
TaCBFIllc-3.2a Nor (683/741)
TaCBFIlIc-3.2b ICS (694/741)
Man
5217 et M165
Versus  TaCBFIIcH
3.2a
( 222, G> 3
G>A 367, T>C 407
'Y74S,R88G, P136S
TaCBFIllc-D3 Man (738/738) IS153 (738/738)
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S154 (689/738)
C>T 67, G>A 304, G>A
154
[H23Y, A102T, E152K
TaCBFIlIc-B10 ICS (723/723) IN73 (649/723)
Man (723/723) C>T 413,
T1381
TaCBF1lic-10.1 INor (663/723) S160 (676/720) M42 (657/723)
518 G>C 518
(R118H, G173A [R44H, G173A
TaCBFIlic-10.2 Man (650/723)
TaCBFIllc-13.1b Nor (704/733)
N163
versus  TaCBFIIIcH
13.1a)
TaCBFllic-13.1¢ ICS (685/733) 5223 (632/733)
Man (583/733) C>T 358
5221,5222,5224
M175M176, M177,
M178
versus  TaCBFllIc
13.1a
TaCBFIIld-12.1 Nor (397/738) 5227 (522/738) M44 (738/738)
G>A 72 G>C 612, G>A 707
(R236H
TaCBFIlld-B12 Man (520/738) 524 (489/738)
ICS (559/738) 57

59




INor (588/738)

TaCBFIIld-AlS

Man (720/720)
CS (692/720)
Nor (720/720)

5231 (675/720

o o 11)
\S P Js WL

ATTT

TaCBFIIld-15.2b

Man (673/726)
CS (7177717)

S41/M56
versus 15.2a

C>T 84, T>C 243,

A>V28, M>T 81,
S 97, ARRR 168,
>G235

TaCBFIIld-16.1a

Nor (702/702)

TaCBFllld-16.1b

Man (702/702)
ICS (659/702)

S44/MS8
IVersus  TaCBFIIId+
16.1a

I'>C 400, T>C 507

4y

S134P
TaCBFIIId-16.2 Man (657/702)
CS (380/702)
Nor (702/702)
TaCBFIIld-Al% NO7 (658/705)
IR74Q
TaCBFINId-AI9%  |[Man (694/705)
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ICS (705/705)
S55/M65

Versus  TaCBFIIId+
1A19a

5291, A89S, T219N

TaCBFIlld-B19

Man (546/706)
Nor (706/706)
CS (684/706)

TaCBFIlld-D19

Man (539/705)
Nor (705/705)
CS (672/705)

TaCBFIlld-24.2a

Nor (554/705)

TaCBFIIld-24.2b

CS (705/705)
Man (705/705)

IS64/M75
iVersus  TaCBFIIld-
24 .2a

G>A 654
V>A10, T>R43,
IL>P127

568 (682/705)

[E186K

IM78 (705/705)

A QT
\r>A O/

»MSO (101/705)

A
('SA

TaCBFIVa-A2

ICS (678/678)
[Nor (678/678)

1570 (678/678

S71 (678/678)

[E210V, D219N

IM81 (678/678)

TaCBFIVa-2.2

IMan (5917771)
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ICS (732/771)
Nor (771/771)

TaCBFIVa-25.1

Man (633/693)
ICS (693/693)
INor (602/693)

S97 (584/693

TaCBFIVa-25.2

INor (693/693)

TaCBFIVa-25.3

Man (693/693)
ICS (693/693)

TaCBFIVb-A20b

ICS (648/648)
Man (603/648)

IN215/M100
TaCBFIVb-A20a

versus

[:zw 24, K>R31,
171, P>L91, APL

126

M101 (582/648

(:>A 266

RS9H

TaCBFIVb-B20

Man (586/639)

TaCBFIVb-21.1

Man (609/609)
ICS (609/609)
Nor (609/609)

TaCBFIVb-D21

Man (609/609)
ICS (589/609)
Nor (609/609)

TaCBFIVb-2].2

Nor (609/609)

TaCBFIVc-14.1

139 (639/639)

S 107 (639/639)

i >A

A126T

A 576

M 116 (639/639

[R27W

IM203 (639/639

(ST 709 (:>A 576
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P20L, R27W

IM204 (639/639)

o

lecture)

5267 (670/670)

C116G, 127”128 ins S

(changement de cadre de]

TaCBFIVc-Bl4 Man (645/645)
ICS (606/645)
INor (645/645)
TaCBFIVc-14.3 Man (597/645)
ICS (531/645)
TaCBFIVd-4.1 INor (669/669) IN122 (669/669) 1S90 (669/669) IM124 {662/669)
E122V IG113E
F34L, G113E
leZS (654/669)
591 (630/669) C>T 313, G>A 338
>G 102, G>A [R105W, G113E
F34L,G113E
TaCBFIVd-B4 Nor (670/670) S266 (670/670)
Man (670/670) 5 346, 381

C116G, 1277128 ins S
(changement de cadre de

|lecture)




TaCBFIVd-9.1a IN141 (700/810
Q165R
TaCBFIVd-9.1b ICS (810/810) 5128 (722/810) M 130 (636/810)
Man (727/810) \>G 789 I'>C 404
Q135P
S110/M131  versus S131 (672/810)
7TuCBFIVd-9.1a C>T 249
TaCBFIVd-26.2a INor (639/639) 5165 (639/639)
5166 (639/639)
PQ
IN140 (639/639)
IA69D
TaCBFIVd-26.2b Man (639/639)
IM207 versus
TaCBFIVd-26.2a
E:Rn, Y>C80,
L101, S>P135,
IS>R165, S>L172,)
T>S5199
TaCBFIVd-B9 Man (776/810) IS132 (748/810)

64




65

Nor (730/810)

5134 (740/810)

TS AR @

1.215P, G250P
TaCBFIVd-D9 Nor (661/810) 5135 {(793/810) M 136 (674/810)

Codon stop
5274 (638/810)

H15Y

5275 (675/810)

IV46E

TaCBFIVd-A22 Man (724/828)
TaCBFIVd-B22 Man (681/860) IN151 (782/860) |S148 (677/860)

- > Q"

Dans les haplotypes (b) et (c), les mutations et leurs conséquences sont rapportés en comparaison avec
haplotype d'origine (a) de Norstar. Pour les haplotypes spécifiques détectés chez N, CS et M, les
mllltations et leurs conséquences sont rapportés en comparaison avec I'haplotype décrit dans la premiere
colonne.

La nomenclature des mutations est basée sur les recommandations de Dunnen et Antonarakis, (2000).
*T>A 144 (Substitution de T par A dans la 144° position nucléotidique)

*HA40E (Substitution de 1’acide aminé H par 1’acide aminé E dans la 40° position de la protéine)

*AG 120 (Délétion d’un nucléotide ou acide aminé G sur la 120° position de la chaine
nucléotidique/protéique, respectivement)

*130°131 1ns. A (Insertion d’un nucléotide ou acide aminé A entre la position 130 et 131 de chaine
nucléotidique/protéique, respectivement)

En analysant le Tableau 3, il est possible de dénombrer que 110 changements d’une base
(SNP) ont été¢ détectés. Ces changements incluent 75 transitions (A—G, T<C) et 35
transversions (A/G«C/T). Donc selon nos calculs, environ 70% des changements sont des
changements de transition. Pratiquement dans toutes les séquences d’ADN/génome étudié, les

changements de transition se produisent & des fréquences supérieures aux changements de
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transversion (Brown et al. 1982; Gojobori et al. 1982; Curtis et Clegg, 1984; Wakeley, 1994,
1996).

Sur les 110 polymorphismes détectés sur les génes CBFs, 43 représentent des changements
silencieux, ne causant aucun changement sur les protéines, 66 représentent des mutations faux-
sens causant des substitutions d’acides aminés, et une représente une mutation non-sens qui
change un codon d’aqide aminé .par un codon stop (Tableau 4). Les mutations faux-sens
comprennent des substitutions d’acides aminés hydrophobes ou hydrophiles par un autre acide
aminé de la méme catégorie ou de catégorie différente. On peut prévoir que des substitutions par
des acides aminés qui se ressemblent au niveau biochimique auront une incidence moindre sur la
fonction des protéines CBF. De plus, plusieurs génes CBF contenant des .inserﬁons/délétions de
bases ont été identifiés. Comme ces mutations changent le cadre de lecture, elles rendent les

protéines non fonctionnelles.

Sur les 66 mutations faux-sens, 15 mutations ont été identifiées sur la chaine protéiqué
dans le domaine AP2 et 10 mutations dans le domaine C-terminal. En tenant compte de la
longueur de la région analysée, le tableau 4 montre que le nombre de mutations trouvé sur les
signatures CBF ou entre les domaines AP2 et C-terminal est plus grand que celui présent dans les :

domaines conservés AP2 et C-terminal (Figures 4-9).
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Tableau 3.4 Nombre de polymorphismes (SNP) causant des mutations faux- et non-sens sur les différentes

parties de la protéine CBF.

Nombre de mutations sur la signature CBF CMIII-3

(= 25 acides aminés) 4
Nombre de mutations sur le domaine AP2

(= 60acides aminés) 2

Nombre de mutations sur la signature CBF CMIII-1
(= 30 acides aminés) =

Nombre de mutations entre les domaines AP2
et C-terminal (= 25-50 acides aminés) &
Nombre de mutations sur le domaine C-terminal

(= 70 acides aminés) b
Nombre total de SNP 66

Les calculs sont basés sur les figures de I'analyse HCA (Figures 4-9)

Lors des analyses HCA des protéines de deux cultivars de printemps, Chinese Spring et
Manitou, nous avons dans un premier temps étudié les orthologues de génes Norstar déviants des
séquences consensus. Nous avons trouvé que les deux pseudogenes (IIlc-13.1 et IVd-B22) qui

existent chez Norstar, sont présents chez Manitou et Chinese Spring. Toutefois, le geéne
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TaCBDIIlc-13.1c est différent et ressemble beaucoup 2 son orthologue chez le bié diploide, il
contient une insertion de 11 acides aminés dans le domaine AP2, mais subit en plus une délétion
d’une base (19delT en amont Ae CMIII-3) qui change le cadre de lecture. Parmi les cing genes
avec des délétions/insertions dans le domaine C-terminal chez Norstar, 1’information de
séquence incompléte pour les génes TaCBFII-5.5 et TaCBFIVc-21 2 pe permet pas de tirer des
conclusions tandis que les genes TaCBFlIIc-3.1, TaCBFIVa-2.2 et TaCBFIVb-A20b chez les
cultivars de printemps, ont des régions C-terminales de longueur similaire 2 leur orthologue chez
Norstar. Parmi les 19 protéines Norstar possédants des changements d’acides aminés dans le
domaine AP2 ou C-terminal, sept génes (TaCBFIlla-6.2, TaCBFIIId-D27, TaCBFIIld-24.1,
TaCBFIIId-24.3, TaCBFIVa-A28, TaCBFIVa-D28, TaCBFIVa-2.3) n’ont pas encore été ré-
amplifiés chez les cultivars de printemps. D’autre part, chez Chinese Spring et Manitou, huit
protéines montrent les mémes changements que les protéines TaCBFIIlc-B10, TaCBFIIId-A1S5,
TaCBFIVc-B14 et TaCBFIVc-14.3, TaCBFIVd-D9, TaCBFIVd-B22a, TaCBFIVd-4.1 et
TaCBFIVd-B4 de Norstar. Sur les quatre protéines qui different de celles de Norstar & ces
positions, seulement.unef prétéine représente une version améliorée, car elle se rapproche de la
séquence consensus tandis que trois sont des versions équivalentes. Par exemple, les
substitutions problématiques dans les domaines AP2 et C-terminal de TaCBFIIId-24.2a sont
rétablies sur TaCBFIId-24.2b (D43E, Y169D). La protéine TaCBFIllc-3.2b montre une
substitution (S136F) sur le HC8 qui rétablit le consensus a cette position, mais le changement
(A88G) entre les HC3 et HC4 sur I'hélice a du domaine AP2 1’¢loigne du consensus. La position
occupée par l'alanine est importante pour la stabilisation hydrophobique de la structure du
domaine AP2 (Allen et al. 1998). Malgré le changement (Q74R) chez TaCBFIIId-A19b qui a.

rétabli le consensus a cette position, le changement de Palanine sur I’hélice o (A89S) I’éloigne

du consensus. Chez TaCBFIIId-15.2b, la substitution (S236W) sur le domaine HC6 du domaine ‘

C-terminal rétablit le consensus a cette position, mais a cause du remplacement d’acide aminé
hydrophobe (A98V), les deux HC (HC5 et HC6) de la région AP2 sont devenus continuels. Pour
les autres haplotypes présentés dans le Tableau 3, quatre alleles TaCBFII-5.1b, TaCBFIlld-
16.1b, TaCBFIVd-26.2b et TaCBFIVd-9.1b codent pour des protéines ne préséntant pas de

déviations majeures par rapport au consensus. La protéine TaCBFIVb-A20b contient trois
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changements majeurs, sur la signature CBF, CMIII-3 (P24L), dans le domaine AP2 (A72T), et
sur le CMIII-1 (AV122l del) par rapport a son homéologue chez Norstar, qui ont comme effet de

I’éloigner du consensus.

Donc il est clair que les génes CBF chez les cultivars de printemps sont complexes. Ils
contiennent les deux pseudogenes retrouvés chez Norstar et 1a majorité des protéines analysées
présentent les mémes changements que Norstar vis-i-vis la séquence consensus. Une des
protéines analysées TaCBFIIId-24.2b est plus similaire a la séquence consensus que la variante
chez Norstar. Trois autres protéines TaCBFIIlc-3.2a, TaCBFIlId-A19a et TaCBFHId—.15.2a,
présentent des changements qui s’annulent, certaines modifications 1’approchent du consensus et
d’autres l’élbignent. La derniere protéine analysée, TaCBFIVb-A20b, posséde des changements

qui I’€loignent du consensus. .
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Tableau 3.5 Liste des mutations survenant dans des portions conservées de génes CBF groupées selon la

région impliquée.

Mutation (ADN)

Géne Conséquence (Protéine) Région
TaCBFIIIb-23.1 M27 (AG 61) 63delG CMITT-3
TaCBFIVc-14.1 M116 (C>T 79) R2TW CMIIL-3
R2TW CMII-3
i S P20L, R2TW CMIIL-3
M203 (C>T 59, C>T 79)
TaCBFIIIc-10.1 M42 (G>A 131) R44H AP2
TaCBFIId-Al5 5231 (G>A 229) ATTT AP2
TaCBFIVa-25.1 S97 (C>T 209) P70L AP2
TaCBFIVd-26.2a N140 (C>A 206) A69D AP2
TaCBFIVd-D9 $275 (T>A 137) VA6E AP2
TaCBFIIa-6.1 M21 (G>A 376) A126T CMII-1
TaCBFIIc-10.1 S160 (G>A 353) R118H CMII-1
TaCBFIVd-4.1 N122 (A>T 365) E122V CMITI-1
' M125 (C>T 313) H10sve CMITI-1
TaCBFIVd-D9 M136 (C>T 496) Q166X en aval de CMIT-1
TaCBFIIId-24.2b S68 (G>A 556) E186K CMII-2
TaCBFIVa-A2 S70 (T>C 568) Y190H CMITI-2
TaCBFIVA-BY S134 (T>C 644) 1215P CMITI-2

* La liste compléte des ;fenes et des mutations peut €tre trouvé dans le tableau 3. La nomenclature utilisée pour
décrire les mutations et les conséquences est basée sur les suggestions décrites par den Dunnen et Antonarakis
(2000). Le A du codon initiateur ATG (méthionine) de la séquence Norstar est noté nucléotide +1. Dans la deuxiéme
colonne, la lettre indique les cultivars de blé: N, Norstar; CS, Chinese S n‘rﬁ; et M, Manitou, et le nombre indique Ie
pom du clone. Les motifs conservés dans les protéines CBF (CMII-3, AP2, CMIII-1, CMIII-2 et CMIII-4) sont
indiqués dans les figures 4, 5,6, 7, 8 et 9. ‘ g

Parmi les haplotypes spécifiques retrouvés chez les trois cultivars, Manitou contient 16
haplotypes nouveaux et Chinese Spring en a 17. Le nombre de mutations non-sens/faux-sens est
17 et 20 chez chacun de ces cultivars, respectivement. Nous avons présenté dans le tableau 5
uniquement les changements se produisant dans des régions conservées, car on peut prévoir que

ces changements auront plus d’effet sur la structure de la protéine et son activité biologique. Par
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exemple, nous savons que les 16 acides aminés sur la signature CBFE, en amont du domiaine
AP?2 sont hautement conservés et qu’ils ont probablement une fonction spécifique inconnue qui

permet la liaison de la protéine a I’ADN (Canella et al. 2010). De plus, plusieurs acides aminés

critiques ont été identifiés pour la liaison a I’ADN dans le domaine AP2 (Allen et al. 1998). .

Parmi les trois haplotypes du géene TaCBFIIb-23.1 détectés chez Manitou (Tableau 3), M25
(100% homologue. a Norstar), M22 et M27, seul M27 a une délétion d’un nucléotide sur le
CMIII-3 en amont du domaine AP2 (Figure 6). Cette délétion cause un changement dans le cadre
de lecture apres la position 22. Pour le géne ;I‘aCBFDIc—lO.l, I’haplotype chez Manitou (M42) a
une substitution (R44H) dans le domaine AP2, sur un résidu trés conservé tandis que 1’haplotype
chez Chinese Spring (S160) montre une substitution (R118H) dans une position différente, mais
'aussi sur un résidu frés conservé. Donc les deux cultivars de printemps ont des haplotypes du
géne TaCBFIIlc-10.1 qﬁi s’éloignent du consensus. Pour le géene TaCBFIVd-B4, Chinese Spring
posseéde déux haplotypes,' 5266 et S267, qui montrent une insertion d’une base dans le CMIII-1
et ainsi un changement dans le cadre de lecture qui rend leur protéine non fonctionnelle. Manitou

et Norstar n’ont pas cette insertion. Pour le géne TaCBFIVd-D9, I’haplotype M136 de Manitou

possede une substitution d’une base qui provoque 1’apparition d’un codon stop entre le domaine

AP2 et C-terminal. Norstar et Chinese Spring n’ont pas cette mutation. Toutefois, un des trois
haplotypes détectés de Chinese Spring (5275) possede une substitution V46E qui arrive dans une
position importante pour la structure/fonction du domaine AP2. Cette substitution rend aussi le
HC1 du domaine AP2 plus petit. Le géne TaCBFIVc-14.1 a deux haplotypes chez Manitou,
M116 et M203. Tous les deux montrent une substitution (R>W) dans le domaine CMIII-3 dans
une position trés conservée et trés importante pour l’interaction de la protéine CBF et le
promoteur. Le géne TaCBFIVd-26.2a posstde un haplotype chez Norstar (N140), ol une
substitution dans le domaine AP2 (A>D) sur un acide aminé conservé et important pbur la
Liaison a I’ADN, peut affecter la fonction de protéine. Le HC8 du domaine AP2 du gene
TaCBFIVd-4.1 chez le méme cultivar est élargi a cause d’une substitution d’une Valine a la place

de Glutamate.




CHAPITRE IV
DISCUSSION

Ces dernicres années, la famille des génes CBF chez les Triticeae a été un sujet important
de recherches. Le locus Fr-2 s'est révélé important dans la régulatioﬂ de la tolérance au gel chez
le blé diploide (Vagdjfalvi et al. 2003), chez l'orge (Francia et al. 2004) et chez le blé hexaploide
(Toth et al. 2003; Baga et al. 2007). L'analyse des locus Fr-2 a montré la présence de multiples
géﬁes CBF chez le blé (Miller-et al. 2006; Béga et al. 2007; Badawi et al. 2007) et chez l'orge
(Francia et al: 2004; Skinner et al. 2006). Les analyses de séquences CBF chez les céréales
suggerent que les différentes espéces ont des familles CBF diversifiées et complexes. Nous
avons maintenant identifié 65 génes CBFs chez le blé hexaploide représentant 27 groupes de
genes, avec un a trois hbméologues de chaque geéne. Ce travail représente une étape importante
vers I’identification du répertoire complet des génes CBF chez le blé hexaploide. Les nombres |
€levés de geénes CBFs nous suggérent qu’ils auraient des fonctions différentes. L’analyse HCA

-montre que basé sur la structure secondaire des protéines CBF, nous pouvons les présenter dans.
quelques’ dix-huit sous-groupes possédant des structures différentes, et qui pourraient affecter
leur propriété et leur activité biologique. Comme déja mentionné, plusieurs changements
;i’acides aminés situés dans les motifs/signatures CBF, le domaine AP2 et 1 région C-terminale
ont été détectés dans notre étude. Ces changements ont, entre ziutres, comme effet de modifier la
longueur des HC dans plusieurs domaines des protéines CBF. Les changements détectés dans le
domaine AP2 peuvent avoir un effet sur 1’interaction de ces protéines avec I’ADN. Les études ’
ont monitré que les génes CBF démontrent des spécificités différentes pour 1’élément cis lié
(HvCBFIVa-2 versus HvCBFI-I) (Xue, 2002 et 2003), et que des CBF appartenant aux groupes
CBFIV aurait la propriété de.devenir biologiquement actif seulement lors d’une baisse de
température (Xue, 2003; Skinner et al. 2005). 11 est donc probable flu’avec toutes les différences
détectées au niveau de la structure du domaine AP2, certaines auront un impact sur la spécificité
et/ou 1’affinité de liaison & I’ADN et ainsi représenteront des groupes fonctionnels différents.
Comme déjé mentionnés, nous avons trouvé des différences structurelles

(longueurs/positionnement des noyaux hydrophobiques HC2, HC3, HC4, HC5 et HC6) au
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niveau du domaine d’activation en C-terminal entre plusieurs groupes de protéines CBF. Ces
différences suggerent que ces groupes possédent des repliements différents de cette région et
ainsi des propriétés de transactivation différentes. Chez Arabidopsis, des changements effectués
sur les noyaux hydrophobiques bordés par de courtes régions composées de résidus qui forment
des boucles (Wang et al. 2005), peut modifier 1’activité de transactivation, et ainsi la fonction de
la protéine.CBF. Malgré que la pfotéine CBF puisse tolérer la substitution d’acides aminés dans
quelques positions, certains acides aminés hydrophobes sont impbrtants dans le potentiel de
régulation de transactivation de cette région (Wang et al. 2005). De plus, la protéine CBF peut
interagir avec d’autres facteurs pour activer I’expression de génes COR. Chez Arabidopsis, la
protéine CBF1 active I’expression des geénes cibles en recrutant.l’histone acetyltransferase
(HAT), GenS et des protéines adaptatrice de la transcription, Ada2 et Ada3 directement par son
domaine AP2 (Mao et al. 2006). Le complexe contenant 1’adaptateur HAT, remodéle la
chromatine pour que le promoteur devienne plus accessible pour les facteurs de transcription
(Stockinger et al. 2001). 11 est donc possible que différents groupes CBF fonctionnels puissent
étre impliqués dans I’interaction avec des protéines adaptatrices spécifiques présentes seulement
dans certains tissus ou stade développemental. De plus les groupes de CBF pourraient avoir des
fonctions différentes qui se situent dans la température d’induction de leur expression a la basse

température, ou I’expression spécifique tissulaire ou cellulaire des génes CBFs.

Dans une étude précédente (Badawi et al. 2007), I’expression de plusieurs genes des
groupes [llc, d et IVa, b, c,.d a été associée avec le développement de la tolérance chez le
caltivar de blé d’hiver blus tolérant au gel. En incluant les génes identifiés dans notre étude, le
bié hexaploide aurait 20 groupes de geénes répartis dans les groupes Ic, d, IVa, b, c et d qui
pourraient étre impliqués a rendre la plante plus résistante au gel. L'ampliﬁcation spécifique des
groupes Ilc, d, IVa, b, ¢ et d chez les Péoideae s’est déroulée dprant la période de
refroidissement de 1’ére Eocene-Oligocene (il y a environ 26 & 33.5 millions d’années) (Sandve
et Fjellheim, 2010). La présence de plusieurs copies de geéne protége la cgpacité du blé a

développer une résistance au froid méme dans le cas de la délétion d’une des copies. La présence
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de genes néo-fonctionnels aussi peut augmenter la tolérance du blé en améliorant sa capacité

de résistance.

La présence de genes CBF néo et sub fonctionnels dupliqués indique qu’ils sont toujours
en évolution. La duplication des génes rend le génome des organismes plus complexe (Ohno,
1970) et dans le cas des CBF, ceci peut augmenter la tolérance au froid en augmentant la

_régulation des genes cibles (Jaglo-Ottosen et al. 1998; Jaglo et al. 2001; Liu et al. 1998).

Dans le cas ol un organisme posséde plusieurs copies d’un géne récemment dupliqué, la
nature peut éliminer un des geénes redondants suite & 1’accumulation de mutations déléteres.
Avoir des genes sub-fonctionnels ou ‘néo-fonctionnels grice aux mutations ponctuelles qui
changent les propriétéé d’une des protéines ou l’éxpression d’un des geénes est une facon de
garder toutes les copies d’un géne et ainsi augmenter le taux potentiel d’expression des CBF.
Avoir plus d’une copie augmente les chances pour avoir un géne consensus qui fonctionnera 2 la
suite d’une mutation ponctuelle (Matthew, 2009). L'étude phylogénétique montre qu’au courant
de 1'évolution des Pooideae, le nombre total de génes' CBF a été augmenté, contribuant ainsi a

I’augmentation de la tolérance au gel du blé.

Comme les genes CBF sont associés avec la tolérance au gel et le locus FR-2 (Stockinger
et al. 2007; Végujfalvi et al. 2005), ils représentent des candidats appropriés pour ce QTL
contrSlant la tolérance au gel chez les Triticeae. Donc dans une deuxiérﬂe étape, nous avons
essayé de trouver des polymorphismes dans Ia région codante des génes CBF qui pourraient
causer des modifications importantes d’acides aminés et ainsi influencer la structure des
protéines CBF et leur fonction dans le développement de la tolérance au gel. Premi¢rement, notre
analyse montre que Norstar posséde 2 pseudogénes CBF exprimés et 24 des 64 protéines
analysées ont une séquence/structure qui dévie de celle conservée dans les autres membres
‘apparentés du groupe. Il est possible de prévoir que certains de ces changements auront une
influence négative sur I’activité biologique de ces protéines, et ceci aurait une répercussion sur le

développement de la résistance maximale au gel. Ces génes pourraient donc étre considérés
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comme des alléles moins optimales (ou sub optimales). Alternativement, il est possible que
certaines de ces protéines dont la structure/séquence dévie, pourraient avoir un effet positif et
que les génes cbrrespondant auraient €t€ maintenu par la pression de sélection. Des travaux
futurs sur I’activité de ces variantes pourront trancher entre ces possibilités. De plus, nos résultats
montrent que les cultivars de printemps, Chinese Spring et Manitou, possédent en grande partie
les mémes geénes non fonctionnels/sub optimau;( qui existent chez Norstar. Chez ces cultivars, les
genes du groupe CBFIIIC-13 et CBFIVd-B22 identifiés sont non fonctionnels. Donc méme si ces
génes s’exprimeraient 4 basse température, leurs protéines ne pourraient pas activer les génes
COR cibles et ainsi induire la tolérance au gel. Par contre, le géne CBFIIIc-13 chez le blé
diploide n’est pas un pseudogeéne (Knox et al. 2008). Le blé hexaploide n’est pas le seul a
posséder des pseudogenes. Le géne CBFIId-12 chez le bié diploide (Knox et al. 2008), et les
génes CBFIIIc-13 (cultivar Tremois) (Knox et al. 2010) et CBFIIIc-8 (Skinner et al. 2005) chez
I'orge, ne sont pas fonctionnels. En effet le géne CBFIIIc-13 contient plusieurs mutations non-
sens chez le cultivar d’orge plus sensible au gel (Knox et al. 2010). De plus, chez le cultivar de
blé diploide sensible, la protéine du géne CBFIIId-12 est non fonctionnelle du fait de la délétion
de cinq acides aminés dans le domaine de liaison a I’ADN (Knox et al. 2008). La délétion de
nucléotides dans la région codante des trois genes de 1’orge, HvCBF8A, HvCBF8B et HvCBF8C,
les transforme en pseudogénes chez les cultivars sensibles et résistants au froid (Skinner.et al.
2005). Ainsi une des caractéristiques des cultivars sensibles est la présence d’un nombre élevé de
pseudogenes avec des protéines non fonctionnelles. Chez le blé hexaploide, notre résultat indique
qu’une différence dans le contenu de pseudogenes ne serait pas suffisante pour expliquer la
tolérance au gel plus élevée chez le cultivar ’d’hjver. Toutefois, il est toujours possible que parmi
les génes CBF du répertoire qui n’ont pas été ré-amplifié, il ait une différence da.ns le contenu de

pseudogénes entre les cultivars de printemps et d’hiver.

L’analyse des haplotypes retrouvés chez les deux cultivars de printemps monire que le
géne CBFIIld-24.2b semble étre meilleur/plus optimal en comparaison avec 1’haplotype chez
Norstar tandis que 1’haplotype CBFIVb-A20b semble étre moins optimal que la variante chez

Norstar. L’analyse des haplotypes présents spécifi'quement chez un cultivar a aussi permis
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quélques observations intéressantes. Chez Norstar, 1’homéologue TaCBFIVd-4.1 a un
changement qui rend la région hydrophobique HC?2 plus grande dans la région C-terminale. Chez
les cultivars de -printemps Chineée Spring et Manitou, TaCBFIVd-4.1 posse¢de des substitutions
d’acides aminés additionnelles suggérant qu’elles pourraient représenter des versions encore
moins optimales. Les deux variantes de TaCBFIVd-B4 détectés chez Chinese Spring sont non-
fonctionnelles & cause de I’insertion d:une base. Le seul variant de TaCBFIVd-D9 détectés chez
Manitou est non fonctionnel 4 cause d’une mutation non-sens, et chez Chinese Spring le variant
S275 posséde une substitution d’un acide aminé dans une position trés conservée et importante
pour la liaison a2 I’ADN. 1l est donc possible qu’a des niveaux d’expression similaires, 1’activité
biologique des protéines au groupe IVd est plus faible chez les cultivars de printemps. Comme
les membres de ce groupe sont exprimés plus fortement chez le cultivar d’hiver (Badawi c’t al.
2007), ceci peut amplifier I'inefficacité de ce groupe & promouvoir le développement de la

tolérance chez les cultivars de printemps.

L’analyse de toutes les copies de TaCBFIVc-14.1 retrouvés chez Manitou semblent
indiquer qu’ils sont non- ou moins-fonctionnelles & cause d’une substitution d’un acide aminé
“dans une position trés conservée dans la signature CBF. Canella et ses collegues (2010) ont
montré que la délétion ou des mutations au sein de la signature CBF, en avant du domaine AP2
peut considérablement nuire a la capacité de CBF1 d’Arabidopsis d’induire li'expression des
génes COR cibles. Cette déficience fonctionnelle n'était paé due a des mutations entrainant une
instabilité des protéines ou de la perte de l'importation de protéines dans le noyau. Plutdt, ces
mutations ont considérablement nui 2 la capacité de CBF1 de se lier au motif CRT/DRE. Donc
basé sur cette étude (Canella et al. 2010); il est raisonnable de prévoir que les protéines des
haplotypes mutés de TaCBFIVc-14.1 chez Manitou auront une déficience fonctionnelle pour se
lier sur I’ADN de génes COR cibles. Le HC4 de la région C-terminale du géne CBFIVc-Bi4 est
plus long et peut modifier la structure secondaire de la protéine et son interaction avec des
protéines adaptatrices de transcription. Les deux substitutions dans le HC3 du domaine C-
terminal de CBFIVc-14.3, semblent aussi le rendre moins optimal. Ces variants de CBFIVc-B14

et CBFIVc-14.3 sont présents chez les trois cultivars indiquant que-le seul géne consensus du
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groupe IVc est le 14.1 et Manitou posséde un geéne TaCBFIVc-14.1 moins optimal pour aider
la plante a résister aux conditions de gel. Comme les genes du groupe IVc sont exprimés 10 fois
plus chez Norstar comparativement aux cultivars de printemps (Badawi et al. 2007), et que le
nombre de génes dans le groupe IVc est petit (un seul), ce groupe peut étre sensible & des
mutations qui affecteraient 1’activité biologique d’un de ces homéologues (copies). La présence
de plus de geénes optimaux dans ce sous-groupe pourrait aider & mieux induire les mécanismes de
tolérance et ainsi survivre au gel. Les substitutions des acides aminés impliqués dans
I’interaction avec d’autres facteurs, affecteraient le potentiel de trans-activation des protéines
CBF. Une diminution de I’activité dé trans-activation des CBF, diminuerait 1’expression de
genes COR et le résultat serait un blé moins résistant au gél. D’autres génes comme CBFIIId-19
et CBFIVa-2 ont montré des expressions 100 fois plus élevées chez le cultivar d’hiver (Badawi et
al. 2007) et existeraient sous forme de plusieurs variantes chez le blé. Comme ces différences se
trouvent dans des positions trés conservées, il est possible d’envisager que 1’expression inégale
chez ces cultivars cause des effets sur le dévelopﬁement de la tolérance. De plus, des différences

polymorphiques entre les deux cultivars peuvent étre localisées sur le promoteur de ces génes.

Une autre différence entre les cultivars résistants et sensibles au froid est la présence de
plusieurs copies/paralogues qui augmente la dose de génes fonctionnels et qui est un point fort
pour développer la résistance au gel. Le cultivar Nure de I’orge qui est résistant au froid contient
deux copies de CBF2 (CBF2A et CBF2B) et deux copies du géne CBF4 tandis que Tremois qui
est un cultivar sensible au froid posséde une copie de CBF2 et une copie de CBF4 (Knox et al.
2010). Le géne CBF14 est exprimé 4 un niveau plus élevé chez le blé tolérant au gel par rapport
au cultivar moins tolérant (Végdjfalvi et al. 2005). Il semble que le nombre de copies de ce géne
chez le cultivar résistant est augmenté (Knox et al. 2010). Comme suite & notre étude, il serait
souhaitable de séquencer les régions génomiques entourant les génes CBF identifiés chez le blé
afin de vérifier I’existence de copies de génes CBF et pour trouver s’il y aurait une association

entre le nombre de copies d’un géne CBF dans un génome et la capacité du cultivar a développer

" la tolérance au gel.
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Dans cette étude, nous avons identifié des géhes CBF nouveaux chez le blé hexaploide
Norstar. Les protéines CBF du blé peuvent étre subdivisées en 18 groupes démontrant des
différences structurales dans les régions AP2 et C-terminale. Ces différences suggerent que les
groupes auront des propriétés/fonctioris différentes. Nous avons ensuite essayé d’identifier les
différences dans les régions codantes entre les genes CBFs chez un culti\}ar d’hiver (Norstar) et
deux cultivars de printemps (Chinesé Spring et Manitou). Le but était d’identifier les causes
possibles du corhportement différent du blé d’hiver et du blé de printemps au gel. Notre analyse
a montré que le cultivar d’hiver ne contient pas juste des alleles optimaux qui puissent aider la
plante a développer une résistance au gel maximale. De plus, 1’analyse des cultivars de printemps
" montre qu’ils possedent des alleles plus ou moins optimaux que chez Norstar. Comme le géne
TaCBFIIId-24.2a qui semble étre le meilleur, mais TaCBFIVb-A20b qui est probablement moins
optimal. La différence fonctionnelle de ces protéines peut modifier leur capacité a interagir avec
les génes COR ét par conséqueht influencer la réponse de la plante au gel. Il y a des genes avec
plus d’une copie, il est possible que la redondance de genes offre une protection conire la
délétion de ce géne dans un génome ou augmente lg dose d’un gene fonctionnel important. La
présence d'un grand nombre de groupes fonctionnels de génes CBFs, combiné avec possiblement
des spécificités d’expression, peut permettre a la plante une meilleure acclimatation au froid afin
de développer une tolérance au gel plus forte.

La diversité moléculaire détectée dans les génes provenant de cultivars différenfs est
représentative de celle qui existe dans les populations de blé et nous indique une gfande variation
génétique au fil du temps (Dubreuil et al. 1996; Rebourg et al. 1999). La mutation est le point de
départ du polymorphisme et de 1’évolution moléculaire. L’analyse des polymorphismes présents
chez les cultivars testés montre que la famille CBF est composée de plusieurs catégoriés de
genes : pseudogenes (codant pour des protéines non fonctionnelles), des génes optimaux
(protéines démontrant des structures/séquences identiques a la séquence consensus), et des geénes

. sub-optimaux (protéines démontrant des structures/séquences déviant de la séquence consensus).
De plus, cette analyse laisse entrevoir que les différents cultivars auront leur propre répertoire

unique de ces différentes catégories de genes. A court terme, il sera important d’étendre ce type
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d’analyse 2 d’autres cultivars et de vérifier si les prédictions théoriqués décrivant les allcles
optimaux et les alleles sub-optimaux se traduisent effectivement par des changements de
I'activité biologique des protéines correspondantes qui pourraient influencer la régulation des
genes COR et ainsi le développement de la tolérance au gel. Les alleles optimaux retrouvés chez

différents cultivars représenteraient des marqueurs moléculaires potentiels de résistance au gel, et

" pourraient donc devenir des candidats intéressants dans le cadre de programmes de sélection

assistés qui tenteraient de réunir dans un cultivar donné, une majorité d’alleles CBF optimaux.
De plus, des recherches futures viseront : 1’étude approfondie de I’expression des geénes CBFs
pendant 1’acclimatation au froid de cultivars résistant et sensible au gel; et 1a recherche chez ces
cultivars de différences moléculaires dans les régions régulatrices des génes CBFs qui pourraient
étre associées avec une expression plus élevée de genes CBF. Ces travaux permettront
d’identifier ‘les génes associés au processus d’acclimatation et possiblement des candidats
additionnels de marqueurs moléculaires potentiels de résistance au gel qui pourraient ajouter aux

choix disponibles pour les sélectionneurs de plantes.
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Figure Sl1l: Liste des ségquences codantes de CBF chez T, aestivum.

Les régions surlignées en Jjaune/rouge sont les sequences signature/AP2
utilisées dans les analyses phylogénétiques. Les aénes et les numéros
d'accession mis en évidence en rose ont été utilisés wvour produire les

figures 1 & 3. Toutes les séquences ont été traduites et analvsées par HCAh.

.GAGTGGGCGTACAGCGGCGGCGGCCACTCGTCGTCGGGAACGAAATCTCCGGCGGCCGGCGGCCGGGAGGAGGG

CTCGTACATGACGGTGTCGTCGGCGCCGCCCAAGCGGCGGGCGGGGAGGACCAAGGTCAGGGAGACGAGGCACCC

GACTCGCCGCGCACGC TCCGGGTGCCGCCGCAGGGGGCCGGCCACGAGGAGATACGCC
GCGCCGCGGTCGAGGCGGCCGAGCTGTTCCGCCCGGAGCCTGGGCAGCGCAATGCAGCTACTACCGAGGCGCCGGCT
GCTTCACCGGCAGACGCGGGGAACGCGGAGCTCGT TGCARACTCTCCTTACCACCTCATGGATGGTTTAGAATTCGA
AATGCAGGGCTATCTTGACATGGCGCACGGCATGCTGATCGAGCCACCGCCAATGGCGGGGCCGTCGACGTGGATCG
AGGAGGACTACGACTGCGAGGTCAGCCTGTGGAACTACHER

.GACCTCAGTGCCCT CAGCAGCGACTACTCGTCGGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGCGA

GACTCGCCTCGECGGCTCOGGGTCCCGCCCGTGGETGCTAGCCCTGATG
AGATACGGCGGGCCGCGGTAGAGGCGGCTGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGTCCAGAGCAATGCGGCCGCCGAGGAG
-CAGCCGTTGCACCAACGGAGCAGT TCGCCGGTGACCCGTACTATGGAATGGACGATGGGATGGACTTCGGGATGCA
GGGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGATGGCGGGCCCGTCAGCGACTGTCGGAGAGG
GCGACGATGACGGCGAGGTCAGCTTGTGGAGCTACHEN

.GACCTCAGTGCCCTCAGCAGCGACTACTCGTCGGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGCGA

GGGCTTCTCGACGTACATGACGGTGTCTTCGGCTCCGCCGAAGCGCCGCGCCGGGCGGACCAAGT TCAAGGAGACGC

ACTCGCCTCGECGGCTCCGGGTCCCGCCCGTGGGTGCTAGCCCTGATG
AAATACGGCGGGCGGCGGTAGAGGCGGCTGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGACCAGAGCAATGCGGCCGCCGAGGAG
GCAGCCGTTGCACCATCGGAGCAGTTCGCCGGTGATCCCTACTATGGGATGGACGATGGGATGGACTTCGGGATGCA
6GGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGATGGCAGGCCCGTCGGCGACTGTCGGAGACG
5CGACGATGACGGCGAGGTCAGCTTGTGGAGCTACHEN

GACCTCAGTGCCCTCAGCAGCGACTACTCGTCAGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGCGA
GGGCTTCTCGGCGTACATGACGGTGTCTTCGGCGCCGCCGAAGCGCCGCGCCGGGCGGACCAAGTTCAAGGAGACGC

GACTCGCCTCGECEECTCCGEETCCCGCCCGTGGETECTAGCCCTGATG
AGATACGGCGGGCGGCGGTGGAGGCGGCTGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGACCAGAGCAATGCGGCCGCCGAGGAG
3TAGCAGTTGCACCAACGGAGCAGT TCGCCGGTGATCCGTACTATGGGATGGACGATGGGATGGACTTCGGGATGCA
5GGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGATGGCAGGCCCTTCAGCGACTGTCGGAGACG
5CGACGATGACGGCGAGGTCAGCTTGTGGAGCTACHER
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.GACCAGTACAGCTACCGCGGCGGCGGGGACGACAATGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCC

GRAGCGGLCEECGLGGECECACCAAGTTCCOEGAGACGCEGGECACCT

GGCCCTGCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACCCCCGACGACATCCGCGCGGCGGCCATCGCGCTCGCCGAGA
CTGCCTGCCCCGCCGCGCCGGCCTCGTCGTCGGCCGTGGCCGCCGTGGCGTCCGCGCCGGCGCCCCCGATGATGACG
ATGATGCACGAGTCCGCGGCGGTGCACTACGACGACTACCCGATGCAGTACGGGTACGGCGGCATTGGGGACTTGGA
CCAGGATTCCTACTACTACGACGGGATGAGCGCCGCCGGCGGCGACTGGCAGAGCGGCTCGCACATGGACGGAGCCG
ACGACGACTGCAACGACAGCGGTGGGTACGGCGCCGGCGAGGTCCCGCTCTGGAGCTAC-

>TaCBFII-5.1lb (Accession)
-GACCAGTACAGCTACCGCGGCGGCGGGGACGACAATGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCC
GAAGCGGCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC

6GCCCTGCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACCCCCGACGACATCCGCGCGGCGGCCATCGCGCTCGCCGAGA
CTGCCTGCCCCGCCGCGCCGGCCTCGTCGTCGGCCGTGGCCGCCGTGGCGTCCGCGCCGGCGCCCCCGATGATGACG
ATGATGCACGAGTCCGCGGCGGTGCACTACGACGACTACCCGATGCAGTACGGGTACGGCGGCATTGGGGACTTGGA
CCAGGATTCCTACTACTACGACGGGATGAGCGCCGCCGGCGGCGACTGGCAGAGCGGCTCGCACATGGACGGAGCCG
ACGACGACTGCAACGGCAGCGGTGGGTACGGCGCCGGCGAGGTCCCGCTCTGGAGCTA

.GACCAGTACAGC TACGGCGGCGGCGACGGCGACCAGGCCGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCC

GCCCAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCGGGAGACGCGCCACCC

6GCCACGCTGCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACCCCCGACGACATCCGCGCCGCCGCCATCGCGCTCGCCG
AGACCGCCTGCCCCGCCGCGCCCGTGGCCGCCGAGGCGTCCGCGCCGGCGCCCGCGATGATGGCGATGATGCAAGAG
CCCTCGGCGGTGGAGTATGACGACTACCCGATGCAGTACGGCGGCATTGGGGACT TCGACCAGCAT TCGTACTACTA
CGACGGGTTGAGCGCCGGCGGCGGCGACTGGCAGAGCAGCTCGCACATGGACGGAGCCGACGACGACTCARACTGCG
GCGGTGGGTACGGCGCCGGCGAGGTCCCACTTTGGAGCTACHEN

.GACCAGTACAAC TACGGCGGCGGCGTGGCCTACTACGGCAGCACCACCGGCGGCGTAGGCGACAACGGCCAGGG

CGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCGGGAGACGCGCCACC

GACTCGGCCACGCTECTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACCCCCGALG
ACATCCGCGCCGCCGCCATCGCGCTCGCCGAGACCGCGTGCCCCGCCGCGCCCGCGTCCTCGTCGTCCGTGGCCGCC
GCCGTGGCGTCCGCGCCGGCGCCCCCGATGACGATGATGCAGTTTGACGACTACGCGATGCAGTACGGCGGCATTGG
GGACTTGGACCAGCATTCCTACTACTACGACGGGTTGAGCGCCGCCGGTGGCGACTGGCCGAGCGGCTCGCACATGG
ACGGAGCCGACGACGACTGCAACGGCAGCGGTGGCTACGGCGCCGGCGAGGTCGCGCTCTGGAGC TAC-

ACAACTCCGGCGTGATCTTCTATGGCGGCGCATACGCGACGGTGATGTCGGCGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGE
GCGGACCAAGTTCCGGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCGCGCTGCTCGCCGT
CGACCCGGCCACGCTCCGCACGCCCCAGGACATCCGCGCCGCCGCAATCACGCTCGCCCGGGCCGCCTGCCCGCACG
ACGCGACGAGGTCCTCTGTGTCCGCGGCGTCTGCGCCGGCGCCCGCGATGGTGATCACGCAGGAGGCCGCGGCTACG
CCGTACGACAGCTACGCCATGTACGGCGGCTTGGCGGACCTGGAACAGCATTCCCACTGCTACTACGACGGGATGAG
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CGGCAGCGGCGACTGGCAGAGCATCTCACACATGAACGTCGCCGACGAAGACGGTGGCTACGGCGCAGGAGACGT
CGCGCTCTGGAGCTACHEN

.GAACAGTGCGGCGTGGGCCTCTACGGCGTCGTCGAGGGCAGCGGATACGCGACGGTGACTACCGCGCCGCCTAA

GCGGCLGGUGEGGCGGACCARMGTTCCGGGAGACGCGCTACCT

GCTTCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACGCCCCAGGACATCCGCGCCGCCGCARATCGCGCTCGCCCAGGCGG
CCTGCCCGCACGACGCGAGGAGGTCCTCTGTGTCCGTGGCGTCCGCGCGGGCGCCCGCGATGGTGATCATGGAGGAG
GCCGCGGCGGCACCGTACGACAGCTACGCCATGTACGGCGGCTTGGCGGACCTGGACCAGCATTCCTACTGCTACTC
CAACGGGATGAGCGGCGGCGGCGACTGGCAGAGTATCTCGCATATGGACGGAGCCGACGAAGACGGCAGCTACGGCG
CAGGAGACGTCGCGCTCTGGAGCTACT_GGTCGCGTGGGATCGATCGGGCAGATTGT-

.TGTCCGATCAAGAAGGAGATGAGCGGGGAG TCCGGCTCGCCGTGCAGCGGGGAGAACTTCTACTCGCCCTCCAC

GTCGCGGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGT
TCAGGGAGACGCGGCACTC

GACTCCGCCGAGCTECTCGCCGTGCCGG

CGGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTCCTGCGGCGGGAG
GCGATCGCCGAGGAGGACGCGCTCTCGGGCACCTCGTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGACGACGAGTCGTCCTC
TTCCCCGCCCGAGGACTCGCCGTTCGAGCTGGATGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTGTACTACGCGAGCCTGG
CGCAGGCGATGCTGATGGCGCCGCCTTCTTCCATGGCCGCGGCGCTCGGCGAT TACGGCGAGGTCGATGTGCCACTC
TGGAGCTACCAGAGCIHHE

.TGTCCGATCAAGAGGGAGATGAGCGGGGAGTCGGGCTCGCCGTCGCCG'I‘GCAGCGGGGAGAACTTCTGCTCGCC

CTCGGCGTCGCCGGAGCGCCAGCAGGCGAGGCAGGCGGGGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGA
CCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCC

CTCGGCCGAGCTGCTCTCCG
TGCCGGTGGCCTCCTCCTACCGCAGCCTGGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTGGAGGACTTGCTGCGE
CGCGAGGCGCTCGCCGAGGAGGACGCGCTCTCGGGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCCCCCTCACCGACGACGAGTC
GTCCTCTTCGCCGCTGCCCGAGGAGGACTCGCCGTTCGAGCAGGACGTGC TGAGCGAGATGGGCTGGGACCTGTACT
ACGCGAGCCTGGCGCAGGCGATGCTCATGGCGCCGCCCGCCGCGGCTGCGGCGCTCGGCGAT TACGGGGAGGCTCAC
CTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCHNE

TGTCCGATCAAGAGGGAGATGAGCGGGGAGTCCGGCTCGCCGTGCAGCGGGGAGAGCTTCTACTCGCCCTCCAC
GTCGCCGGAGAACCAGCAGGCGAGGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGT
TCAGGGAGACGCGGCACCC

ACTCGGCCGAGCTGCTCGCCETGCCGE
CAGCCTCCTCCTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGGCGCGAG
GCGATCGCCGAGGACGACGCGCTCTCCGGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGACGACGGGTCGTCCTC
CTCGCCGCTGCCCGAGGAGGACTCGCCGTTCGAGCTGGACGTGCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTGTACTACGCGA
GCCTGGCGCAGGCGATGCTCATGGCGCCGCCTTCTTCCATGGCCGCGGCGCTCGGCGATTACGGCGAGGTCGATGTG
CCACTCTGGAGCTACCAGAGCHER
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-GACATGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTCCC'I'CCTCCTCATCCACTACCGAGCGCGCCGGGACGGCGTGGCCG
T5GCCGCCGAAGCGCCCCGCGGGCCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCC

GACTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCATTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCA
"3CCGTCECGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCAACAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGT
T GCCCCGTICGTCGGCGGTGTGCAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTICCCCTGATGCCGCTTTTGAGECG
SGACATGGACGTGTTTEGACCTICGACTGCTTCTTTGGGCAAACGGACTCCGACGCCTACTACTACGC
GGGCTGCTCATGGAGCCACCGCCGACTETGECCACCGECTCETACTEGEACAATGGAGACTGECG
CCCGAGCTCATGTCGCGCTCTGGAGTTACE‘E

TelBEIIIb-23.2 {Accession)
@CACATGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTCCCTCCTCCTCATCCACGACCGAGCGCGCCGGAACGGCGTGGCCGTG
" CGCCEARGCGCCCCGCTGGCCGCACTARGT TCCGGGAGACGCGECACCT

CACTCCGCGTGGCTECTICGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGG

CGTCGCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCACCAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGTCC
SCCCCGTCGTCGGCAGTGTGTAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCGCTGATGCCGCTTTTGAGGCGCC
=CCGCACTGGACATGGACGTGTTCGACCTTGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGATTCCGATGCGTACTACTACGCGA
T CZTTCECGCAGGGGCTGCTCATGGAGCCACCGCCGACTCTGGCCACCGGGTCGTACTGGGACAATGGAGACTGCGCC
-m FECEEAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTACERG

TaC8RIIIh-23.3 (Accession)
!Il&ACALPAGCCT AGLACTCGAGCTCTCCCTCCTCATCCACGACCGAGCGCGCCGGGACGGCGTGGCCGTGGCC

e B e R T TR T TR
AT G L e L S A AR ST TCC GGG AG RGO GG AT C O U

¥&UTC"GCGTSGCTGCTTJC57foCSthuCGTTCACC1uCCTCT TGACGTCLGGCGCGCEGCOETCCAGEICE
= GGACTTACTGpGCCGTCCGGAGG»CACCAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAAGAGGTCACCTCCAGCGTGTCCGCC
TGCACTGaACATGGACGTGTTCGACCTCGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGACTCCGACACGTACTACTACGCCAACC
TTGCGCAGGGGCTGCTCATGGAGCCACCGTCGACTGTGGCCACCGGGTCGTACTGGGACAATGGAGACTGCGCCGAC

ACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGG
CGEGCE TG TGELCARGCGUCCCCEGEECECACCARGT TCCGEEAGACGC GECACCT

ACTCCGCGTGGTTECTCGCCGTGCCGTCOGCACTCTCCGACCTCGGCGACGTCCGGUGLGLGE

CGGTCGAGGCCGTGGCGAACTTGCAGCGACGARAGGCTGGCAACGGC TCCCTCACCGCCACCGTCACCGARGAGGCC
TCCTGTGACGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGGAACCTTCAGCCGA
TAGAGAGTTCGAGGTGCCGGTCGCAGTGGACACCGATATGTTCGGGCTTGACTTGTTCCCGGARATGGACCTGTGCT
CGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCACTGCTCGTGGACCCGCCGGCACGGGTGACCACCACCGACACGTACTGGGAC
AACGGCGACGGCGGAGCCGATGTCGCGCTCTGGAGCNR

l!ACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGCGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGG

£ FCPGTCGC*GGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCe




ACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGCCCGCACTCGCCGACCTCAGCGACGTCCGECLT
GGCGGTCGAGGCCGTCGCTGATTCCCAGAGACGAGAGGCTGCCAACGGCTCCCTCACAGTCACCGCCACCET I
AAGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGTCGGTTCGTCGGAGACGTCGEART
TCTGCCGATGGAGAGTTCGAGGTGCCGGTCGCGGTGGACACCGATATGTTCAGGCTTGACTTGTTCCCGGARTT
CCTGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCCTGGACCCGCCGGCACCGGTGACCACCACCTACGLET
ACTGGGACAACGGCGACGGCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTACKRG

»TaCBFIIIc~3.2b{Accession)
-GACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGCGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGG
"(“CG(“GTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC G .

. fig BGACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGCCCGCACTCGCCGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGLGG
CGGTCGAGGCCGTCGCTGATTTCCAGAGACGAGAGGCTGCCAACGGCTCCCTCACAGTCACCGCCACCGTCACCGAA
GAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGTCGGTTCGTCGGAGACGTCGGAACCTTC
TECCGATGGAGAGTTCGAGGTGCCGGTCGCGGTGGACACCGATATGTTCAGGCTTGACTTGTTCCCGGAACTGGACC
TGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCCTGGACCCGCCGGCACCGGTGACCACCACCTACGCGTAC
IGGGACAACGGCGACGGCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTAC-

lGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCATCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGTGCACGCGGCGGG

GCGGGCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC

GACTEEGEGTRRETECTCGCCETGCCGOCCGCACTCTCCGACCTICGGLGACGTCCEGCEOGLEG
CGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGAGGCGAGAGGCTGCCAACGGCTCCCTCACCGCCACCGTCACCGAAGAGGCC
TCCTGTGGCGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGGAACCTTCTGCCGA
TGCAGAGTTCGAGGTGCCTGTCGCAGTGGACACCGATATGT TCAGTAGGCTTGACTTIGTTCCCGGAAATGGACCTGT
GCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCGTGGACCCGCCGTCGACGGTGGCCATCATCGACTCGTACTGG
GACAACGGCGACGACGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTACHER

TECSEIIIc-B10 (EF028761)
FAT"GGCC'I'TGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCA’I‘CCTCCTCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAA

GACTCCGCGTGGCTGCTCGCTGTGCC
6TCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTG
CCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGCCACCGCCACCGCCGCCGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCAGAATCGTCG
TCTGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGAAACCT TCCGCCGATGGAGACT TCGCGGTGCCGGGCGGAAT
3GACATCGAAATGT TCAGTAGGCTTGACTTGTTCCCGGAAATGGACT TGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGG
CGCTGCTCATGGACCCGCCTCCGGTGGCGACTGGCACCGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTGCGGCGAGGCCGAG
5GGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGC R

lGCATGGGC CTTGAGATCCTGAGCTCCTCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTTGGTGGCCAAGCGCCCGGC

BEGECECACCAAGTTCCGEGAGACAAGGCACCC

GCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGC
GACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGTCAACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCGGAGTCGTCG
TCGGAGTCCGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCTGCGCATGGGGGCTTTGCGCTGCCGGGCGGAAT
GGACGTCGAAATGTTCAGTAGGCTTGACTTGTTCCCGGAAACGGACTTGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGG
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CGCTGCTCATGGACCCACCGCCGGTGGCGACCGGCACCGGCGCGTACTGGGATGACGGAGAGTTCGGCGAGGT GG

CAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCT TGN

.GGCATGGGCCTTGAGATCTCGAGCTCCTTCCCTTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTTGGTGGCCAAGCGCCCGGC

GEEGCGCACCAAGTTCCGCGAGACGCGECACCT

GACTCCGCGTGGCT
GCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGC
GACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGCCACCGCCGAGGAGACCTCCTGTGGCGCTCCTGCGGAATCC
TCGTCTGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCAGAGACGTCGAAACCTTCTGGCAATGGAGACTTCGCGCTGCCGGGCGG
AATGGACGTCGAAATGTTCAGTCGGCTTGACTTGTTCCCGGAAATGGACTTCGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGG
AGGCGCTGCTGATGGACCCGCCGCCGGTGGCGACCGGCACCGGGGCGTACTGGGATAACGGAGAGTGCGGCGAGGGG
GCAACTGATTTCGCCCTCTGGAGCTATHEER

>TaCBFIIIc-13.1la (Accession)
-GATCTTTCCAGCTCCETCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGGC
CAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC G

GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGC
TCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCAATGGC
CTGGTAACCAGGACCGCCGCIGGAGGCCCCATCTAGCGCTCCTGCACAATCGTCGTCTGAGTCCGACAGCGCCGA
TTCGTCGGAGACGTCGGAAGCT TCCGCCGATGGAGAGTTCGAGGTGCTGGCTACAATGGACATCGACATGTTCAGGC
TTGACCTGTTCCCGGAAATGGACCTGGGCTCGTACTACGTGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGTCG
ACGGCCACCATCATAGACGCGTACCGGGACAACCGCGACGGCGGTGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTACTAG

>TaCBFIIIc-13.1b (Accession)
-GATCTTTCCAGCTCCTTCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGGC
CAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC GT

GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGC

TCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCAATGGC
CTGGTAACCAGGACCGCCGC-GGAGGCCCCATCTAGCGCTCCTGCACAATCGTCGTCTGAGTCCGACAGCGCCGA
TTCGTCGGAGACGTCGGAAGCTTCCGCCGATGGAGAGTTCGAGGTGCTGGCTACAATGGACATCGACATGTTCAGGC
TTGACCTGTTCCCGGAAATGGACCTGGGCTCGTACTACGTGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGTCG
ACGGCCACCATCATAGACGCGTACCGGGACAACCGCGACGGCGGTGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTACTAG

!ATCTTTCCAGCTCCTCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGGCC

ARGCGCCCCGCGGAGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC CGTGCGGCGCAGGGGCAACGC

TCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGTCGC
GGATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCAATGGCCTGGTAACCAGGACCGCCGCTGAGGAGGCCCCATCTAGCGCTCCTG
CACAATCGTCGTICTGAGTCCGACAGCGCCGATTCGTCGGAGACGTCGGAAGCTTCCGCCGATGGAGAGTTCGAGGTG
CTGGCTACAATGGACATCGACATGTTCAGGCTTGACCTGTTCCCGGAAATGGACCTGGGCTCGTACTACGTGAGCCT
CGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGTCGACGGCCACCATCATAGACGCGTACCGGGACAACCGCGACGGCGGTG
CTGATGTCGCGCTCTGGAGCTACTAG

lACACGGGCCCGGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGACGTC

GCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGAACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC




GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCG
GCGCGCCGCCATCGGGGCCGTGGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCCAGCGCCGGCGCCGTCGCTGAGG
AGGCCCACGTCGACGGGATCGCCTCCGCCGCGTCGGCGCCAGACAATGCCAGCTCGTCGGCGGCGGCGGCCCACTCA
CAGCCGCCATGCGCCAATGCGGGGTACGAGGTGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGT TCGAGCTCCACACGTCGGG
CGAAATGGACGCGGGCACGTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCCAGLG

GGGCGAGCTCGGAGCGCGGAGACGATGCGGCGC TATGGAACCAC-

!ACACGGGCCCCGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGACGTC

CCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC

ACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGC
GCGCCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCTAGCACCGGCGCCGTCACCGAGGTG
GCCTCCATCGACGGGATCGCCTCCGCCGCGTCGGCACCAGACAATGCCAGCTCGGCGGCGGCGGCATCCCACTCCCA
GCCGCCATGCGCCAATGCGGAGTTCGAGGTGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGTTCGAGCTCCACACGTCCGGLCG
ARATGGACGCGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCCAGCGGG
GCGAGCTCGGAGCAAGGAGATGATGCGGCGCTATGGAACCA!

GACACGGCCCCCGAGCACAACTGCAGCTCGCCGGCTTCCTCGCCGTCCTCGCAGGGGCAGGTGATGCCGACGTC
GCCCACGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGEGGCGCACCAAGCTCAAGGAAACACGCCACCC

GACTCCGCGTGICTTCTCGCCGTGCCCTCCTCTCTCTCTAGCCTGGCAGACGTCAGGCGCG
CCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGCCACGATCGCCGGCGCCAGGGCTGCCGAGGTAGTTCCC
GTCAACGGGGTCGCCTCCGTAGCGCCCGCGCCGGGCARTGCCAGGTCGTCGGCGACGTCGTCCCAGCAGCCTTGTGE
CAATGCTGAGTCCGAGGCGCCTGACGCATTGCGCGGCGGCCTGCCGGAGCTCCACACTTCCGGGGAAATGGACGTGA
GCACGTACTACGCGGACCTTGCGCAGGGGCTTCTCCTGGAGCCGCCGCCACCGGCGGCCAGCGACTGCAACGACGGC
GGAGATGATGCGGTGCTATGGAGCCACHEN

.CACACGGCCCCCGAGTACAAGTGGAGCTCGCCGGTTTCGTCGCCGTCCTCGCAGGAGCAGGGGATGCCGACGTC

GCCCACGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGATCAAGGAGACACGCCACCC

GACTCCGCGTGTCTGCTCGCCGTGCCCTCTTCTCCCTCCAGCCTGGCCGACGTCAGGCGCG
CCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGCCAGGACCGCCGGCGCCGGCGACGCCGAGGTAGTTCCC
GTCAACGGGGTCGCCTCCGTAGCGCCCCCGCCGGGCAATGCCAGGTCGTCGGCGACGTCGTCCCAGCAGCCTTGTGC
CAATGCTGAGTCCGAGGTGCCTGACGCATTGCGCGGCGGCCTGCCGGAGCTCCACACGTCCGGGGARATGGACGTGA
GCACGTACTACGCGGACCTTGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCACTGGCGGCCAGTGACTGCAACGACGGT
GGAGATGATGCGGCGCTATGGAGCCACHHEN

GACATGACCGGCTCCGATCAGCAGCGGAGCTCCCCGTCCTCGCCGTCGTCCTCCTCGCACCTGAAGCGTCCCGC
CGGGECGCACCAAGT TCARGGAGACGCGCCACCO

CTCGCGGTGCCGTCCGCGCTCCCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCAGACTTCCAGC
GCCGGGAGGCTGCCAGCGGCGCCGCCACCAGGTCCCTGGACGCCACCGTTCCCGTCGATGATGGAACCTGTAGCCAA




88

TCCGCGCAGTCGTCCATGGAAAATACCGGCTCATCATGGACGTCGTCGTCCCTGCCGTCTGGCAACGGAAT T
GAGGTGCCGGCCACACTAGGCTGCGACATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACTATGC
6TACTTCGCGGAGGGGCTTCTCCTCGAGCCGCCGCAACCGCCGGTCGCCGGCGCGTGCTAGGACACCAAAGGCGGrE
GAGCAGACGCCGCGCTCTGGAGCTACKEN

.GACATGACCGGCTCCGACCA"’CAGCGGAGCTCCCCGTCCTCGCCG'T'CGTC’"TCCTCGCACCTGAAGCGTCCTGC
i e AR e GRG0

CCTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCGGACTTCCAAC
GCCGGGAGGCCGCCAGCGGCGCCGCCACCACGTCCCTGGCCGCCACCGTCCCCGTCGATGACGGAAGCTGTAGCCAA
TCCGCGCAGTCGTCCATGGAARATACCGGCTCGTCGTGGACGTCGTCCTCGTCGTCCCTACCTTCTGGCGACGGAAT
GTTTGCGGTGCCGGCCACACTGGGCTGCAACATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACT
ATGCGTACTTCGCGGAGGGGCTTCTCCTCGAGCCGCCGCAACCGCCGGTCGCCGGCGCGTGCTGGGACACCGAACGC
AGCGGAGCAGACGCCGCGCTCTCGAGCTACHEN

>TaCBFiI1id-15.2b {Accession)

-GACATGACCGGCTCCGACCAGCAGCGGAGCTCCCCGTCCTCGCCGTCGTCCTCCTCGCACCIGAAGEGICCI_GC
CEEECETACCARGT TCRAAGRASACGCGCCACC

WGACTCCGCTTGECT
CCTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCGGACTTCCAAC
GCCGGGAGGCCACCAGCGGCGCCGCCACCACGTCCCTGGCCGCCACCGTCCCCGTCGATGACGGAAGCTGTAGCCAA
TCCGCGCAGTCGTCCATGGARAATACCGGCTCGTCGTGGACGTCGTCCCTACCTTCTGGCGACGGAATGTTTGCGGT
GCCGGCCACACTGGGCTGCAACATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGARATGGACCTGGACACATACTATGCGTACT
TCGCGGAGGGGCTTCTCCTCGAGCCGCCGCARCCGCCGGTCGCCGGCGCGTGCTGGGACACCGAAGGCGGCGGAGCA
GACGCCGCGCTCTGGAGCTACHHEN

.GACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCCTCGCACCCGAAGCGCCC

CGCCGGECECACCAAGTTCAMGGAGACGCGUCACCT

GCTCCTTGCCGTGCCGCCCGCGCTCGCCGACCTCGCGGCCGTCAGGCGCGCGGCCCTCGCCGCCGTGGCGGACTTCC
AGCGCCGGCATGCCTCCAACAGCGCAGCCACCGTCCCCGCTGATGAGGAGACCTCCGGCGCGTCCGCTCTGTCGICT
GCGGACARATGCGAGCGGTTCGTCAGCGACGTCGCAACCTTGGGCTGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGTCCGCGCTGGE
CAGCGACATGTTCGAGCTGGACTTGTCCGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGGGCTGC
TCCTGGAGCCGCCGCCGTCGCTGGACAGCGGGGCGTGCTGGGACACCGGACGACGGCGGAGCTGACTCCGGGCTCTGG

accTACHER

>TaCBF1IId-16.1b (Accession)
GACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCCTCGCACCCGAAGCGLCCC

CGLCEGECECACCAAGTTCAAGGAGACGLCGCCACCO

CTTGCCGTGCCGCCCGCGCTCGCCGACCTCGCGGCCGTCAGGCGCGCGGCCCTCGCCGCCGTGGCGGACTTCC
AGCGCCGGCATGCCCCCAACAGCGCAGCCACCGTCCCCGCTGATGAGGAGACCTCCGGCGCGTCCGCTCTGTCGTCT
GCGGACAATGCGAGCGGTTCGTCAGCGACGTCGCAACCTTGGGCCGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGTCCGCGCTGGG
CAGCGACATGTTCGAGCTGGACTTGTCCGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGGGCTGC
TCCTGGAGCCGCCGCCGTCGCTGGACAGCGGGGCGTGCTGGGACACCGGAGACGGCGGAGCTGACTCCGGGCTCTGGE

accTACEN




-ACATGAGCGGCTéGGACCAGCAATGGAGCTCCCCTTCCTCGCCGTCCTCGACCTCCTCGCACCCGAAGCGTCC
SCCEGECECACCRAGTTCARAGGAGACGCGCCACCT

ACTCCGCGTG
LTCCTTGCCGTGCCCCCCGCGCTCACCGACCTCGCGGCCGTCCGGCGCGCGGCCCTGGCCGCCGTGGAAGACTTCC
AGCGCCGGCATGCCGCCAACGGCGCAGCCACCGTCCCCACCGATGAGGAGACCTCCAGCGCGTCCGCTCCET T ™™~
GCCGACAATGCGGGCGGCTCGTCAGCGACTTCGCAGCCTTCGGCCGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGICCGELARTS
CAGCGACATGTTCGAGCTGGACTTGTCCGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGEETT "
TCCTGGAGCCGCCGTCATCGCTGGACAGTGGGGCGTGCTGGGATACCGGAGACGGCGGAGCTGACTCCGGGITIT:

AGCTACESH

GACATGACCGGCTCGGACCAéCAATGGAGCTCCCCTTCCTCGCCATCGTCTGCCTCCTCGCACCCGAAGCGTCC
CECCGEECECACCAAGTTCARGGAGACGCGCCACCT

GCTCCTCGCCGTGCCGCCCGCGCTCACCGACCTCGCGGCTTTCAGGCGCGCAGCCCTGGCCGCCGTGGCGGACTTCC
“ECECCGGCATGCCTCGAACGGCGCAGCCACCGTCCCCGCTGATGAGGAGACCTCCGGCGCGTCCGCTCTGTCGICT
TGACAATGCGGGCGGTICGTCAGCGACGTCGCAACCTTGGGCCGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGTCCGLGLTGGEG
ACCCGACATGTTICGAGC TGCGACTTCTCTGGEGAGATGGACCTGGCCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGGGLTGG
T LT TGl IGTITATCCGTAGACAGTGCGCEIGTGCTGGGACACCEGAGACGGIGGAGCTGACTIIGGGITITGG

ACATGGGCAGCGAGCAATGGAGCTCCCCGTCGACGTCGGCATCCTCGCGCGACCAGCACGCGGCGGCGCCGLC
GAAGCECCCCGCGEGEEECACCRAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCT

ZCLCGESEEGCTGCTCGCAGTICGCAGTTCCGTCGGCGCTCGCCGACCTGGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGCTIGLCG
CTCZGCEGGCTTCCAGCGLCCGGGAGGCCGCCAGCGGCGCLGCGACCGTTCCCGTGCGACGAGGTGTTCGACACCICC
_GCGGATGACGCCGGCTCCTGGTCGTGGGCGACGCCGCAGCCCAGTTGTGCGGCTGCGGACGGGGTGTTCGAGGT
~CLCGECAGCACTGGCCAGCGACATGTTCCGACTTCGAGTTCGACGTGTCCTGGGTGATGGACCTGGGCTCGCLGE

T ECAGCCIGECTGTGCGCGACAAAG TG TTGGAGGTGCAGGCGGCTECACTEGGCEGLGGLGACATGTTCGAL

o TRCTTEEAGCTGGACATGTCCEGGGAAATGGACCTGGTGGGCTCCTACTACGCGGATTTICGCGGAGGGGCTGLT

T EARGCCTCCGCAACCEGCCGATECCACCGRGSCECGCTGGCCGRACEGEGACTALTGCGGCECCEACSGCCGAL

TONCGECCGLGTTICTGGAGTCAG

e liXd-219a (EF028B766)
AUTTTEGTATCAACGECTICCATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGC TCGGGGATGCGGTGCC
=5 preieieiatel ARGCAGARCGCGCCALCCC TS 0

i i et i ol B8]

e LIge L

nmﬂmr‘nGCGTGG Ltalal alatalalk Calalatalalalel r‘vr\nTCTCC A TGROCEACG

=25 SEPRE N W LOviToLl LtoveeLLangse

TCCGGCGLGCGGCCATCCAGGTCGTCGCGGGCTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCACCGTGGTCCCGGACGTCGACGAG
GCCACCTCCCCTGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCGGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCGCT
GGGCAGCGACATGTTICGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCGGGCTTTGCCCAGGGGA
TGCTCCTGGAGCCGCCGCCCACGCCAGCGTACTGGGAGACCGGAGAGTGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTC

TaCBFIIIA-Al9b (Accession)
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-GACTTTGGTATCAACGGCTGGATCAGC TCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCTCGGGGATGCGGTG
CoCGTGTGGETTGCCGECGELEAAGCEECCCECAGGGCGCACCARGTTCAAGGAGACGCGLCACCC

ACTCCGCGTGECTGCTGETCATGCCCCCGAGGCTCTCCGACCTGGCCGA
CGTCCGGCGCGCGGCCATCCAGGCCGTCGCGGGCTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCACCGTGGTCCCGGACGTCGACG

AGGCCACCTCCCCTGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCGGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCG
CTGGGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGGGARATGGACCTGGACGCGTACTACGCGGGCTTTGCCCAGGG
GATGCTCCTGGAGCCGCCGCCCACGCCAGCGTACTGGGAGAACGGAGAGTGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCC
TCTGGAGCTACHER

!ACATGGGCATCAACGGCTGGATCAGCTCCCC TTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCTCGGGGAGACCGTGCC

IGTETGETCGLCGLCGGEEARGEEGCCCEGCAGGECGCACCAAGTTCAAGGAGACGUGCCACCD

ACTCCGCETGECTGCTCGTCATGCCCCCOAGGCTCTCCGACCTGGCCGACE
TCCGGCGCACGGCCATCCAGGCCGTCGCGAGCTTCCTGCGCT TGGAGGCCGCCACCGTGGTTCCGGACGTCGACGAG
GCCACCTCCCCCGTGTACCTGCCGTCGCTCGTGGACAATGCCGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCGCT
GGGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCGGGCTTTGCCCAGGGGA
TGCTCCTGGAGCCGCCGCCCATGCCGTCGTACTGGGAGAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGCGCGGCCGCCGGCCTC
TGGAGCTACTER

.GACATGGGCATCAACGGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCTCGGGGAGGCGGTGCC

IGTGTEETCGCAGGLGECEAMGCGECCOGCAGGECECACCAAGTTCAAGGAGRACGCGCCACCT

CTCCGCETBGCTGCTCGTCATGCCCCCGAGGCTCTCCGACCTGGCCGACG
TCCGGCGCGCGGCCATCCAGGCCGTCGTGGGCTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCACCGTGGTCCCGGACGTCGACGAG
GCCACCTCCCCCGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCCGACCARGTGTTCCAGGTGCCAACTTTCTCCCCGCT
GGGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCTGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCGGGCTTTGCCCAGGGGA
TGCTCCTGGAGCCGCCGCCCACGCCGTCGTACTGGGAGAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTC
TGGAGCTACHER

ACACGGCCATCGACAGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCC
ICTGTGGTCGCCGGCGECEAAGCEGECCCECCEEECECACCARGT TCAAGGAGACGCGCCACCC

CTCCGCGTGECTGCTCGTCATGCCCCCGTGGUTUTCCGACCTGGCCGATA
TCCGACGCGCGGCCATCGAGGCCGTCGCGGTTTTCCTGTGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCGTCGTCGACGAG
GCCACCTCCCCCGTGTACCTGCTGTCGCCCGTGGACAATGCCGACGAAGTGTTTCAGTTGCCGACTTTCTCTGCCCA
GGGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGGGARATGGACCTGGACCCGTACTACGCGGGCTTTGCGCAGGGGA
TGCTCCTGGAGCCGCCGCCCACGCCGGCGTACTGGGAGAACGGAGACGGCGGAGCGGCAGCCGGCCTCTGGAGCTAC

.GACATGGCCATCGACAGCTGGATCAGTTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCT

TGETETEETCGCCGECGECGCAAGCGEECCCEOGEEECECACCARGT TCARGGACACGCGCCACCC
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GACTCCGCGTGGCTGCTCGTCATGCCCCCGTGGCTCTCCGACTTGGCTGA
TATCCGACGCGCGGCCATCGAGGCCGTCGCGATTTTCCTGTGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCATCATCGACG
AGGCCACCTCGCCCGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCCTACGAAGTGTTTCAGGTGCCGACTTTCTCTGCG
CAGAGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCAGGCTTTGCGCAGGG
GATGCTCCTCGAGCCGCCGCCCACGCCGACGTACTGGGAGAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCC
1CTGGAGCTACHHER

>TaCBFIIId-24.2b (Accession)
BGACATGGCCATCGACAGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCT
TGTATEETCGCCEGCEECEAAGCEGCECGCEEEECECACCAAGTTCARGGAGACGCGLCACCE

GACTCCGCGTGGCTGCTCGTCATGCCCCCGTGGCTCTCCGACTTGGCCGATA
TCCGACGCGCGGCCATCGAGGCCGTCGCGATTTTCCTGTGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCATCATCGACGAG
GCCACCTCGCCCGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCCGACGAAGTGTTTCAGGTGCCGACTTTCTCTGCGCA
GAGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCAGGCT TTGCGCAGGGGA
TGCTCCTCGAGCCGCCGCCCACGCCGACGTACTGGGAAAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTC
IGGAGCTACHER

.GACACGGCCATCGACAGCTCGACCAGCTCCCCTTCCTCATCGACTTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCC

IGTETGETCGCCGGCGECEAAGCEECCLGCCGEEUGCACCARGTTCARGGAAACGCGCCACTC

ATTCCGCGTGGCTGCTCGTCATGCCCCCGTGECTCTCCGACCTGGCCGATA
TCCGACGCGCGGCCATCGAGGCCGTCGCGGGT TTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCATCGTCGACGAG
GCCACCTCCCCCGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAGTGCCGACAAAGTGTTTCAGTTGCCGACTTTGTCTGCCCA
GGGCAGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGCGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCGGGCTTCGCGCAGGGGA
TGCTCCTGGAGCCGCCCCCCACGCCGGCGTACTGGAAGAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCAGCCGGCCTC
GGGAGCTACHEN

.GACACCAACGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG

GACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGGCGGAACAAGT TGCAGGAGACACGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCAGCCGGGTCGTTCAAGTTGGCCG
CCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTGGCCCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGAGTCA
ACGGCGCCGTCGTCCACGGCCGAGGAGAGCGCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAATGAGCA
CTGGATCGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGC TCATGGAGCCGCCGGCCGACG
GAGCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGACGGATTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACHR

lACACGATCGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG

GACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGGCGGAACAAGT TGCAGGAGACACGCCACCE

GACTCCGCCTGGAGGATGATGCCCGTCCACGCGGCCGGATCGTTCAAGTTGGCGG
CCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGTIGTCA
ACGGCTCCGTCGTCCACGGCCGAGGAGAGCGCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTTGACAACGAGCA
CTGGATCGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGACG
GAGCTTCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGACGGCTTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACCAGTGTGATCAACTG
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ATTAAGCAATGTAAAGTTCTAGAGAGTACTGCTAGTGCTAGATTGTGTTTCACCAAATATGGGAAGAACAGAGAG

.GACACCATCGCCGCCTGGCCGCAGT TTGACGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG

GACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGECGGGGCGGAACAAGT TGCAGGAGACACGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGGCCGGGTCGTTCAAGTTGGCCG
CCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGAGTCA
ACGGCGCCGTCGTCCACGGCCGAGGAGAGCGCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAACGAGCA
CTGGATCGGCGGCATGGAAGCCGGCTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGACG
GAGCTTCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGAC GGCTTCGACACGTGGCTGTGGAGCTAC-

.GACACCGTTGC CGCCTGGCAGCAGTTTGAGGGGCAAGAGTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG

GACGGTGTGGTCGGAGCCGCCCAAACGGCGGGCCGGGCGGATCAAGT TGCAGGAGACGCGCCACCCG

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACCGGGTCGTTCAGGTTCGCTCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGCAT TCCAGGAGCAGCACCATGCCGACGCGTCCACGACG
GAGGCGAGCGCGCCCTCCATCACCTCAAGTGACTTATCGGGGCTGGACGACGAGCTCTTGATTGATGGCATGGACGC
GGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCACCGGCCGCCGGTGCATGGCGGGAGGACCACG
AACACGACGACGGCTTCGACACGCCGACGTCGCTGTGGAGCTACHER

.GACACCGTTGCCGCCTGGCCGCAGTTTGAGGGGCAAGAGTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG

GACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGGCGGATCAAGT TGCAGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACCGGGTCGTTCAGGTTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGCATTCCAGGAGCAGCACCCTGCAGACGCGTCCACGACC
GAGGCGAGCGCGCCCTCCATCACCTCAAGTGACTTATCGGGGCTGGACGACGAGCTCTTGATTGACGGCATGGACGC
GGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGTGCATGGCGGGAGGACCGCG
AACACGACGACGGCTTCGACACGCCGACGTCGCTGTGGAGCTAC-

.GACACCGTCGGCGCCTGGCCGCATTTTGAGGGGCAAGAGTACAGCACGGTGTGGCCGGAGGAGGAGTACCGGAC

GETGTGETCCGAGCCGCCGARGLGECGEECEGGLCEGARACRAGTTGCAGGAGARCGLGLCACCT

ACTCCGCCTGRCGGATGATGCCCETCCACGUGEUCGGGTCGTTCARGT
TGGCCGCCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTGGCCGTCGCCCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGAC
GTGTCAAAGGCGCCATCCTCCACGGACTCCACGTCCGAGGAGAGCGCGCCGTCCATCACCTCCAGCGACTTGTCTGG
TCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTACTACGCAAACTTGGCGCAGGGCATGCTCATGG
AGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGCGGGAGGACCGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACGTCGCTGTGGAGCTAC-

ACACCGCCGGCGCCTGGCCGCATT TTGAAGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGGAATACCGGAC
GETGTGETCOGAGCCGLCGARAGCGECEEECGREECEGEAACAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCT
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GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGGCCGGGTCGTTCAA
GTTGGCTGCCGCTCAGGAGATCAAGGATGCCGTCGGCGTCGCCCTCAAGGCGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCG
ACGCGTCAAAGGCGCCATCCTCCACGGACTCGACGTCCGAGGAGAGCGCGCCGTCCATCACCTCCAGCGACTTGTCT
GGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTACTACGCAAACTTGGCGCAGGGCATGCTCAT
GGAGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGCGGGAGGACCGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACI

GACACCGCCGGCGCCTGGCCGCATTTTGAAGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGGAGTACCGGAC
GETGTEGETCGEAGLCGCCGAAGCGECEEGCEEGECEGARCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCE

CTCCGCCTGECGEATGATGCCCGTGCACGLEGLCGGGTCGTTCAAGT
TGGCTGCCGCTCAGGAGATCAAGGATGCCGTGGCCGTCGCCCTGAAGGCGTTCCAGGGGCAGCAGCGCCCTGCCGAC
GCGTCGAAGGCGCCATCCTCCACGGACTCCACGTCCGAGGAGAGCGCGCCGTCCATCACCTCCAGCGACTTGTCTGG
GTTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTACTACGCAAACTTGGCGCAGGGCATGCTTATGG
AGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGAGGGAGGACCGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACATCGCTGTGGAGCTAC-

.GACACCGCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCAGG

GCGGACCAAGTTCAAAGAGACGCGCCACCC

ACTCCGCCTGGCGGATGCT
GCCCGTCCTCGCGGCTGGCTCGTCCCGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCGTTATGG
AGTTCCAGCGGCAGCGGCCCGTCCTGTCCACGCCGGAGACGCACGACGGCGAAAAGGACGTCCAAGGCTCACCGACG
CCGAGCGAGCTGTCCACGTCCAGCGACTTGTTGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCATGAACGCCGGCTCGTACTATGC
GAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCAGAGCGCGGAGCGAGGATGGCGGCGAATACAGCGGCG

TCCAGACGCCGCTTTGGAACACTTATCCGACTAA TN

>TaCBFIVb-A20b (Accession)
-GACACCGCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCTGGCAGG

GCGGACCAAGTTCAAGGAGACGUGCCACCT

ACTCCGCCTGGCGGATGCT
GCCCGTCCTCGCGGCTGGCTCGTCCCGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGTGGAGTTCC
AGCGGCAGCGGCCCGTCCTGTCCACGCCGGAGACGCACGACGGCGARAAGGACGTCCAAGGCT CACCGACGCCGCGT
GAGCTGTCCACGTCCAGCGACTTGTTGGACGAGCACTGGT TTGGCGGCATGAACGCCGGCTCGTACTATGCGAGCTT
GGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCAGAGCGCGGAGCGAGGATGGCGGCGAATACAGCGGCGTCCAGA
CGCCGCTTTGGAACACTTATCCGACTAATHEN

!ACACC GCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCAGG

GCGGACCAAGTTTAAGGAGACGCGCCACCO

ACTCCGCCTGGUGGATGCT

GCCCGTCCTCGCGGCTGGCTCGTCCCGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCGGTCGCCATCGCCATCGTGG
AGTTCCAGCGGCAGCGCCCCGTCGTGTCCACGTCGGAGACGCACGACGGCGAGAAGGACGTCCARGGCTCGCCGACG
CCGAGCGAGCTGTCCATGTCCAGCGACTTGTTGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGACGCCGGCTCGTACTACGC
GAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGTCCGCCAGAACGTGGAGCGAGGATGGCGGCGAATACAGCGGCG
TCTACACGCCGCTTTGGAACHHEN




94
-GACACCGCCGCTGCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCGGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCA

BGGCGGACCAAGT TCAGGGAGACGUGCCACCTI

GGl Al AL

GACTCCGCCTGGCGGATS
CTGCCCGTCCTCGCGGCTGGCTCGTCCCGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCATCGCCGTCCT
GGAGTTCCAGCGGCAGCGCCCCGTCGTGTCAACGTCGGAGATGCACGACGGCGARAAGGACGCCCAAGGCTCGCCGA
CGCCGAGCGAGCTGTCCACGTCCAGCGACTTGTTGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGACGCCGGCTCGTACTAC
GCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGTCCGCCAGAACGTGGAGCGAGGATGGCGGCGARTACAGCGC
CGTCTACACGCCGCTTTGGAACHER

ACGCCGATGCCGCCTCCCCGTCGGACCAGCACAGGACGGTGTGGACGGAGCCGCCGAAGAGGCCGGCGGGGLG
GATCAAGTACAAGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCIGGCGCATGCTGCC
CGTCCTCGCCGCTGGGTCTTCCAGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTICGCTGTICGTAGCGT
TCCAGAGGCAGCGCTCCGTCGCGTCCACGGCCGACGGCGAGAAGGACGTCCAAGGCTCGCCGACGCCGAGCGAGCTG
TCCACGTCCAGCGATTTGCTGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCACGGATGCCGGATCGTACTACTCGCCGGGCATGTT
CATGGAGCCGCCGGAGCGGCCTGGAAACCGCGAGCTCGGTGCCGGCGAGGTCGAGACGCTGC TATGG-

.GACGCCGACGCCGCCTCCCTGTCAGACCAGCACAGGACGGTGTGGACGGAGCCGCCGAAGAGGCCGGCGGGGAG

GATCAAGTACAAGGAGACGCGCCACCC

GATTCCGCCTGGCGTATGCTGCC
CGTCCTCGCCGCTGGGTCTTCCAGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCTGTCGTGGCGT
TCCAGCGGCAGCGACCCGTCGCGTCGACGGCCGACGGCGAGAAGGACGTCCAAGGCTCGCCGACGCCGAGCGAGCTG
TCCACGTCCAGCGACTTGCTGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCACGAATGCCGGATCATACTACTCGCCGGGCATGTT
CATGGAGTCGCCGGAGCAGCCTGAAAACCACGAGCTCGGTGGCGGCGACGTCAAGACGCCGCTATGG-

GACGCCGACGCTGCCTCCCCGTCGGACCAGCACAGGACGGTGTGGACGGAGCCGCCCAAGTGGCCGGCGGGGCG
GATCAAGTACAAGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGCTGCC
CGTCCTCGCCGCTGGGTCTTCCAGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCTGTCGTAGCGT
TCCAGCGGCAGCGTTCCATCGCGTCCACGGCCGACGGCGAGAAGGACGTCCAAGGCTCGCCGACGCCGAGCGAGCTG
TCCACGTCCAGCGATTTGCTGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCACGGATGCCGGATCGTACTACTCGCCGGGCATGTT
CATGGAGCCGCCGGAGCGGCCTGAAAACCGCCAGCTCGGTGCCGGCGACGTG-

ACGCCGCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAACCGCCGAAGCGGCCGGCCGG

CCGGACCAAGTTCARGGAGACGCGCCACCC

ACTCCGCCTGGCBGATGCT
CCCCGTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACGGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCARA
GGCAGCACCCGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAAATCGATGGCTTG
CCGGCACCGAGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTG
CTACTCGGAGTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCGTGGCGGGAAGACT TTGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGC
CATGGAGCTACTTGTTCGACHHEN




95

-GACGCCGCCGACGCCGCCTCCCCGTGTGATGGCCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCC
GECCGGACCARGTTCARGGAGACGCGCCACCC

ACTCCGCCTGGCGGATG
CTCCCCGTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACCGCCAAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCA
AAGGCAGCACCGGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAARATCGATGGCT
CGCCGGCGCCGAGCGCCCTGTTCATGTCCAGCGAGCT GTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCG
TTCTACTCGGAGGGCCTGTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCGTGGCGGGAAGACCTCGAGCTCTGTGGCGTCGA
GACACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGACHHER

ACGCCGTCGACGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCCGG
COGGACCAAGTTCARGGRGACGCGCCACCO

ACTCCGCCTGECGGATGCT
CCCCGTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACCGCCAAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCAAA
GGCAGCACCCGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAAATCGATGGCTCG
"Z3CECGCCGAGCGCCCTGTTCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGTCGGCATCGATGCCGGATCGTG
TACTCGGAGGGCCTGTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCGTGGCGGGAAGACCTCGAGCTCGGTGGCGTCGAGA
CACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGACEAR

- TaCBFIVd-4.1 (EF028780)
BB GACGTCGCCGACGCTGCCTCCAAGTCCGGCCAGCATGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAA

GCEGCLGGCGEEECGEACCARGTTCCACGAGACGCGCCACCT

TGEEGGATGCTGCCCGTGCTTGCGGCCGGATCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCG
TTCCCCETCGTTGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGTCCAACGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCG

ol L

3TAGACCGGCGTCGAGACACCGACGCCGTTATGGAGCTATTTGTTTGACEAR

“sCBEIVd-B4 (EF028781)
IIEGPCGTCGCCGACGCTGCCTCCAAGTCCGGCCACCAGGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCATCGGAGCCGCCGAA
I EGUGEEECEERCCANGTTCCGTGAGACACGACACCC

IGEEGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCTGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCARGCTTGCCGTCGCCG
TZCCCGTCGTCGCGTTCCAGCTGCAGCAGAATATTCCTCCAGCCGCGTGTCCAACGGTGGAGCCGACCGACAGCCCG
TCTCIGTTCTACATGTCGTCCGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGACGC

dLwdvdi Tl

:ZGGGCGTCGAGACACCGACGCCGCTATGGAGCTATTTGTTTGACEAA

CxCEPIVAE-26.1 [Accession)
- CCTCTGGICAGCAGGAGCAGCG

=T, e e T
-t Sl e i e o e e T

GCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCGLCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGGACCAA

o oy o o g o
AW bl b - L

CTCCGCCTEEEGEATEC
CAZAAGATIGTTCTTCCCGTCGCGTGCCCGGCGGCAGAGCCGGCCGTCGTCCCGAAGAGCGGCGCGCTCTTCTICC
TCTCCICCEECGACTTGCTIGGAGCTCGACGACGAGCAGTGGTTCGGCGGCATGGTCGCCGGGTCGTACTACGAGAG




96

CTTGGCGCAGGGGATGCTGGTGGAGCCGCCGGACGCCGGAGCGTGGCGAGAGCAGAGCGAGCACAGCGGCGTGGE
GGAGACGCAGACGCCGTTGTGGGGCHER

.CCG'I‘C'I‘GGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGG'I‘GAGGTCGGAGCCACCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAA

GTTCCAGGAGACGLGCCACCC

f ACTCCGCCTGECGGATGCTGCCCGTGOT
CGCGGCCGGCTCCTTCGGCT TCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTTCCAGC
GGCAGCAGATCGTTCTTCCAGTCGCGTGCCCGGCGGCGGAGCCGGCCGTCGCCCCGAGCGGCGCGCTGTTCTCCATG
TCGTCAGGCGACTTGCTGGAGCTCGACGACGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGTCGCCGGGTCGTACTACGAGAGCTT
GGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACGCCGGAGCCTGGCGAGAGGACAGCGACCACAGCGGCGTGGCGGAGA
CGCAGACGCCGTTGTGGAGCHER

>TaCBFIVd-26.2b (Accession)
-CCGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAA

GTTCCAGGAGACGCGCCACCC

ACTCCGCOTGRCGGATGCTGCCTGTGCT

CGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTTCCAGC
GGCAGCAGATCGTTCTTCCAGCCGCGTGCCCGGCGGCGGAGCCGGCCGTCGCCCCGAGCGGCGCGCTGTTCTCCATG
TCGTCAGGCGACTTGCTGGAGCTCGACGACGAGGAGTGGT TTGGCGGCATGGTTGCCGGGTCGTACTACGAGAGCTT
GGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACGCCGGAGCCTGGCGAGAGGACAGCGAGCACAGCGGCGTGGCGGAGA
CGCAGACGCCGTTGTGGAGCHN

!ACGTCGCCGACATCGCC'I'CCCCG'I'CCGGC CAGCAGGAGCAGGGCCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAA

GCGGCCOGCEGGECGEACCAACSTTCCACGAGACGCGCCACCT

CTGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCTG
TCGCCGTIGGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTGTTCTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAG
GTCCCGATCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCA
GCTGCCAGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGC
CCGAGTTTTACATGTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCG
TACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCGAGGCCGGAGAGCGGCGAGCAGAG

CGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGACTHEN

>TaCBFIVd-9.1b (Accession)
-GACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGGGC CACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAA
GCGGLCCErEEEGECEEACCARGTTCCACGAGACGCGUCACCT

ATGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCARGGCCGCCGTCGCTG
TCGCCGTCGTCGCGTTCCTGCGGAAGCAGATTGTTCTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAG
GTCCCGATCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGAA
GCTGCCAGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGC
CCGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCG
TACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCCAGGCCGGAGAGCGGCGAGCAGAG
CGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGAC-
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-GACGTCGCCGACATCGCCTCCCGGTCCGGCCAGCAGGAGCAGGGGCACCGAACGGTGTCGTCGGAGCCGCCG
AAGCECCCTECGEEGECEERCCARGTTCCACGACGACGCGCCACCC

GCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCGTTCGGCTTTGACAGCGCGCGGGAGATCAAGGCCGCCGTCGC
CGTGGCCGTCGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATCATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTTGCGCTCCAGCAACAGCAGG
TTCCGGTCGCAGTGGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTCCCGCTCGCCGTCGCCGTCGT GGCGCTCCAGCAG
CTGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGT CGCGTGCCTGGC
GCCGGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGT
CGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGGGGCCGGAGCACGGCGAGCAG
AGCGGCGTCCAGACGCCACTATGGAGCTGCTTGTTCGACHHEN

GACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCTGGCCAGCAGGGGCATCGGGGACACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGLC
GRAGCGCCCCGCEEGECEEACCAAGTTCCACGAGACGCGLCACCC

CGCATGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGTTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCG
CCGTGGCCGTCGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGAT TATTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAG
6TTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCA
6CTGCAGGTTCCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGC TCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGC
CGGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTTGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCTGGGTCG
TACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGAG
CGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGCTCGACHER

lGACGTCGCCGACGCCGCCTCCTCATCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA

GCGCCCCGCEEEGECEEACCARAGGTGCATGAGACGCGCCACCC

GTGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGCGAGATCAAGGCGGCCGTCGCCG

TCGCCGTCGTGGCTTTCCAGAAGGAGCAGATTATCCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTACAGAAGCAGCAGATT
ATCCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTAGCGCTCCAGAAGCAGCAGATTCCAGTCGCCGTCGCCCTGGTGGCGCTCCAGGA
ACAGCAGGTCCCAGTGGCTGTCGCCGTCGTGGCGCTCCATCGGCAGCAGGTTCCAGTCGCGTGCCCGGCAACCTCCG
GCCCGGGCAGCGCTCTGTTTTACATGTCGTCCAGCGACTTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATG
GAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCACCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGGA
CGGCGAGCAGAGCGGCG'I'CCAGACGCCGTTATGGAGCCAGAGCCACCTGTTCAAC-

.GACGTCGCCGACGCCGCCTCCCCGTCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA

GCGACCCGCGEGEGECEEGACCAAGETACATGAGARCGLGCCACCC

CTGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCTTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCCG
TCGCCGTCGTGGCTTTCCAGAAGGAGCAGATTATCCCAGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGATCCAGAAGCAGCAGATT
ATCCCAGTCGCTGTCGCCGTCGTGGCGATCCAGAAGCAGCAGATTATCCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGAAGCAG
CAGATTCCAGTGGCCGTCGCCCTCGTGGCGCTCCAGGAACAGCAGGTCCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTTICA
TCGGCAGCAGGTTCCAGTCGCGTGCCCGGGAACCTCCGGCCCGGGCAGCGCTCTGTTTTACATGTCGTCCAGCGACT
TGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGT TTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATG
CTCGTGGCACCGCCGGACGAAAGAGCGAGGACGGAGGACGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCCA
CTTGTTCACCTAA




T2{CBPIVA-B22b (Accession)
.GACGTCGCCGACGCCGCCTCCCCGTCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA
LGACCCGLEEEGELEGACCARGETACATGAGACGCGCCACCO

CTGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCTTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGLCG
TCGCCGTCGTGGCTTTCCAGARAGGAGCAGATTATCCCAGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGATCCAGARGCAGCAGATT
ATCCCAGTCGCTGTCGCCGTCGTGGCGATCCAGAAGCAGCAGATTATCCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGAAGCAG
CAGATTCCAGTGGCCGTCGCCCTCGTGGCGCTCCAGGAACAGCAGGTCCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTTCA
TCGGCAGCAGGTTCCAGTCGCGTGCCCGGGAACCTCCGGCCCGGGCAGCGCTCTGTTTTACATGTCGTCCAGCGACT
IGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATG
CTCGTGGCACCGCCGGGCGAAAGAGCGAGGACGGAGGACGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCCA
CTTGTTCACCTAA

.GACGTCGCCGACGCCGCCTCCCCGTCTGGCCAGGACCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA

SCGCCCCEOEEGECEGACCARGGTCCATGAGACGCGCCACCC

ZCAGTGGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGAAGCAGCAGATTCCAGTCGCCGTCGCCCTCGTGGCGCTCCAGGA

GCAGATCCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCATCGGCAGCAGGTTCCAGTCGACGACTCGGCAACCTCCG
ZGECAGCGCTCTGTTTTACATGTCCTCCAGCGACTTGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGTATG

=T ZCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCACCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGGA
ZCZRAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCCAGAGCCACTTGTTCAACERA




gt
Figure S2 : Liste des ségquences codantes de CBF chez T. monococcum, &.
vulgare et S. cereale.
Les régions surlignées en Jjaune/rouge sont les sequences signature/AP2
utilisées dans les analyses phylogénétiques. Les génes et les numéros
d'accession mis en évidence en rose ont été utilisés pour produire les
figures 1 & 3. Toutes les séguences ont été traduites et analysées par HCA.
ATGGACAAéTCCGGCGTGGTCTTCTATGGCGGCGCATACGCGACGGTGATGTCGGCGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGG
GUGGACCAAGTTCCGGEGAGACGCGCCACCC

ACTCGGCCGCGCTGCTCGCCGT
CGACCCGGCCACGCTCCGCACGCCCCAGGACATCAGAGCCGCCGCAATCACGCTCGCCCAGACGGCCTGCCCGCACG
ACGCGCCGAGGTCCTCTGTGTCCGCGGCGTCTGCGCCGGCGCCCGCGATGGTGATCACGCAGGAGGCCGCGGCTGCG
CCGTACGACAGCTACGCCATGTACGGCGGCTTGGCGGACCTGGAACAGCATTCCCACT GCTACTACGACGGGATGAG
CGGCAGCGGCGACTGGCAGAGCATCTCACACATGAACGTCGCCGACGAAGACGGTGGCTACGGCGCAGGAGACGTCG
CGCTCTGGAGCTACTGA

ATGGACATGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTGCCTCCTCCTCGTCCACGACCGAGCGCGGCGGGACGGCGTGGCCGTG
“ZCCCCGAAGCGCCCCGCGGGCCGCACCAAGTTTCGGGAGACGCGGCACCC

GACTCCGCGTGGCTGCTTTCGGTGCCGCCCGCCTTCTCCAACCTCTCTGATGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGG
CCGTGGCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCACCGGTGCCTTCGCTGGGGCGGCTCAGGAAGTCACGTCCAGCGTG
ACCGTCCCGTCGGCGGCGGCGTGCAGTGTCCCCTCGTCCGAGACGGCGCAGACCTCCGGTGATGCCAATTTTGAAGA
ACCGGGCGCATTAAGCATGGATATGTTCGACCTCGACTGCCTGTTTGGGGAGACGGACTCGGACACGTACTACTACG
CGAACCTTGCGCAGGGCCTGCTCATGGAGCCACCGCCTAGCATGGCCACCGGGGCGTACTGGGACAATGGAGACTGC
GCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTACTAG

ATGGGCATGGGCCTTGAGATCTCGAGCTCCTCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTTGGTGGCCAAGCGCCCGGC
GGGGCGCACCAAGTICCGGGAGACAAGGCACCT

ACTCCGCGTGGCT
GCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTIGCAGC
GACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGTCAACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCGGAGTCGTICG
TCGGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCTGCCCGTGGGGACTTTGCGCTGCCGGGCGGAAT
GGACGTCGAAATGTTCAGTAGGCTTGACTTGTTCCCGGAAACGGACT TGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGG
CGCTGCTCATGGACCCACCGCCGGTGGCGACCGGCACCGGCGCGTACTGGGATGACGGAGAGTTCGGCGAGGTGGCA
ACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCTTGTAG

ATGGATCTTTCCAGCTCCTCCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGEGCGTCGCCGGE
CAAGCGCCCCGCGEGECGECACCARAGTICCGEGAGACGCGGCALCCE

CICGGCGTGGETGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGICG
CGGATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCAATGGCCTGGTAACCAGGACCGCCGCTGAGCAGGCCCCATCTAGCGCTCCT
GCACAATCTTCGTCTGAGTCCGACAGCGCCGATTCGTCGGAGACGTCGGAAGCTTCCGCCGATGGAGAGTTCGAGGT
GCTGGCTACAATGGACATCGACATGTTCAGGCTTGACCTGTTCCCGGAAATGGACCTGGGCTCGTACTACGTGAGCC




100

TCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGTCGACGGCCACCATCATAGACGCGTACCGGGACAACCGTGACGGC
GGTGCTGATGTCGCCCTCTGGAGCTACTAG

AIGGACACGGGCCéGGAGCGCAAéTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGACGTC
SCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGAACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC

GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGL
GCGCCGCCATCGGGGCCGTGGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCCAGCGCCGGCGCCGTCGCCGAGGAG
GCCCACGTCGACGGGATCGCCTCCGCCGCGTCGGTGCCAGACAATGCCAGCTCGTCGGCGGCGGCGTCCCACTCCCA
CTCACAGCCGCCATGCGCCAATGCGGGGTACGAGGTGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGTTCGAGCTCCACACGT
CGGGCGAAATGGACGCGGGCACGTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCC
AGCGGGGCGAGCTCGGAGCGCGGAGACGATGCGGCGCTATGGAACCACTGA

>TmCBFIIId-12 (AY951944) (DV92)
ATGGACACGGGCCCGGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGACGTC
SCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGAACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC

GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGCGCGCCGCCATCGGGG
CCGTGGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCCAGCGCCGGCGCCGTCGCCGAGGAGGCCCACGTCGALGGG
ATCGCCTCCGCCGCGTCGGCGCCAGACAATGCCAGCTCGTCGGCGGCGGCGTCCCACTCCCACTCACAGCCGCCATG
CGCCAATGCGGGGTACGAGGTGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGTTCGAGCTCCACACGTCGGGCGARATGGACG
CGGGCACGTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCCAGCGGGGCGAGCTCG
GAGCACGGAGACGATGCGGCGCTATGGAACCACTGA

[ 5 (EUQ76

ATGGACATGACC& CTCbGACCAGCAGCGGAGCTCCCCGTCCTCGCCGTCGTCCTCCTCGCACCTGAAGCGTCCTGC
CGEGCGCACCARGTTCARGGAGACGLGGCACCE

ACTCCGCCTGGCT
€CTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCGGACTTCCAAC
GCCGGGAGGCCGCCAGCGGCGCCGCCACCACGTCCCTGGCCGCCACCGTCCCCGTCGATGACGGAAGCTGTAGCCAA
TCCGCGCAGTCGTCCATGGAAAATACCGGCTCGTCGTGGACGTCGTCGTCGTCGTCCCTACCTTCTGGCGACGGAAT
GTTTGCGGTGCCGGCCACACTGGGCTGCAACATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACT
ATGCGTACTTCGCGGAGGGGCTTCTCCTCGAGCCGCCGCAACCGCCGGTCGCCGGCGCGTGCTGGGACACCGAAGGL
GGCGGAGCAGACGCCGCGCTCTGGAGCTACTAA

A A4y (VS

ATGGACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCTTCGCACCCGRAGCGCCE
CGCCGGECGCACCARGTTCAAGGAGACGCGECCACCE

ket Y

GCTCCTTGCCGTGCCGCCCGCGCTCGCCGACCTCGCGGCCGTCAGGCGTGCGGCCCTCGCCGCCGTGGCGGACTTCC
AGCGGCGGCATGCCTCCAACAGCGCAGCCACCGTCCCCGCTGATGAGGAGACCTCCGGCGCGTCCGCTCTGTCGTCT
GCGGACAATGCGAGCGGTTCGTCAGCGACGTCGCAACCTTGGGCCGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGTCCGCGCTGGG
CAGCGACATGTTCGAGCTGGACTTGTCCGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGGGCTGC
TCCTGGAGCCGCCGCCGTCGCTGGACAGCGGGGCGTGCTGGGACACCGGAGACGGCGGAGCTGACTCCGGGCTCTGG
AGCTACTGA

>TmCBFIIId-16_(EU076384) (G3116)
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ATGGACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCTTCGCACCCGAAGCG
CCCCGCCGGEECECACCARGT TCARGGAGACGCGCCACCO

TTGGCTCCTTGCCGTGCCGCCCGCGCTCGCCGACCTCGCGGCCGTCAGGCGCGCGGCCCTCGCCGCCGTGGCGGACT
TCCAGCGGCGGCATGCCTCCAACAGCGCAGCCACCGTCCCCGCTGATGAGGAGACCTCCGGCGCGTCCGCTCTGTCG
TCTGCGGACAATGCGAGCGGTTCGTCAGCGATGTCGCAACCTTGGGCCGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGTCCGCGCT
GGGCAGCGACATGTTCGAGCTGGACTTGTCCGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGGGC
TGCTCCTGGAGCCGCCGCCGTCGCTGGACAGCGGGGCGTGCTGGGACACCGGAGACGGCGGAGCTGACTCCGGGCTC
TGGAGCTACTGA

ATGGACATGGGCAGCGAGCAATGGAGCTCCCCGTCGACGTCGGCGTCCTCGCGCGACCAGCACGCGGCGGCGCCGCC
GAAGCGCCCOGCEEEECGECACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCT

CTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTGCGCGCTCGCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGCTCGCCGCCGTCG
CGGGCTTCCAGCGCCGGGAGGCCGCCAGCGGCGCCGCGACCGTTCCCGTGGACGAGGTGTTCGACACCTCCAGCGCG
GATGACGCCGGCTCCTGGTCGTGGGCGACGCCGCAGCCCAGTTGTGCGGCTGCGGACGGGATGTTCGAGGTGCCGGC
GGCAGCACTGGCCAGCGACATGTTCGACTTCGAGTTCGACGTGTCCTGGGTGATGGACCTGGGCTCGCCGGCGACGT
CGCAGCCTGGTTGTGCGGACAAAGTGTTGGAGGTGCCGGCGGCCGCACTGGGCGGCGGCGACATGTTCGAGTTCGAC
TTGGAGCTGGACATGTCCGGGGAAATGAACCTGGTGGGCTCCTACTACGCGGATTTCGCGGAGGGGCTGCTCCTCGA
GCCTCCGCAACCGGCCGATGCCACGGAGGCGCGCTGGCGGAACGGGGACTACTGCGGCGGCGACGGCGGAGGTGACG
CCGCGCTCTGGAGTCAGTAG

ATGGACACCGCCGGCGCCTGGCCGCATTTTGAAGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGGAGTACCGGAC
CCTCTGETCEEAGCCGCCGARGLGGLEEELEGEECEGAMCAAGTTGCAGGRAGACGCGLCACCE

CTCCGCCTGECGGATGATGCCCGTGCACGCGGCCGGETCGTTCAAGT
TGGCTGCCGCTCAGGAGATCAAGGATGCCGTGGCCGTCGCCCTCAAGGCATTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGAC
GCGTCGAAGGCGCCATCCTCCACGGACTCCACGTCCGAGGAGAGCGCGCCGTCCATCACCTCCAACGACTTGTCTGG
GCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTACTACGCAAACTTGGCGCAGGGCATGCTCATGG
AGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGAGGGAGGACCGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACTGG
TTGGACGGATTTGGATGTGTAAAGTTGTAG

ATGGACGCCGCCGACGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCCGG
CCGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGCT
CCCCGTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACCGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCAAA
GGCAGCACCCGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAAATCGATGGCTCG
CCGGCGCCGAGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTG
CTACTCGGAGTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCGTGGCGGGAAGACTTTGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGC
CATGGAGCTACTTGTTCGACTAA

ATGCCGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAA

GTTCCAGGAGACGCGCCACCC




GACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGT
GCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCARGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTTICT
AGCGGCAGCAGATCGTTCTTCCAGTCGCGTGCCCGGCAGCGGAGCCGGCCGTCGCCCCGAGCGGCGCGCTGTTCTCC
ATGTCGTCAGGCGACTTGCTGGAGCTCGACGACGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGTTGCCGGGTCGTACTACGAGAG
CTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACGCCGGAGCCTGGCGAGAGGACAGCGAGCACAGCGGCGTGGCGG
AGACGCAGACGCCGTTGTGGAGCTAR

ATGGACGTTéGTGCCCTCAGCAGCGA&TACTCGTCGGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGTGA
GGGCTTCTCGACGTACATGACGGTGTCTTCGGCTCCGCCGAAGCGGCGCGCGGGGCGGACCAAGTTCAAGGAGACGC

GACTCTCCTCGTCGGCTCCGGGTCCCGGCCGTGGGTGCCAGCCCTGATG
AGATACGGCGGGCGGCGGTAGAGGCGGCTGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGACCAGAGCAATGCGCCCGCCGAGGAG
GTAGCCGCTGCACCAACGATGCAGTTCGCCGGTGATCCGTACTACGGGATGGACGATGGTATGGACTTCGGGATGCA
GGGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGTTGGTAGGTCCGTCAGCGACTGCCGGAGACG
GCGACGATGACGGTGAGGTCAGCTTGTGGAGCTACTGA

>HVCBFI-1_(AY785838) (Strider)

ATGGACGTTGGTGCCCTCAGCAGCGACTACTCGTCGGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGTGA
GGGCTTCTCGACGTACATGACGGTGTCTTCGGCTCCGCCGAAGCGGCGCGCGGGGCGGACCAAGTTCAAGGAGACGC
GGCACCC

GACTCTCCTCGTCGGCTCCGGGTCCCGGCCGTGGGTGCCAGCCCTGATG
AGATACGGCGGGCGGCGGTAGAGGCGGCTGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGACCAGAGCAATGCGCCCGCCGAGGA .
GTAGCCGCTGCACCAACGATGCAGTTCGCCGGTGATCCGTACTACGGGATGGACGATGGTATGGACTTCGGCGAT ™

GGGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGTTGGTAGGTCCGTCAGCGACTGCCGGAGALS
GCGACGATGACGGTGAGGTCAGCTTGTGGAGCTACTGA

ATGGAGTGGGCGTGCTGCGGCAGCGGCTACTCGTCGTCGGGAACGCAGTCCCCGGCGGCCGGCGACGGGGAGGAGGG

CICGTACATGACGETGTCGTCGGLGCCGUCCAAGCGELGEECCEEEAGGACCARGETCAGGGAGACGAGECACCT

ACTCGCCGCGGEAGECTCCCCGTGCCACCGCAGGGEECEGECCACGRACGAGATACGAC
GAGCCGCTGTCGAAGCGGCCGAACTGTTCCGCCCGGCGCCTGGGCAGCGCAATGCAGCTACCGTGGCGGCAGCGALT
GCTCCGCCGGTGGCCTTGGGAAACGCCGAGCTCGTCGCAGACTCTCCTTACTACCCCATGGACGGGTTAGAATCCGR
AATGCAGGGCTATCTTGACATGGCGCACGGCATGCTCATCGAGCCACCACCAATGGCGTGGCCGTCGACGTGGAL v
AGGAGGACTACGACTGCGAGATCAGCCTGTGGAACTACTGA

-HAvCBFII-5(AY785855) (Dicktoo)
ATGGACCACTGCGGCGTGGGCCTCTATGGCGAGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCCCAAGCGGCCGGCGGGGLG
GACCARGTTCAGGGAGACGCGGCACCC

ACTCCGCGGCCCTGCTCCGCGTCGA

CCCGGCCACGCTCCGCACGCCCGAGGACATCCGAGCAGCCGCCATGGCGCTCGCCCAGGCCGCCTGCCCCCACGACG

CCGCGTCCTCCTCTGCCCCCGCCCTGAAGGCGGCCTCCGCGCCGGCGCCAGCGATGGTGATGATGCAGGAGCCCGCG
GGTIGCCGTACGACAGCTATGCCACGGCCCTGTACGGCGACTTGACGGACCTGGACATGCATTCCTACTACTGCTA
ZnCGEGATGAGCGGCGGCGGCGACTGGCAGAGCATCTCGCGTATGGACGGAGCCGACGAAGACGGCATCTACGGCG
~EEAGACGTCGCGCTCTGGAGCTACTGA

»#oCBFII-5(AY785858) (Optic)
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ATGGACCACTGCGGCGTGGGCCTCTATGGCGAGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCCCAAGCGGCCGGCGGE
GCGGACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCC

GACTCCGCGGCCCTGCTCCGCGT
CGACCCGGCCACGCTCCGCACTCCCGAGGACATCCGAGCAGCCGCCATGGCGCTCGCCCAGGCCGCCTGCCCCCACG
ACGCCGCGTCCTCCTCTGCCCCCGCCCTGAAGGCGGCCTCTGCGCCGGCGCCAGCGATGGTGATGGTGCAGGAGGCC
GCGGCGGCGCCGTACGACAGCTATGCCACGGCCCTGTACGGCGACTTGACGGACCTGGACATGCATTCCTACTACTG
CTACGACGGGATGAGCGGCGGCGGCGACTGGCAGAGCATCTCGCGTATGGACGGAGCCGACGAAGACGGCATCTACG
GCGCAGGAGACGTCGCGCTCTGGAGCTACTGA

>HVCBFII-5 (AY785857) (88Ab536)
ATGGACCACTGCGGCGTGGGCCTCTATGGCGAGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCCCAAGCGGCCGGCGGGGLG
GACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCCGC

GACTCCGCGGCCCTGCTCCGCGTCGA

CCCGGCCACGCTCCGCACGCCCGAGGACATCCGAGCAGCCGCCATGGCGCTCGCCCAGGCCGCCTGCCCCCACGACG
CCGCGTCCTCCTCTGCCCCCGCCCTGAAGGCGGCCTCCGCTCCGGCGCCAGCGATGGTGATGGTGCAGGAGGCCGCC
GCGGCGCCGTACGACAGCTATGCCACGGCCCTGTACGGCGACTTGACGGACCTGGACATGCATTCCTACTACTGCTA
CGACGGGATGAGCGGCGGCGGCGACTGGCAGAGCATCCCGCGTATGGACGGAGCCGACGAAGACGGCATCTACGGCG
CAGGAGACGTCGCGCTCTGGAGCTACTGA

ATGTGTCAGATCAAGAAGGAGATGAGCGGCGAGTCGGGCTCTCCCTGCAGCGGGGAGAACTACTACTACTCGCCCTC
GACGTCGCCGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGA
CCAAGTTCAGGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCGAGCTACTCGCCG
TGCCGGCTGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGG
CGCGAGGCGCACGCAGAGGACGACGCGCTCTCGGTCTCGGGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCATCACCGACGA
CGACTCGTCCTCTTCCCCGGCGGACGAGGGCTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTTT
ACTACGCGAGCCTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCTGCTTCCTTGGCCGCGGCGCTCGGCGATTACGGCGAG
GCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCTAG

>HVCBFIIIa-6(EU332011) (OWB-D)
ATGTGTCAGATCAAGAAGGAGATGAGCGGCGAGTCGGGCTCTCCCTGCAGCGGGGAGARCTACTACTACTCGCCCTC
GACGTCGCCGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGA
CCAAGTTUCAGGGAGACGCGCCACCT

ACTCCECCGABLTACTCGCCG
TGCCGGCTGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGG
CGCGAGGCGCACGCAGAGGACGACGCGCTCTCGGTCTCGGGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCATCACAGACGA
CGACTCGTCCTCTTCCCCGGCGGACGAGGGCTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTTT
ACTACGCGAGCCTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCTGCTTCCTTGGCCGCGGCGCTCGGCGATTACGGCGAG
GCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCTAG

>HvCBFIIIa-6 (EU332012) (OWB-R)

ATGTGTCAGATCAAGAAGGAGATGAGCGGCGAGTCGGGCTCTCCCTGCAGCGGGGAGAACTACTACTACTCGCCCTC
GACGTCGCCGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGARGCGGCCGGCGGEGECGGA
CCARGTTCAGGGAGRCGCGCCACCCG

el : ACTCCGCCGAGCTACTCGCCE
TGCCGGCTGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGG
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CGCGAGGCGCACGCGGAGGACGACGCGCTCTCGGTCTCTIGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGA
CGACGAGTCGTCCTCTTCCCCGGCGGCCGAGGGCTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGATGGGACC
TTTACTACGCGAGCCTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCTGCTTCCTTGGCCGCGGCGCTCGCCGATTACGGC
GAGGCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCTAG

>HvCBFIIIa-6(AY785862) (88Ab536)

ATGTGTCAGATCAAGAAGGAGATGAGCGGCGAGTCGGGCTCTCCCTGCAGCGGGGAGAACTACTACTACTCGCCCTIC
GACGTCGCCGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGRAAGCGGCCGGCGGGGCGGA
CCAAGTTCAGGGAGACGCGCCATCL

ACTCCGCCGAGCTACTCGCCG
TIGCCGGCTGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGG
CGCGAGGCGCACGCAGAGGACGACGCGCTCTCGGTCTCGGGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCATCACCGACGA
CGACTCGTCCTCTTCCCCGGCGGACGAGGGCTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTTT
ACTACGCGAGCCTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCTGCTTCCTTGGCCGCGGCGCTCGGCGATTACGGCGAG
GCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCTAG

>HvCBFIIIa-6 (EU332009) (Scarlett)
ATGTGTCAGATCAAGAAGGAGATGAGCGGCGAGTCGGGCTCTCCCTGCAGCGGGGAGAACTACTACTACTCGCCCTC
GACGTCGCCGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGLGAAGCGGCCGGCGGGGTGGA

CCAAGTTCAGGGAGACGCGLCACCC

ACTCCGCCGAGCTACTCGCCG
TGCCGGCTGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGG
CGCGAGGCGCACGCAGAGGACGACGCGCTCTCGGTCTCTTGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGACGA
CGAGTCGTCCTCTTCCCCGGCGGCCGAGGGCTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGATGGGACCTTT
ACTACGCGAGCCTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCTGCTTCCTTGGCCGCGGCGCTCGGCGATTACGGCGAG
GCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCIAG

>HvCBFIIIa-6 (EU332008) (Collins)
ATGTGTCAGATCAAGAAGGAGATGAGCGGCGAGTCGGGCTCTCCCTGCAGCGGGGCGAACTACTACTACTCGCCCTC
GACGTCGCCGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGA
CCAAGTTCAGGEAGACGLGCCACCC

ACTCCGCCGAGCTACTCGCCG
TGCCGGCTGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTGCTGCGG
CGCGAGGCGCACGCAGAGGACGACGCGCTCTCGGTCTCGGGCACCTCCTCGTCCGCGCCCTCCTCCATCACCGACGA
CGACTCGTCCTCTTCCCCGGCGGACGAGGGCTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTTT
ACTACGCGAGCCTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCTGCTTCCTTGGCCGCGGTGCTCGGCGATTACGGCGAG
GCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCTAG

ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCCTCCTCCTCGCCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGAG
G TCECCGHEL Y ECGCCCCECTRGEECGEACCARGTTCCGGGAGACGLGGCACCT

CTCCGCGETGEECTAC TCGCCGTGCCGTCCGUCCTGTCCGATCTCGCAGACGTCCGGLGLGCGE
CTGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCGATGGCTCCCTCGCCATCGCTGTCCCTAAGGAGGT
TCCTCTGGCGCTCCTTCACTATCTCCGTCGTCTGGGTCCGACAGTGCCGGTTCGACGGGGACGTCGEARCCTTL!
CAATGGAGAGTTCGAGGGACCCGTTGTAATGGACAGTGAAATGTTCAGGCTTGACTTGTTCCCGGARATGGACCTGG
GCTCGTACTACATGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCTACAGCGACCATCATCCACGCGTACGAA
GACAACGGCGACGGGGGAGCTGATGTCCGGCTCTGGAGCTATAGTGTCGATATGTGA
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>HvCBFIIIc-3 (EU331983) (Kompoltikorai)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCCTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGAG
GCGEEGCETCGUCGEECAAGCGCCCCGT d SECRCECCCGECACCCG

ACTCCGCGTGGCT - Lelel: CGATCTCGCAGACGTCCGGCGCGOGE
CTGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGT " e | GCCATCGCTGTCGCTARGGAGGCT
ICCTCTGGUGCTCCTITCACTATCTCOG NG -*ﬁACTGCEG T TCGACGEGGACGTCGGRAACCTTCCOGE
CAATGGAGTGTTCGAGGGGCCCGTTGTAATGGACAGTGAAATGTTCAGGCTTGACTTGTTCCCGGARATGGACCTGG
GCTCGTACTACATGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCTACAGCGACCATCATCCACGCGTACGAA
GACAACGGCGACGGGGGAGCTGATGTCCGGCTCTGGAGCTATAGTGTCGATATGIGA

>HvCBFIIIc-3 (EU331985) (OWB-R)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCCTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGAG
GCGGGCGTCGCCGGCGAAGCGCCCCGCTGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC

GATTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCCCTGTCCGATCTCGCAGACGTCCGGCGCGLGG
CTGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCGATGGCTCCCTCGCCATCGCTGTCCCTAAGGAGGCC
TCCTCTGGCGCTCCTTCACTATCTCCGTCGTCTGGGTCCGACAGTGCCGGTTCGACGGGGACGTCGGAACCTTCCGC
CAATGGAGTGTTCGAGGGGCCCGTTGTAATGGACAGTGAAATGTTCAGGCTTGACTTGTTCCCGGAAATGGACCTGG
GCTCGTACTACATGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCTACAGCGACCATCATCCACGCGTACGAA
GACAACGGCGACGGGGGAGCTGATGTCCGGCTCTGGAGCTATAGTGTCGATATGIGA

>HvCBFIIIc-3(EU331982) (Scarlett)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCCTCCTCCTCGTCGGTATCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGAG
GCGGGCGTCGCCGGCGAAGCGCCCCGCTGGGCGCACCAAGTTCTGCGAGACAAGGCACCC

GACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCCCTGTCCGATCTCGCAGACGTCCGGCGCGLGG
CTGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCGATGGCTCCCTCGCCATCGCTGTCGCTAAGGAGGCC
TCCTCIGGCGCTCCTTCACTATCTCCGTCGTCTGGGTCCGACAGTGCCGGTTCGACGGGGACGTCGGAACCTTCCGC
CAATGGAGTGTTCGAGGGGCCCGTTGTAATGGACAGTGAAATGTTCAGGCTTGACTTGTTCCCGGARATGGACCTGG
GCTCGTACTACATGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCTACAGCGACAATCATCCACGCGTACGAA
GACAACGGCGACGGGGGAGCTGATGTCCGGCTCTGGAGCTATAGTGTCGATATGTGA

>HvCBFIIIc-3(EU331981) (Collins)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCCTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGAG
uCGGGCGTCGCCGGCCAAGCGCCCCGCTGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC

: GACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCCCTGTCCGATCTCGCAGACGTCCGGCGCGCGG
CTGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCGATGGCTCCCTCTCCATCGCTGTCGCTAAGGAGGCC
TCCTCTGGCGCTCCTTCACTATCTCCGTCGTCTGGGTCCGACAGTGCCGGTTCGACGGGGACGTCGGAACCTTCCGC
CAATGGAGTGTTCGAGGGGCCCGTTGTAATGGACAGTGAAATGTTCAGGCTTGACTTGTTICCCGGAAATGGACCTGG
GCTCGTACTACATGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCTACAGCGACCATCATCCACGCGTACGAA
GACAACGGCGACGGGGGAGCTGATGTCCGGCTCTGGAGCTATAGTGTCGATATGTGA

>HvCBFIIIc-8A (AY785868) (Dicktoo)

CCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCAC TAAGCTCCGGGAGACCCGGCACCT_




106

lGACTCCGCGTGGCTGCTCGTTGTGTCGTCCGTGCTCTCCGATCGCGCCGACGTCCGACGCGCGGCCCTCCAGGCC

GTAGCGAATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCGATGGCCTGATAACCAGGACCGTCGCCGAGAAGGCCCATCTAGCGCT
CCTACACAATTGTCGTCCGAGTCCGACAATGCTGATTCATCGGAGACGTCGGAACCTTCCGCCGATGGAGAGTTCAA
GTTGCCGGTCGCGACGGACAGCGATATGTTCAGGCTTGACATATTCCCGGAAATGGACCTAGGCTCATACTACGTGA
GCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACACACCGTCGACGGCCACCATCATCGACACGTACCGGGACAACGGCGATGGA
GGAGCTGATGTCCCGCTCTGGAGCTACTAG

>HvCBFIIIc—-8B(AY785873) (88Ab536)
TCGRRECECCCCGTGGGEECGCAC TAAGCTCTGGGAGACCCGGCACCT

ACTCCGTGTGGCTGCTCGTCGTGTCGTCCGTGCTCTCCGATCGCGCCGACGTCCGACGCGCGGCCCTCCAGGCCGTA
GCGAATTTCCAGCGATGGGGGGTTGCCGATGGCCTGATAACCAGGACGGTCGCCGAGAAGGCCCATCTAGCGCTCCT
GCACAATTGTCGTCCGAGTCCGACAATGCTGATTCATCAGAGACGTCGGAACCTTCCGCCGATGGAGAGTTCAAGTT
GCCGGTCGCGACGGACAGCGATATGTTCAGGCTTGACATATTCCCGGAAATGGACCTAGGCTCGTACTACCTGAGCC
TCGCGGAGGCGCTGCTCGTGGACACGCCGTCGACGGCCACCATCATCGACACGTACCGGGACAACGGCGATGGTGGA
GCTGATGTCCCGCTCTGGAGCTACTAG

>HvCBFIIIc—-8C(AY785874) (Morex)
CCGAAGCOGCCACGCGGEECGCACTAAGCTTCGEGAGACCCGACACCT

ACTCCGCGTGGCTGCTCGTCGTGCTCTCCGCGCTCTCCGACCACGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTCCAGGCCGTA
GCGAGTTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCGATGGCCTGATAACCAGGACCGTCGCCGAGGAGGCCCCATCTATTGCTCC
TGCACAATTGTCGTCCGAGTCGAACAATGCTGATTCAGCACAGACGTGGGAAGCTTCCGCCGATGGTGAGTTCAAGT
TGCCGGCCGCGACGGACAACGATATGTTCAGGCTTGACATATTCTCTGAAATGGACCTAGGCTCGTACTATGTGAGC
CTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGTTGACGGCCACCATCATAGACACGTACCGGGACAACAGCGATGGCGG
AGCTGAGGTCCCGCTCTGGAGCTACTAG

ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGC
CAAGCGCCCGECEEGECGLACCAAGTTCCGCGAGACARGGCACCC

CTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCT
CGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCAGCGCCACGGTCGACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCT
GCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACGGTGCCGGCTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCCGCGGATGGAGACTTGGCGGT
ACCGGTCGGAATGGACATCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCC
TCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAATTCGGG

GAGGTGGCAACCGAGTTCGCGCTGTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc-10A (AK357794) (HarunaNijo)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGC

CARGCGCCCGGCGGEECECACCAMGTTCCGCGAGACARGGCACCT

CTCCGCETGGLCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCT
CGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCAGCGCCACGGTCGACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCT
GCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACGGTGCCGGCTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCCGCGGATGGAGACTTGGCGGT
ACCGGTCGGAATGGACATCGAARATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCC
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TCGCGGAGGCGCTGCTGATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAATTC
GGGGAGGTGGCAACCGAGTTCGCGCTGTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc-10A (AY785884) (88Ab536)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGT
CAAGCGCCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGCGAGACAAGGCACCC

CTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCG
CGGACTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCAGCGCCACGGTCGACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCT
GCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACGGTGCCGGCTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCCGCGGATGGAGACTTGGCGGT
ACCGGTCGGAATGGACATCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCC
TCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAATTCGGG

GAGGTGGCAACCGAGTTCGCGCTGTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc-10A (AY785881) (Morex)
ATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGL
CRAGCGLCCGECGEEELECACCARGT TCCGCGAGRACARGGCACCT

CTCCECGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCG
CGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCAGCGCCACGGTCGACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCT
GCAGRAATCGTCGTCTGAGTCTGACGGTGCCGGCTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCCGCGGATGGAGACTTGGCGGT
ACCGGTCGGAATGGACATCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCC
TCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAATTCGGG
SAGGTGGCAACCGAGTTCGCGCTGTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc—-10A(DQ445248) (Tremois)
ATGGACATTGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGATCGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGC
CAAGCGCCCEEUEEGGCECACCAAGTTCCGOGAGACARGRCACCC

CTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCG
CGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCAGCGCCACGGTCGACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCT
GCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACGGTGCCGGCTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCCGCGGATGGAGACTTGGCGGT
ACCGGTCGGAATGGACATCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCC
TCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAATTCGGG
GAAGGTGGCAACCGAGTTCGCGCTGTGGAGCTAGTCTTGGACTCTGCTTTGTTTIGA

ATGGACATGGGCGAGGTCTCGAGéTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGCCAA
GCGCCCOGCGEEGECGCACTARGT TCCGCGAGACARGGCACCC

CGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGG
ACTTGCAGCGACGGGAGGCCGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACAGTCGGGGAGGAGGCCTCCCGTGGCGCTCCTGCA
GAATCGTCGTCTGAGTCTGAGGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGARACCTTCCGCCGGTGGAGACTTGGCGGTACC
GGTCGGAATGGACGTCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCCTCG
CGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTTCGGCGAG
GTGGCAACTGAGTTCGCACTCTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc-10B(DQ445248) (Tremois)
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ATGGACATGGGCGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGC
CAAGCGCCCGGCGGGGCGCACTAAGTTCCGCGAGACAAGGCACCC

CTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCG
CGGACTTGCAGCGACGGGAGGCCGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACAGTCGGGGAGGAGGCCTCCCGTGGCGCTCCT
GCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGAGGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGARACCTTCCGCCGGTGGAGACTTGGCGGT
ACCGGTCGGAATGGACGTCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTITGGCTCGTACTACGCGAGCC
TCGCGGAGGCGCTGCTGATGGACCCGCCGCTGGTGGCGAACAGCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTTCGGC
GAGGTGGCAACTGAGTTCGCACTCTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc-10B(AY785887) (88Ab536)
ATGGACATGGGCGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGCTCGTCGACGGCCAA
GCGCCCGGECGEEGCECACTAAGT TCCGCGAGRACARGGCACCC

CGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGG
ACTTGCAGCGACGGGAGGCCGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACAGTCGGGGAGGAGGCCTCCCGTGGCGCTCCTGCA
GAATCGTCGTCTGAGTCTGAGGATGCCGGTTCGTCGGAGATGTCGAAACCTTCCGCCGGTGGAGACTTGGCGGTACC
GGTCGGAATGGACGTCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTTCCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCCTCG
CGGAGGCGCTGCTGATGGACCCGCCGCCGGTGGCGAACAGCACGGGCCCGTACTGGGATAACGGAGAGTTCGGCGAG
GTGGCAACTGAGTTCGCACTCTGGAGCTAG

>HvCBFIIIc—-10B(DQ445241) (Nure) (DQ445232) (Dicktoo) (AY785886) (Strider)
ATGGACATGGGCGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGCCAA
GCGCCCGECGGGGCGCACTAAGT ICCGCGAGACARGGLACCT

CGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGG
ACTTGCAGCGACGGGAGGCCTCCCGTGGCGCTCCTGCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGAGGATGCCGGTTCGTCGGAG
ACGTCGAAACCTTCCGCCGGTGGAGACTTGGCGGTACCGGTCGGAATGGACGTCGAAATGTTCAGGCTTGACTTCTT
CCCGGAAATGGAGTTTGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTGATGGACCCGCCGCCGGTGGCGARCA
GCACGGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTTCGGCGAGGTIGGCAACTGAGTTCGCACTCTGGAGCTAG

GCGCCCCGTGEGECECACTAAGTTCCGGGAGACCCGGLACCT

CGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTTCGCGCTCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCACCGGCCTCCAGGCCGTAGCGA
ATTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCAGTGGCCTGATAACCAGGACCGTCGCCGACAGTGCTGATTCATCGGAGACGTCG
GAACCTTCCGCCGATGGAGATTTCGAGTTGCCGGTTGCGATGGACAGCGATATGTTCAGGCTTGACTTTTTGCCGGA
AATGGACCTAGGCTCGTACTACGTGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCGTCGACGGCCACCATCATCG
ACGCGCACCGGGACARCGGCGACGGCGCAAAGGTTTITCCTTTTTTGGGAGAARGACTCTGTATAGCAAAGATTTTGAA
GCTGTITTCCAATCCATCACTCAATCCAGAAAAAGGAAATATACCTTCACGGCTTCATGTGCCATGA

ATGGACACGGTCCCCGAGCGTAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCCCTCGAGCAGGGGATGCCGTCGTC
:CCTCCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC

B CACTCGGCGTGGCTGC TCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACATGGCGGACGTCCGGT




GCGCCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGACGGGCGCCGGCGCCATCACCGAGEICA
TCCGTCGACGGGGTCGCCTCGGAGGCGTACGCGCCGGGCAGTGCCAGCTCGTCGGCGGCGTCGTCGTCIIATT
GCTGCCTTGCGCCAATGCGGAGTTCGTGGTGCCGGACGCATTGTGCCATGACATGTTGGAGCTCCACACGT I~
AAATGGACGCGGGGACCTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCLET IR =
GCGAGCTCGGAGCATGGAGATGATGCAGCGCTATGGAACCACTG:

>HVCBFIIId-12 (DQ445242) (Nure)
ATGGACACGGTCCCCGAGCGTAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCCCTCGAGCAGGGGATEN N T
TCETBOGTC 3""CACCCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC GTGT TCCAGGGEE

ACTCGGCuTGGCTGCTvu pGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACATGGCGGACGTCCGGC
GCGCCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGACGGGCGCCGGCGCCATCACCGAGGTGACCTC”
GTCGACGGGGTCGCCTCGGAGGCGTACGCGCCGGGCAGTGCCAGCTCGTCGGCGGCGTCGTCGTCCCACTACCAGTT
GCCTTGCGCCAATGCGGAGTTCGTGGTGCCGGACGCATTGTGCCATGACATGTTGGAGCTCCACACGTCCGGCGAAR
TGGACGCGGGGACCTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCAAGCGGGGLG

AGCTCGGAGCATGGAGATGATGCAGCGCTATGGAACCACTGA

>HvCBFIIId-12 (EU593539) (Tremois)
ATGGACACGGTCCCCGAGCGTAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCCCTCGAGCAGGGGATGCCGTCGTC
TCCTTZSTCGCCCrCGCCGnAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCe

.GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACATGGCGGACGTCCGGC
GCGCCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGACGGGCGCCGGCGCCATCACCGAGCTCAC"T"
GTCGACGGGGTCGCCTCGGAGGCGTACGCGCCGGGCAGTGCCAGCTCGTCGGCGGCGTCGTCGTCCCACTACCAECT
GCCTTGCGCCAATGCGGAGTTCGTGGTGCCGGACGCATTGTGCCATGACATGTTGGAGCTCCACACGTCPGGCEAA

e tateiototalet

AGCTCGGAGCATGGAGATGATGCAGCGCTATGGAACCACTGA

>HvCBFIIId-12 (DQ445238) (Morex)
ATGGACACGGTCCCCGAGCGTAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCCCTCGAGCAGGGGATGCCGTCGTC
O TG TG oA GO CGARAGCGLCCOECEEGECGCACCAAGT TCAAGGAGACGCGLCACCT

ACTCGGCGTGRCTGCTCGCCGTGUCCTCCTCCCTCTCOGACATGECGGACGTCOGGE
GCGCCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGACGGGCGCCGGCGCCATCACCGAGGTGACCTCT
GTCGACGGGGTCGCCTCGGAGGCGTACGCGCCGGGCAGTGCCAGCTCGTCGGCGGCGGCGTCGTCCCACTACCAGLT
GCCTTGCGCCAATGCGGAGTTCGTGGTGCCGGACGCATTGTGCCATGACATGTTGGAGCTCCACACGTCCGGCGAAR
TGGACGCGGGGACCTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCACCGCCGCCGCCGTCAAGCGGGGCG

AGCTCGGAGCATGGAGATGATGCAGCGCTATGGAACCACTGA

ATGGCCGGCTCCGATCAGCAGCGGTGCTCCCCTTCCTCGCCGTCGTTGTCCTCTCATCTGAAGCGCCCCGCCGGGCG
CACCAAGTTCAAGGAGACGCGTCACCT

CTCTGTCTGGETCCTCGT
CGTGCCGTCCGCGCTCTCCGATCTCGCTGATGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCCGTCGCGGATTTCCAGCGCCGGG
AGGCCGCAAGCGGCGCCGCCACGAGGGCCCAGGCGGCGGCCGCCCTCATTGACGAGGGAACCTGTAGCCAATCCGCG
CAGTCGTCCATGGAAAATACCGGCTCGTCGTCGACGTCGTCATCCCTACCTTCAGCCGACGGAATGCTTGAGGTGCC
GGCCACACTGGGCAGCAACATGTTCGAGCTGGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACTATGCGTACTTCG
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CGGAGGGGCTTCTCCTGGAGCCGCCGCAACCGCCGGCCGCCGGCGCGTGCTGGGATACCGATGGCGGTGGAGCA
GACGCCGCGCTCTGGAGCTACTAA

>HvCBFIIId-15B (EU593539) (Tremois)
ATGGACATGGCCGGCTCCGATCAGCAGCGGTGCTCCCCTTCCTCGCCGTCGTTGTCCTCTCATCTGAAGCGCCCCGL
CEGEGCECACCAAGTTCAAGGAGRCGCGTCACCC

CCTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGATCTCGCTGATGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCCGTCGCGGATTTCCAGC
GCCGGGAGGCCGCAAGCGGCGCCGCCACGAGGGCCCAGGCGGCGGCCGCCCTCATTGACGAGGGARCCTGTAGCCAA
TCCGCGCAGTCGTCCATGGARAATACCGGCTCGTCTTCGACGTCGTCATCCCTACCTTCAGCCGACGGAATGCTTGA
GGTGCCGGCCACACTGGGCAGCAACATGTTCGAGCTGGACATGTCCGGGGAARATGGACCTGGACACATACTATGCGT
ACTTCGCGGAGGGGCTTCTCCTGGAGCCGCCGCAACCGCCGGCCGCCGGCGCGTGCTGGGATATCGATGGCGGTGGA
GCAGACGCCGCGCTCTGGAGCTACTAA

>HvCBFIIId-15A (EU593535) (Nure)
ATGGCCGGCTCCGATCAGCAGCGGTGCTCCCCTTCCTCGCCGTCGTTGTCCTCTCATCTGAAGCGCCCCGCCGGGCG

CACCAAGTTCAAGGAGACGCGTCACCC

FCTGTCTGGETCCTCGT
CGTGCCGTCCGCGCTCTCCGATCTCGCTGATGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCCGTCGCGGATTTCCAGCGCCGGG
AGGCCGCAAGCGGCGCCGCCACGAGGGCCCAGGCGGCGGCCGCCCTCATTGACGAGGGAACCTGTAGCCAATCCGCG
CAGTCGTCCATGGAAAATACCGGCTCGTCGTCGACGTCGTCATCCCTACCTTCAGCCGACGGAATGCTTGAGGTGCC
GACCACACTGGGCAGCAACATGTTCGAGCTGGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACTATGCGTACTTCG
CGGAGGGGCTTCTCCTGGAGCCGCCGCAACCGCCGGCCGCCGGCGCGTGCTGGGATACCGATGGCGGTGGAGCAGAL
GCCGCGCTCTGGAGCTACTAA

>HvCBFIIId-15A (AK375451) (HarunaNi jo)
ATGGACATGGCCGGCTCCGATCAGCAGCGGTGCTCCCCTTCCTCGCCGTCGTTGTCCTCTCATCTGARGCGCCCCGL

CGGGCECACCAAGTTCARGGAGACGCGTCACCCG

CCTCGCCGTGCCGTCCGCGCTCTCCGATCTCGCTGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCCGTCGCGGATTTCCAGC
GCCGGGAGGCCGCAAGCGGCGCCGCCACGAGGGCCCAGGCGGCGGCCGCCCTCATTGACGAGGGAACCTGTAGCCAA
TCCGCGCAGTCGTCCATGGAAAATACCGGCTCGTCTTCGACGTCGTCATCCCTACCTTCAGCCGACGGAATGCTTGA
GGTGCCGGCCACACTGGGCAGCAACATGTTCGAGCTGGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACTATGCGT
ACTTCGCGGAGGGGCTTCTCCTGGAGCCGCCGCAACCGCCGGCCGCCGGCGCGTGCTGGGATATCGATGGCGGTGGA
GCAGACGCCGCGCTCTGGAGCTACTAA

COCCGGGECGCACCAAGTTCAAGGAGACGUGCCACCO

GETCCTGGCCGTGCCACCCGCGCTCTCCGACCTCGCGGCCGTCCGGCGCGCGGCCCTCGCCGCCGTAGCGGACTTCC
AGCGGCGGCATGCCGGCAACGGCGCAGCCACTGTCCCTGCCGATGAGGACACCTCCAGCGCGGACAATGCGGGCGGC
TCGTCGGCGACGTCTCAGCCTTCGGCCGAGGGGACGTTCGAAGTGCCATCCGCGCTGGGCAACGACATGTTCGAGCT
GGACTTGTCTGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCCGACCTCGCGGAGGGGATGCTCCTGGAGCCGCCGCCGT
CGCTGGACAGCGGGGCGTGCTGGGATGCCGGAGACGGCGGAGCTGACTACGGGCTATGGAGCTACTGR

>HAvCBFIIId-16 (EU593536) (Nure)
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ATGGACATGACCGGGTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCATCGACCTCCTCGCACCCGAAGCG
CCCCGCCGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG

GLGGCTCCTGGCCGTGCCACCCGCGCTCTCCGACCTCGCGGCCGTCCGGCGCGCGGCCCTCGCCGCCGTAGCGGACT
TCCAGCGGCGGCATGCCGGCAACGGCGCAGCCACCGTCCCTGCCGATGAGGACACCTCCAGCGCGGACAATGCGGGC
GGCTCGTCGGCGACGTCTCAGCCTTCGGCCGAGGGGACGTTCGAAGTGCCATCCGCGCTGTGCAGCGACATGTTCGA

GCTGGACTTGTCTGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCCGACCTCGCGGAGGGGATGCTCCTGGAGCCGCCGL
CGTCGCTGGACAGCGGGGCGTGCTGGGATGCCGGAGACGGCGGAGCTGACTACGGGCTATGGAGCTACTGA

ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAGT TTGAGGAGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
CACGGTTTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGT TGCAGGAGACGCGCCACCCE

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCGTTCAGGCTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACGGCC
GAGGAGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGC
CGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGAGGGTGGCGGGAGGACGACG
GCGAACACGACGACGGCTTCAACACGTCCGCGTCGCTGTGGAGCTACTAG

>HvCBFIVa-2A_ (DQ480160) (Nure)
ATGGATACAGTTGCCGCCTGGCCGCAGTTTGAGGAGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
GACGGTTTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCGTTCAGGCTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACGGCC
GAGGAGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGC
CGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGAGGGTGGCGGGAGGACGACG
GCGAACACGACGACGGCTTCAACACGTCCGCGTCGCTGTGGAGCTACTAG

>HvCBFIVa—-2A_(AK374123) (HarunaNijo)
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAGTTTGAGGAGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
SACGGTTTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCATTTAGGCTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACGGCC
GAGGAGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGC
CGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGAGGGTGGCGGGAGGACGACG
GCGAACACGACGACGGCTTCAACACGTCCACGTCGCTGTGGAGCTACTAG

>HvCBFIVa-2A (GU461587) (GoldenPromise)
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAATTTGAGGGGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
GACGGTTTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCC

ACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCGTTCAGGCTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACGGCC
GAGGAGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGC
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CGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGAGGGTGGCGGGAGGACG
ACGGCGAACACGACGACGGCTTCAACACGTCCACGTCGCTGTGGAGCTACTAG

>HvCBFIVa-2A_ (DQ445249) (Tremois)
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAATTTGAGGGGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
GACGGTITTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCC

ACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCGTTCAGGCTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGT TCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACGGCC
GAGGAGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGC
CGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGAGGGTGGCGGGAGGACGACG

GCGAACACGACGACGGCTTCAACACGTCCGCGTCGCTGTGGAGCTACTAG

>HvCBFIVa-2A (AY785843) (88Ab536)
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAGTTTGAGGAGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
SACEGTTTGETCGGAGCCGCCGRAGCEEUEEECCEECCEGATCAAGT TGCAGGAGACSCGCCACCT

ACTCCGCCTGECGGATGATGCCCGTCCACGUGACTGGGETCGTTCAGGCTCGCCCCCG
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACE
GAGGAGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGAL
CGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGCCGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCE
CCGCCGGAGGGT GGCGGGAGGACGACGGCGAACACGACGACGGCTTCAACACGTCCGCGTCGCTGTGGAGCTACTAG

>HvCBFIVa-2B_(DQ097684) (Dicktoo)
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAATTTGAGGGGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG
~TACEGTTTGETCGGAGCCGCCEGAAGCGEUGEGCCGECCGEATCAAGT TGCAGGAGACGCGCCACCT

CTCCGCUTGGUGEATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCGTTCAGGCTCGCCCCCG
CCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGATGCGTGCACGGCC
AGEGGAGCACGACCCCCATCACCTCAAGCGACCTATCGGGGCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGGACGC
CGGGTCCTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCTGCCGGAGGGTGGCGGGAGGACGACG
GCGAACACGACGACGGCTTCAGCACGTCCACGTCGCTGTGGAGCTACTAG

ATGGACGCCGCAGACGCCGCCT CCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCTGCCGG
CUGEACCARGTTCAAGGAGACGCGCCACCT

BCTCTGCTTGGCGGATGCT
CCCCCTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACCGCTAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTC AR
GACAGCACCCGGTCGCGTCCACGGCGCCAATGTCCCCGGCACGGACAGCCGTTGACGAGAAGGAAGTCGATGECT™
CCGGCGCCGAGCGCTCTGTTCATGTCCAGCGAGCTGT TGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCRT
CTACTCGGAGGGCATGTTCATAGAGTCGCCGGATACCAGACCGTGGCGGGAAGACCTCGAGCTCGGTGGCGTTCA:
CACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGACIAA

>HVCBFIVc—14 (DQ151545) (Morex)
ATGGACGCCGCAGACGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCTGCCGG

'CGEACCARAGTTCAAGGAGACGCGCCACCS

ACTCTGCTTGGCGGATGCT
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CCCCCTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACCGCTAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCC
AAAGACAGCACCCGGTCGCGTCCACGGCGCCAATGTCCCCGGCACGGACAGCCGTTGACGAGAAGGAAGTCGATGGC
TCGCCGGCGCCGAGCGCTCTGTTCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATC
ATGCTACTCGGAGGGCATGTTCATAGAGTCGCCGGATACCAGACCGTGGCGGGAAGACCTCGAGCTCGGTGGCGTCC
AGACACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGACTAA

>HvCBFIVc~14 (EU650231) (Tremois)
ATGGACGCCGCAGACGACGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCTGCCGG
CCGGACCAAGTTCARGGAGACGCGCCACCC

ACTCTGCTTGGCGGATGCT
CCCCCTCCTCGCCGGCCCGT TCAGCACCGCTAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCAAA
GACAGCACCCGGTCGCGTCCACGGCGCCAATGTCCCCGGCACGGACAGCCGTTGACGAGAAGGAAGTCGATGGCTCG
CCGGCGCCGAGCACTCTGTTCATGTCCAGCGAGCTGTTARATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCATG
CTACTCGGAGGGCATGTTCATAGAGTCGCCGGATACCAGACCGTGGCGGGAAGACCTCGAGCTCGGTGGCGTCCAGA
CACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGACTAA

ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCC
GAAGCGGCCCGUGGEEGCGEACCARGTTCCACGAGRLUGCGCCACCT

€GCGTGGCGGATGCGGCCAGTGCTCGCGACCACCGGGTCGTTCGGCT TCAGCAGCACGCGGGAGATCAAGCTTGCCG
TCGCCGTAGCCGTCGTCGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTAGCGTGTCCATCGCCGGAGGCGCCCGCC
AGCCCGAGCGCCGCTCTGTTTTACATCTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGAGGCAT
GGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCGAGGCCAGAGA

ACCGCGAGCACAGCGGCGTCGAGACACCAATACCACTATGGAGCTATTTGTTCGACTGCTAA

>HVCBFIVd-4A/B (AK359618) (HarunaNijo)
ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGLC
GAAGCGECCCECEEEGECGEACCAAGTTCCACGAGACGLGCCACCC

CGCGTGGCGGATGCGGCCAGTGCTCGCGACCACCGGGTCGTTCGGCTTCAGCAGCACGCGGGAGATCAAGCTTGCCG
TCGCCGTAGCCGTCGTCGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTAGCGTGTCCATCGCCGGAGGCGCCCGCC
AGCCCGAGCGCCTCTCTGTTTTACATCTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCT CGACGAGGAGCAGTGGTTTGGAGGCAT
GGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCGAGGCCAGAGA
ACCGCGAGCACAGCGGCGTCGAGACACCAATACCACTATGGAGCTATTTGTTCGACTGCTAA

>HvCBFIVd-4A/B (EU593538) (Tremois)
ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGLCC

GAAGCOGCCCGUGGEECEGACCARGTTCCACGAGACGCGCCACCT

C6CGIGGCGGATGCGGCCAGTGCTCGCGACCACCGGGTCGTTCGGCTTCAGCAGCACGCGGGAGATCAAGCTTGCCG
TCGCCGTAGCCGTCGTCGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTAGCGTGTCCATCGCCGGAGGCGCCCGLC
AGCCCGAGCGCCGCTCTGTTTTACATCTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCAT
GGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCGAGGCCAGAGA
ACCGCGAGCACAGCGGCGTCGAGACACCAATACCACTATGGAGCTATTTGTTCGACTGCTAA

>HvCBFIVd-4A/B (AY785850) (Dicktoo)
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ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCC
ZCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCC

CTCCGCGTGGCGGATGCGGCCAGTGCTCGCGACCACCGGGTCGTTTGGCTTCAGCAGCACGCGGGAGATCAAGCTTG
CCGTCGCCGTAGCCGTCGTCGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTAGCGTGTCCATCGCCGGAGGLCGCCC
GCCAGCCCGAGCGCCGCTCTGTTTTACATCTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGAGG
CATGGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCAG
AGAACCGCGAGCACAGCGGCGTCGAGACACCAATACCACTATGGAGCTATTTGTTCGACTGCTAA

>HvCBFIVd-4A/B (AY785848) (Morex)
ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCC
GAMGCGECCCGOGEEGCGEALCAAGTTCCACGAGRCGCGUCACTC

CGCGTGGCGGATGCGGCCAGTGCTCGCGACCACCGGGTCGTTTGGCT TCAGCAGCACGCGGGAGATCAAGCTTGCCG
TCGCCGTAGCCGTCGTCGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTAGCGTGTCCATCGCCGGAGGCGCCCGCC
AGCCCGAGCGCCGCTCTGTITTTACATCTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCAT
GGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCAGAGA

ACCGCGAGCACAGCGGCGTCGAGACACCAATACCACTATGGAGCTATTTGTTCGACTGCTAA

>HvCBFIVd—4D (AY785852) (88Ab536)
GCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGCAGGGGCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGARGCGGCCCGCGGGGLG
CACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCT

ACTCCGCGTGGCGGATGCEECC
AGTGCTCGCGACCACCGGGTCGTTCGGCTTCAGCAGCACGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCGTAGCCGTCGTCG
CGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTAGCGTGTCCATCGCCGGAGGCGCCCGCCAGCCCGAGCGCCGCTCTG
TETTTACATCTCGTCCGGCGACCTGT TGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTACTA
CGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGACCGGCG
TCCAGACACCAATACCACTATGG

ATGTCGAATCCGATTCAGACGGACGTCGCCGGCATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGCAGGGGCACCGGAC
GGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCC

GACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGG
AGGTCAAGGCCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGTTCCAGCGGAGGCAGATTATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTG
GCGCTCCAGAAGCAGCAGGTTCCGGTCGCTGTCGCCGTCGTGACGCTCCAGCAGAAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGC
CGTCGCCGTCGCGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTC
CGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGGAGCAGCAGATTATTCTACCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTCTAC
ATGTCTTCAGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTCGGCGGAATGGACGCCGGGTCGTACTACGCGAG
CTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGACCGGCGTCCAGA

CGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGACTAA

>HvCBFIVd-9 (EU332037) (Kompoltikorai)
ATGTCGAATCCGATTCAGACGGACGTCGCCGGCATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGCAGGGGCACCGGAC
JGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCT

GACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGG
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AGGTCAAGGCCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGTTCCAGCGGAGGCAGATTATTCCAGTCGCCGTCGCCGTC
GTGGCGCTCCAGAAGCAGCAGGTTCCGGTCGCTGTCGCCGTCGTGACGCTCCAGCAGAAGCAGCAGCAGGTCCCGET
CGCCGTCGCCGICGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGG
TTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGGAGCAGCAGATTATTCTACCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTC
TACATGTCTTCAGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTCGGCGGAATGGACGCCGGGTCGTACTACGC
GAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGACCGGCGTCC
AGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGACTAA

>HvCBFIVd—-9 (EU332038) (OWB-D)
ATGTCGAATCCGATTCAGACGGACGTCGCCGGCATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGCAGGGGCACCGGAC
TCGTpGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCT

i ¢ ,,GACTCCGCCTGGCGGATGGTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGG
AGGTCAAGGCCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGTTCCAGCGGAGGCAGATTATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTC
GCGCTCCAGAAGCAGCAGGTTCCGGTCGCTGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGCCGTCGL
CGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTCCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGGAGCAGCAGATTATTCTAC
CAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTCTACATGTCTTCAGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTCGGC
GGAATGGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCC
GGAGCACGGCGAGCAGACCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGACTAR

>HvCBFIVd-9(EU332039) (OWB-R)
ATGTCGAATCCGATTCAGACGGACGTCGCCGGCATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGCAGGGGCACCGGAC
CGTGTCGTCGGAGCCGCCGRAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCT] ‘

GACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGG
AGGTCAAGGCCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGTTCCAGCGGAGGCAGATTATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTG
GCGCTCCAGAAGCAGCAGGTTCCGGTCGCTGTCGCCGTCGTGACGCTCCAGCAGAAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGC
CGTCGCCGTCTCGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTC
CGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGGAGCAGCAGATTATTCTACCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTCTAC
ATGTCTTCAGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTCGGCGGAATGGACGCCGGGTCGTACTACGCGAG
CTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGACCGGCGTCCAGA
CGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCAACTAA

>HvCBFIVd~-9 (EU332036) (Scarlett)
ATGTCGAATCCGATTCAGACGGACGTCGCCGGCATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGCAGGGGCACCGGAC
SGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCC P

Gl GACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGACAGCGCGCGGG
AGGTCAAGGCCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGTTCCAGCGGAGGCAGATTATTCCAGTCGCLGTCGCCGTCGTG
GCGCTCCAGAAGCAGCAGGTTCCGGTCGCTGTCGCCGTCGTGACGCTCCAGCAGAAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGC
CGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTCCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTC
CGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGGAGCAGCAGATTATTCTACCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTCTAC
ATGTCTTCAGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTCGGCGGAATGGACGCCGGGTCGTACTACGCGAG
CTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGACCGGCGTCCAGA
CGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGACTAA

CAGCGGCTATTCATCGICGGGAACGCAGTTTCCAGCCGCCAECGACCAEGAGGACGECCCGTACATGACGGTGTCGT
CGGCGCCGCCCAAGCGGCGGGCTGGGAGGACCAAGGT CAGGGAGACGAGGCACCCC I I




116

GACTCGCCGCGCACGCTCCGGGTGCCGCCGCAGGGGGCCGGCCACGACGAGATACGCCGGGCCGCGGTAGAAGCG
GCCGAGCTGTTCCGCCCGGCGCCCGGGCAGCCCAATGCAGCTGCCGAGGCGCCGGCTGCTTCGCCGGTGGCATCGGG
GAACGCGGAGCTCGTCGARAGCTCTCCTTACTGCCTCATGGATGGACTGGAATTCGARATGCAGGGCTATCTTGACA
TGGCGCACGGCATGCTCATCGAGCCACCGCCAATGGCGGGGCCGTCTACGTGGATCGAGGAGGACTACGACTGCGAG
G

>ScCBFI-11(HQ730766) (Lol52)
TACAGCGGGAGCGACTACTCGTCGTCGGGAGCGCAGTCTCCGTTGGCCGGCGGCCGGGAGGAGGGCTCGTACATGAC
CETGTCGTCGGCGCCCCCCAAGCGGCGGGCCGGGAGGACCAAGGT CAGGGAGACGAGGCALCCC

GACTCGCCGCGCACGCTCCGGGTGCCGCCGCAGGGGGCCGGCCACGACGAGATACGCCGGGCCGCGGTAG
AAGCGGCCGAGCTGTTCCGCCCGGCGCCCGGGCAGCCCAATGCAGCTGCCGAGGCGCCGGCTGCTTCGCCGGTGGCA
TCGGGGAACGCGGAGCTCGTCGCAAGCTCTCCTTACTGCCTCATGGATGGACTGGAATTCGAAATGCAGGGCTATCT
TGACATGGCGCACGGCATGCTCATCGAGCCACCGCCAATGGCGGGGTCATCTACGTGGATCGAGGAGGACTACGACT
GCGA

CGGTGTGGCCTACTATGGCAGCACCGCCGGCGGCGTAGACGACAACGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACCTCGG
CECCECCCARGCGECCGECGEGECGEACCAAGT TCCOGRAGACGOGGIACCT

ACTCGGCCACGCTGCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTGCGCACCCCCGACGACATCCGCGCCGCCGCCATCGCGCTC
GCCGAGACCGCCTGCCCCGCCGCGCCCGCGCCGTCCTCGTCGTCCGTGGCCGCCGGGGCGCCCCCGATGATGGCGAT
GATGCAGGAGTCCGCGGCGGCGCCGTACGACAGCTACGCCATGTACGGCGGCTTGGCGGACCTAGACCACCATTCCT
ACTACCACTACGACGGGATGAGCTGCTGCGGCGGCGGCGACTGCCAGAGTATCTCCCACATGAACGGAGCCGACGAA
GACGGCAGCTACGGCGCAGGAGACG

AATGAGCGGGGAGTCCGGCTCGCCGTGCAGCGGCGAGAACTTCTACTCGCCCTCCACGTCGCCGGAGCATCAGCAGG
CGAGGCCGACTGTGTGCACGTCGGCGCCCGGGARGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCCG

ACTCGECCGAGCTGCTCGCCGTGCCEGCGECCTCCTCCTACCGCAGT
CTGGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTCTTGCGGCGCCAGGCGATCGCCGAGGACGACGC
GCTCTCGGGCACCTCGTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGACGACGAGTCGTCCTCTTCCCCGGCGGAGGCCGAGG
CCGAGGACTCGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTGTACTACGCGAGCCTGGCGCAGGCG
ATGCTCATGGCGCCGCCCTCCGCGGCGGCGGCGCTCGGCGATTGCGGCGAGGCTCACCTCGCCGACGTGCCAL

>ScCBFIIIa-6(HQ730764) (Lol52)
CTGTGTGCACGTCGGCGCCCGGGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCCGGTGTACCGT
GGCGTGCGGCGCAGGGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTG
GCTCGGCACCTTCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCAACGACGCCACCATGATCGCGCTCAACGCCGGGGGCG
CCGCGTGCCTCAACTTTGCCGACTCGGCCGAGCTGCTCGCCGTGCCGGCGGCCTCCTCCTACCGCAGCCTGGACGAG
GTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTCTTGCGGCGCCAGGCGATCGCCGAGGACGACGCGCTCTCGGG
CACCTCGTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGACGACGAGTCGTCCTCTTCCCCGGCGGAGGCCGAGGCCGAGGACT
CGCCGTTCGAGCTGGACGTCCTGAGCGACATGG
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CTCGAGCTCCTCCCTCTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGACCACGCATCGGAGCGABTGAAGCGCCLCE
CBGEGCRCACCARGTTCEGBGAGACGCGRCACECY

GACTCCGCGTGGC
TGCTCGCCGTGCCGTCCTCGCTCTCCGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAG
ACACGAGAGGTTGCCAACGGCTCCCTCGCCGCCACCGTCACCGAAGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGRAAGRATCGTC
GTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGGAACCTTCAGCCGATAGAGAGTTGGAGGTGCCGCTCGCAG
TGGACACCGATATGTTCGGGCTTGACTTGTTCCCGGAAATGGACCTGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCG
CTGCTCGTGGACCCGCCGGCACCGGTGACCACCAACGACGTGTACTGGGACAATGGCGACGGCGGAGCTGATG

>ScCBFIIIc-3B(EU194245) (Puma)
CTCGAGCTCCTCCCCATCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGGGCGAGCETCGCTGGCC
GLCCCECEGERCEOACCAAGT TECGGEAGACGCGGCRCC

CGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCTCGCTCTCCGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGAT
TTCCAGACACGAGAGGTTGCCAACGGCTCCCTCGCCGCCACCGTCACCGAAGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGAAGA
ATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGGAACCTT CAGCCGATAGAGAGTTGGAGGTGCCGC
TICGCAGTGGACACCGATATGTTCGGGCTTGACTTATTCCCGGAAATGGACCTGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCG
GAGGCGCTGCTCGTGGACCCGCCGGCACCGGTGACCACCAACGACGTGTACTGGGACAATGGCGACGGCGGAGCTGA
G

CTCCGCGTGECTECTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGAT
CTGGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGCGGGTCCATCAC
CGCCACCGCCGCCGAGGACGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGG
AGACGTCGAAACCTTCTGCCGATGGAGAGTTCGCGGTGCCGGGCGGAATGGACATCGAAATGCTCAGGCTTGACTTG

TTCCCGGAAATGGACTTGGGCTCGTACTACGTGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCTCCGGTGGCGAC
CGGCACCGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTGCGGCGAGGGGGCAACTG

CAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCGTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGTCGTCGCCTGCGTCGCCGACGCCGA
AGCGCCCCECEEEECGCACCARGTTCAAGGAGALGCGCCACCC

ACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGCGCGCCGCCATCGGGGCAGTC
GTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGARACGGGCGCCGGCGCTGGCGCCGGCGATGAGGTGGCCCCCATCGACGGGATCGC
CTACGCTGCGTCGGCGCCGGACAATGCCAGCTCGTCGGCGGCGGAGTCTCACTCGCAGATGCCTTGCGCCAATGCGG
AGTTTGAGTTGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGTTCGACCTCCACACGTCCGGCGAAATGGACGCGGGCACGTAC
TACGCGGACCTCGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCCAGCAGGGCGAGCTCGGAGCACGGAGA
TGATG

>ScCBFIIId-12 (KQ730767) (Lol52)
ATGGACACGGGCCCCGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCGTCGCTCGAGCAGGGGATGGCGTCGTIC
GCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC

GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGATGTCCGGE
GCGCCGCCATCGGGGCAGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGACGGGCGCCGGCGTTGTCGCCNNNNNNNNNNNN
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNHE,
NNNNNNNNNNNGCGCCAATGCGGAGTTTGAGT TGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGTTCGACCTCCACALTT
GCGAAATGGACGTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCET I CAG
AGGGCGAGCTCGGAGCACGGAGATGATGCGGCGCTATGGAACCACTGA

~-3cCBFI1Id-15_ (EU124247) (Puma)
““TCFAGCGGAGCTCTCCTTCCTCTCCGTCGTCCTCCTCGCACCTGAAGCGCCCGGCCGGGCGCACCAAGTTCAAGG

GACTCCGCCTGGCTCCTCGCGGTGCCGTCCGCGT
TCTCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCAGACTTCCAGCGCCGGGAGACCGCCAGCGGC
ZCCGCCACCGTTCCCGTCGATGACGGAACCTGTAGCCAATCCGCGCAGTCGTCCATGGARAATACCGGCTCGTCGTG
GACGTCGTCGTCCCTATCTTCTGGCGACGGAATGTTTGAGGTGCCGACCACACTGGGCTGCGACATGTTCGAGCTGG
ATATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACTATGCGTACTTCGCGGAGGGGCTTCTCCTTGAGCCGCCGCAATCG
TSGTCGTCGGCGCGTGCTGGGACACTGAAGGCGGCGGAGCAGACG

>ScCBF15_ (HQ730769) (Lol52)
CGCACTARETTLRAAGGAGACGCGCCACCC

CICCGCETEECTECTC
CGGTGCCGTCCGCGCTCTCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCAGACTTCCAGCGCCG
{GAGACCGCCAGCGGCGCCGCCACCGTTCCCGTCGATGACGGAACCTGTAGCCAATCCGCGCAGTCGTCCATGGARA
[ICCGGECTCGTCGTGGACGTCGTCGTCCCTATCTTCTGGCGACGGAATGTTTGAGGTGCCGACCACACTGGGCTGC
ACATSTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGAAATGGACCTGG

S BFIIId~19(EU194248) (Puma)
*CCALCnGCTCCCCTTbCTCPTCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAAGCGGTTCCTGTGTGGTCGCCGGCGGCGA
2. GEUCCECGEERCECACCAAGTTCAAGGAGACGLGCCACC OGS

U e e o

AT CECETEEC T TCGTCATGCCCCCGAGGL TCTCCGACCTGGCCGACGTCCGGCETGCGGCCATCGAG

CGTAGCGGCGTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTCCCCGACGTCTACGACGCGACCTCCCCCGTGTACCT
_CGTCECCCGTGGGCAATGCCGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCGCTGGGCAGCGACATGTTCGAGC
CGACATGTCCGGGGAAGTGGATCTGGATGCGTACTACGCAGACTTTGCCCAGGGGATGCTCTTGGAGCCGCCGCCC
. 3CCEGCETACTGGGAGAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCT

'a;ZSEIHawZAJEU194249)(ana)

i PR e S r e i )

:uvvbp¢LAMhHCCGTCCACGCGGbCGUGTC TCAAGTTGGCCGCCGCTCAGGAuA CAAGGA
CGCCCTCGAGGCGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGTGTCAACGGCGACGTCGTCCACGG
GCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAGCGAGCACTGGATCGGCGGCATGGAG
T EATCATACTACGCGAGCTTGGCGCAGGCGATGCTCATGGAGCCGCCGACCGACGGAGCGTGGCGGGAGGACCG
T LTATGACGACGGATTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACTAG

e ele e

ah 1N i
Falolaadal -
ot a4

)G)"J

e
G
lalale
A )
o ede s ot Nolal
AT

~=CBFIVa-2B(EU194250) (Puma)
T LRAGCRICGEGEGE CEGEGUGGAACARGTTGCAG AﬂﬁCAﬂGLC&CuC EERCH

L ACTCGECCTEECEGATGATGCCCGTCCACGCGGCCGGGTCGTTCAAGTTGGCCGCCGCTCAGGAGATCAAGGA
LCRTTGCCETCGCCCTCGRAGGCGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGTGTCAACGGCGACGTCGTCCACGG
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CCGAGGAGAGCGCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAGCGAGCACTGGATCGGCGGCATG
GAGGCCGGGTCATACTACGCGAGCTTGGCGCAGGCGATGCTCATGGAGCCGCCGACCGACGGAGCGTGGCGGGAGGA
CCGCGAACACGACAACGGATTCGACACGTCGCTGTGGAGTTACTAG

ATGGACACCGTTGGCGCCCGGCCGCATTTTGAAGGGCAAGAGTACATGACGGTGTGGCCAGAGGAGGAGTACCGGAC
CGTGTGGICCGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGCCGGAACAAGTTGCAAGAGACGCGCCACCC]

GACC] o &K &

GACTCTGCCTGGCGGATGATGCCGGTGCACGCGGCCGGGTCGTTCAAGT
TGGCCGCCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCAAGGCGTTCCAGGAGCAGCAGTGCCCTGGCGAC
GCGTCAAAGGCG

ATGGACGCCGCCGACGCCGGCTCCCCCCGTTTTGGGCACAGGACGGTGTGCTCGGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCAGG
GCGGACCAAGTTTARGGAGACCCGCCACCC

GARCTCCGCCTGGCEGATGCT

GCCCGTCCTCGCGGCAGGCTCGTCCCGCTTCAGCAGCGCGCGGGAAATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTGG
AGTTCCAGCGGCAGCGCCCCTTCGTGTCCACGTCGGAGACGGCCGACGGCGAGAAGGACGTCCAAGGCTCGCCGAGG
CCGAGCGAGCTGTCCACGTCCAGCGACTTGTTGGACGAGCACTGGTTTAGCGGCATGGACGCCGGCTCTTACTACGC
GAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCAGAGCGTGGAGCGAGGATGGCGGCGAATACAGCGGCG
TCCACACGCCGCTTTGGAACTAG

ACTCTECCTGECGEATGC TCCCCGTCCTCGCCGGUCCGT TCAGCACCGCGAAGGAGATCARGGAT
GCCGTCGCCGTCGCAGTCCTGGCGTTCCAAAGGAAGCACCCGGTCGCGTCCACGACGCCATCGTCCCCTGCGCGGAC
AACCGATGACGAGAAGGAAATCGGTGTCTCGCCGGCGCCGAGCGCCCTCTCCATGTCTAGCGAGCTGTTGAATGAGC
ACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTGCTACTCGGAGGGCATGTTCACGGAGTCGCTGGACACCAGACCCTGG
CGGGAAGACATCGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGCCATGGAGCTGCTTGTTCGACTAA

ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCGGTCTGGCCAGCAGCAGCAGGGGCACCGGACCGTGTCGTCGGAGCCGCCGAR
GCGCCCCGCGEEEAGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCC

CTIGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTTGATAGCGCGCGGGAGGTCAAGGCCGCCGTCGCCG
TCGCCGTCGTCGCGTTCCAGCGGAAACAGATTATTCCAGTCGCCGTCGCTGTCGTTGCTCTCCAGAAGCAGCAGGTT
CCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAGGCAGGTTCCGGTCACCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGAAGCT
GCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGAAGAAGCAGATTATTCTTCCAGCCGCGTGTCTGGCGCCGG
AGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTAC
TACGCCAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCCGGAGAACGGCGAGCAGAGCGG
CGTCCAGACTCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGACTAA

A CCGACATCGCCTCCCCGTCTGGCCAGCAGGAGCAGGGGCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAA
GCGCCCCGLERGELGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCC

GATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGGTTCGGCAGCCCGCGGGAGATCAAGGCAGCCGTCGCCG
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TCGCCGTCATCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAG
GTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTTGCGCTAAAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCTGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCA
GCTGCATGTTCCGGTAGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGC
CCGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGACGCCGGGTCG
TACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCTCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGAACGGCGAGCAAGA
GCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGTTTGTTCGACTAATTTAG

>ScCBFIVd-9B (HQ730765) (Lol52)
ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCGGTCTGGCCAGCAGCAGCAGGGGCACCGGACCGTNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGCCGCCGTCGCCG
TCGCCGTCATCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCGGTTGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTT
CCAGTCGCCGTCGCCGTCGTTGCGCTACAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCTGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCT
GCATGTTCCGGTAGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCTG
AGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGCTGGAGCTAGACGAGGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGACGCCGGGTCGTAC
TACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCTCCTCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGAACGGCGAGCAAGAGCG
GCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGTTTGTTCGACTAATTTAG

>ScCBFIVA-9_(AY311483) (dehydrationresponsiveelementbindingprotein)

O ERAREIIGEEE A CTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGNGGGCGGCTCCTTCGGCTTTGATAGCACGCG
GGAGGTCAAGGCCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCG
TGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGT TCCAGTCGGCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCAGTCGCCGTG
6CCGTCGTGGCGCTCCAGCAGARGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGAAGCAGCAGATTATTCT
TCCAGCCGCATGCCTGGCGCCGGAGTTCTACATGTCTTCCGGCGACCTCTTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTG
GGCGGCATGGACGCCGGGGTCGTACTACGCCAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCG




Figure 83: Liste des séquences codantes de cultivars Norstar. Chines:
Spring et Manitou (de T. aestivum) démontrant des polymorphismes spéciticus:
Les génes CBF et le numéro du clone sont en surlignage rose et décrits aan
le Tableau 3. Les acides nucléiques mutés sont en gris. Le codon d’initiatic.
(ATG) et codon d’arrét sont en rouge (s’ils sont wvrésents). Les amorces
utilisées sont en bleue. Toutes les séquences ont été traduites et analvsee:

PEL FEe:

>TaCBFI- —SUe{
CGCTGCGCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCGCCTCGGCGGCTCCGGGTCCAAPCLCT
CCTGATGAAATACGGCGGGCGGCGGTAGAGGCG&EEGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGACCAGAGCAA S =
CGAGGAGGCAGCCGTTGCACCATCGGAGCAGTTCGCCGGTGATCCCTACTATGGGATGGACGATGEGEATE
GGATGCAGGGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGATGGCAGGCCCETCEZET =M
GGTGACGGCGACGATGACGGCGAGGTCAGCTTIGTGGAGCTACEGATTACGCGCATTTGAGTTATGCCTT =TS
GCGAAGAACTTCTAATGCATGTGCAGCTTTATATAGCAATCCAGTACAGGAAGTGTACTGCATGGTITG
TTTCTCTTTTCTGAACTTCTCTGGGTAATGTATGT TTGCTCTCTGATGAACTGCGATCAGAAGAAGTCASEE .
ATCTTGAGTTTGGTAAATGGTGCACGCTTGTCGGGTFATGGATEGCTGAGTGTTCC A2 TT

]

>TaCBFI-1.2-S07 (ma: =]
GuAuACGCGGCACCCGGT“TACAAGGGCGTGCG”CGGAGGAACCCCGGGAGGTGGGTCTGCGAG peialere
ACAACAAGCAGAGGATATGGCTCGGCACGTTCGAGACCGCAGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGRCETEE
GCGCTGCGCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCGCCTCGGCGGCTCCGGGTCCCECITATH!
CCCTGATGAAATACGGCGGGCGGCGGTAGAGGCGGCTGAGGCATTCCTGCCGGCACCCGACCAGAGTART I
CCGAGGAGGCAGCCGTTGCACCATCGGAGCAGT TCGCCGGTGATCCCTACTATGGGATGGACGATEEIAT .
GGGATGCAGGGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGATGGCAGGCCCGTCGGCGACTET
CGGTGACGGCGACGATGACGGCGAGGTCAGCT TGTGGAGCTACEGATTACGCGCATTTGAGTTATGCCTTGTGGGG.
CGCGAAGAACTTCTAATGCATGTGCAGCTTTATATAGCAATCCAGTACAGGAAGTGTACTGCATGGTTGCCGTTCC?
CTTTCTCTTTTCTGAACTTCTCTGGGTAATGTATGTTTGCTCTCTGATGARCTGCGATCAGAAGARGCAGAAGGT. T
GATCTTGAGTTTGGTAAATGGTGCACGCTTGTCGGGTTATGGATTGTGAGTGT TCGAACTCCG

Srachh . 1B=M08 (manque_H03H pour_ATG)
GTTCCGGGAGACGCGGCACCCGGTGTACCGGGGCGTGCGCCGGCGCGGCGCGGCCGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTGC
GCGAGCCCAACAAGAAGTCCCGCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCTCCCCCGAGGCCGCGGCCCGCGCCCACGACGTT
GCCGCGCTGGCCCTGCGCGGCCGCGCCGCGTGCCTCAACTTCGCCGACTCGGCGGCCCTGCTCGCCGTCGACCCCGC
CACGCTCCGCACCCCCGACGACATCCGCGCGGCGGCCATCGCGCTCGCCGAGACTGCCTGCCCCGCCGCGCCGGLTLIT
CGTCGTCGGCCGTGGCCGCCGTGGCGTCCGCGCCGGCGCCCCCGATGATGACGATGATGTACGAGTCCGCGGCGET
CACTACGACGACTACCCGATGCAGTACGGGTACGGCGGCATTGGGGACTTGGACCAGGATTCCTACTA TA L
T T RN IGCCGCCGGCGGCGACTGGCAGAGCGGCTCGCACATGGACGGAGCCGACGACGACTGCAACGGCAGCGGTG
TEGCGCCGGELGAGGTCCCGCTCTIGGAGCTACEGATCGAGCCGCTCGATTGAGCTAGTCTCTAGCCCGATTGGC

P et el

>TaCBFII-5.3_M14 (manque_2Z5Tb_pour_ A" -
CGCCAGCCCCGAGGCCGCGGCCCGCGCCCACGACGTCGCCGCGCTCGCGCTCCGGGGCCGCGCCGCCILIIT
TCGCCGACTCGGCCACGCTGCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACCCCCGACGACATCCGCGCCGCTLCIT. ~
GCGCTCGCCGAGACCGCGTGCCCCGCTGCGCCCGCGTCCTCGTCGTCCGTGGCCGCLCGCCGTGGCGTCCGLEL L
GCCCCCGATGACGATGATGCAGTTTGACGACTACGCGATGCAGTACGGCGGCATTGGGGACTTGGATCCAGCAT Y™
ACTACTACGACGGGTTGAGCGCCGCCGGTGGCGACTGGCCGAGCGGCTCGCACATGGACGGAGCCGACGARI =57
AACGGCAGCGGTGGCTACGGCGCCGGCGAGGTCGCGCTCTGGAGCTACEGATCGAGCTGCTCGATTIGAGICAIT
CAGCCCGGTCAGCTIT”

>TaCBFIIIa-6.1_S29 (manque_73b_pouv. _~
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CCACGTCGCGGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGEGCGG
ACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCCGGTATACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGA
GGTGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCGGCACCT TCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCA
ACGACGCCGCCATGATCGCGCTCTCCGCCGGGGGCGCGGGCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCGAGCTGCTCGCC
GTGCCGGCGGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCGTGGAGGCCGTCGAGGACTTCCTGCG
GCGGGAGGCGATCGCCGAGGAGGACGCGCTCTCGGGCACCTCGTCGTCCGCGCCCTCCTCCCTCACCGACGACGAGT
CGICCTCTTCCCCGCCCGAGGACTCGCCGTTCGAGCT GGATGTCCTGAGCGACATGGGCTGGGACCTGTACTACGCE
AGCCTGGCGCAGGCGATGCTGATGGCGCCGCCTTCTTCCATGGCCGCGGCGCTCGGCGAT TACGGCGAGGTCGATGT
GCCACTCTGTAGCTACCAGAGCHRECTAGCTAGTTCECECCACTTCCAATATITTAC

GCCAAGGAACAGAGCATCGAAGGAAGAAGAACHEETGTCCGATCAAGARGGAGATGAGCGGGGAGTCCGGCTCGCCG
TGCAGCGGGGAGAACTTCTACTCGCCCTCCACGTCGCGGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGE
GCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGT TCAGGGAGACGCGGCACCCGGTATACCGCGGCGTGCGGCGCAGGG
GCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGAC
ACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCAACGACGCCGCCATGATCGCGCTCTCCGCCGGGGGCGCGGGCTGCCTCAACTT
CGCCGACTCCGCCGAGCTGCTCACCGTGCCGGCGGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCG
TGGAGGCCGTCGAGGACTTCCTGCGGCGGGAGGCGATCGCCGAGGAGGACGCGCTCTCGGGCACCTCGTCGTCCGCG
CCCTCCTCCCTCACCGACGACGAGTCGTCCTCTTCCCCGCCCGAGGACTCGCCGTTCGAGCTGGATGTCCTGAGCGA
CATGGGCTGGGACCTGTACTACGCGAGCCTGGCGCAGGCGATGCTGATGGCGCCGCCTTCTTCCATGGCCGCGGCGT
TCGGCGATTACGGCGAGSTCGATGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGCHMBC TAGETAGTTCECECCAGTTCCARTAT

[EEEAT

GCCAAGGAACAGAGCATCGAAGGAAGAAGAAG-TGTCCGATCAAGAAGGAGATGAGCGGGGAGTCCGGCTCGCCG
TGCAGCGGGGAGAACTTICTACTCGCCCTCCACGTCGCGGGGGCATCAGCAGGCGAAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGC
GCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCCGGTATACCGCGGCGTGCGGCGCAGGG
GCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGAC
ACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCAACGACGCCGCCATGATCGCGCTCTCCGCCGGGGGCGCGGGCTGCCTCAACTT
CGCCGACTCCGCCGAGCTGCTCGCCGTGCCGGCGGCCTCCTCGTACCGCAGCCTCGACGAGGTCCGCCACGCCGTCG
TGGAGGCCGTCGAGGACTTCCTGCGGCGGGAGGCGATCGCCGAGGAGGACGCGCTCTCGGGCACCTCGTCGICCGCG
CCCTCCTCCCTCACCGACGACGAGTCGTCCTCTTCCCCGCCCGAGGACTCGCCGTTCGAGCTGGATGTCCTGAGCGA
CATGGGCTGGGACCTGTACTACGCGAGCCTGGCGCAGGCGATGCTGATGGCGCCGCCTTCTTCCATGGCCGCGGCGC
'I‘CGGCGATTACGGCGAGGTCGATGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGC-CTAGCTAGTTCGCGCCAGTTCGAATAT

EEFAC

AuAAACAGAGCTT\,CGTTGGACAGCAAG-TGTCCGATCAAGAGGGAGATGAGCGGGGAGTCGGGCTCGCCGTCGC
CGTGCAGCGGGGAGAACTTCTGCTCGCCCTCGGCGTCGCCGGAGCGCCAGCAGGCGAGGCAGGCGGGGTGGACGTCG
GCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGT TCAGGGAGACGCGGCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCAG
GGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTICG
ACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCAACGACGCCGTCATGCTCATGCTCGCCGCCGGAGGCGCCGCCTGCCTCAAC
TTCGCCGACTCGGCCGAGCTGCTCTCCGTGCCGGTGGCCTCCTCCTACCGCAGCCTGGACGAGGTCCGCCACGCCGT
CGTGGAGGCCGTGGAGGACTTGCTGCGGCGCGAGGCGCTCGCCGAGGAGGACGCGCTCTCGGGCACCTCCTCGTCCG
CGCCCTCCCCCCTCACCGACGACGAGTCGTCCTCATCGCCGCTGCCCGAGGAGGACTCGCCGTTCGAGCAGGACGTG
CTGAGCGAGATGGGCTGGGACCTGTACTACGCGAGCCTGGCGCAGGCGATGCTCATGGCGCCGCCCGCCGCGGCTGC
GGCGCTCGGCGATTACGGGGAGGCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGC-CCGGCTAGTTCGC
GCTGCTTCGAGTTTTAGCT

GCAGCGCCGGCCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGAGCGCGGCACGCGCCTCTGGCTCGGGACGTACATC
ACGGCCGAGGCGGCCGCGCGTGCGCACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGGGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTT
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CCGGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCATTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCC
AGGCCGTCGCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCAACAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTG
TCCGCCCCGTCGTCGGCGGTGTGCAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCCCTGATGCCGCTTTTGAGGC
GCCGGCCGCACTGGACATGGACGTGTTTGACCTCGACTGCTTGTTTGGGGARACGGACTCCGACGCGTACTACTACG
CGAACCTTGCGCAGGGGCTGCTCATGGAGCCACCGCCGACTGTGGCCACCGGGTCGTACTGGGACAATGGAGACTGC
GCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTAC-TACTAATATCAACAATCTCCAGCATATATTCG
AGTTGAAGCCGCTTCGATTATGATCCACGTCCCGAGACAGTCCA GATGGCGCGCGGCATCGAATTGGATGGAATG
GATGATGTTCCTGCATATTTCTTCTCAGGTTCTGC T :

—

>  (manque_BB pour_TAG)

e ACTCCAGCG AATCATCAAGCTAGACACTAGCTATCGACCGGCAGCCAGCAGCT-GACATGAGCCTCGAGC
ACTCGAGCTCCCCCTCCTCCTCATCCACTACCGAGCGCGCCGGGACGGCGTGGCCGTGGCCGCCGAAGCGCCCCGLG
GGCCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCCGTGTITCCGCGGLGTGCGCCGCCGTGGCAGCGCCGGCCGGTGGGT
CTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGAGCGCGGCACGCGCCTCTGGCTCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGC
GAGCGCACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGGGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTG
CTCGCGGTGCCGCCCGCATTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGGCCGTCGCGGACTTCCTGCG
CCGTCCGGAGGCCAACAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGTCCGCCCCGTCGTCGGCGGTGT
GCAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCCCTGATGCCGCTTTTGAGGCGCCGGCCGCACTGGACATGGAC
GTGTTTGACCTCGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGACTCCGACGCGTACTACTACGCGAACCTTGCGCAGGGGCTGCT
CATGGAGCCACCGCCGACTATGGCCACCGGGTCGTACTGGGACAATGGAGACTGCGCCGACGGCGGAGCCGGAGCTG
ATGTCGCGCTCTGG

7 (manque_B8B pour_TAG)

Al CATCAAGCTAGACACTAGCTATCGACCGGCAGCCAGCAGCT-GACATGAGCCTCGAGC
ACTpUAGCTCTCCCTCCTCCTCATCCACTACCGAGCGCGCCGGACGGCGTGGCCGTGGCCGCCGAAGCGCCCCGCGG
GCCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCCGTGTTCCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCAGCGCCGGCCGGTGGGTC
TGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGAGCGCGGCACGCGCCTCTGGCTCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGCG
AGCGCACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGGGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTGC
TCGCGGTGCCGCCCGCATTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGGCCGTCGCGGACTTCCTGCGC
CGTCCGGAGGCCAACAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGTCCGCCCCGTCGTCGGCGGTGTG
CAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCCCTGATGCCGCTTTTGAGGCGCCGGCCGCACTGGACATGGACG
TGTTTGACCTCGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGACTCCGACGCGTACTACTACGCGAACCTTGCGCAGGGGCTGCTC
ATGGAGCCACCGCCGACTGTIGGCCACCGGGTCGTACT

CTAGACACTAGCTATCGACCAGCAGCCAGCAGCTHMBGACATGAGCCTCGAGC
ACTCGAGCTCTCCCTCCTCCTCATCCACGACCGAGCGCGCCGGAACGGCGTGGCCGTGGCCGCCGAAGCGCCCCGCT
GGCCGCACTAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCCGTGT TCCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCAGCGCCGGCCGGTGGGT
CTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGAGCGCGGCACGCGCCTCTGGCTCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGE
6CGCACACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGGGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTA
CTCGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGGCCGTCGCGGACTTCCTGCG
CCGTCCGGAGGCCACCAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGTCCGCCCCGTCGTCGGCAGTGT
GTAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCGCTGATGCCGCT TTTGAGGCGCCGGCCGCACTGGACATGGAC
GTGTTCGACCTTGACTGCTTGTTTGGGGARACGGATTCCGATGCGTACTACTACGCGAACCTTGCGCAGGGGCTGCT
CATGGAGCCACCGCCGACTCTGGCCACCGGGTCGTACTGGGACAATGG

(manque_{Jl@il§ pour_ATG)

TCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCACACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGGGGCCGCTCCGCC
GCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCG
CGCGGCCGTCCAGGCCGTCGCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCACCAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCA
CCTCCAGCGTGTCCGCCCCGTCGTCGGCAGTGTGTAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCGCTGATGCC
GCTTTTGAGGCGCCGGCCGCACTGGACATGGACGTGTTCGACCTTGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGATTCCGATGC




GTACTACTACGCGAACCTTGCGCAGGGGCTGCTCATGGAGCCACCGCCGACTCTGGCCACCGEETCETAI T =
ACAATGGAGACTGCGCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTACTAGTATTACTAATATC CAR ..
TCTCCAACATATATTCGAGTTGAAGCCGCTTCGAT TATGATCCACGTCCCGAGATALT

STaCBEITIb=23=2-1—N5
ACTAGCTATCGACCAGCAGCCAGCAGCTAESGACATGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTCCCTCCTCCTCATCCAL G
CCGAGCGCGCCGGAACGGCGTGGCCGTGGCCGCCGAAGCGCCCCGCTGGCCGCACTAAGT TCCGGGAGACGCGGCAT
CCCGTGTTCCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCAGCGCCGGCCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGAGCGCET
CACGCGCCTCTGGCTCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCACACGACGCCGCCATGCTCATGCTCE
GGGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTS
TCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGGCCGTCGCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCACCAGTGCCGCTGCCGT
GGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGTCCGCCCCGTCGTCGGCAGTGTGTAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGE
CTTCCGCTGATGCCGCTTTTGAGGCGCCGGCCACACTGGACATGGACGTGTTCGACCT TGACTGCTTGTTTGGGGAR
ACGGATTCCGATGCGTACTACTACGCGAACCTTGCGCAGGGGCTGCTCATGGAGCCACCGCCGACTCTGGCCACCGE
GTCGTACTGGGACAATGGAGACTGCGCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGT TACEAGTATTA

-M24 (manque_208B_pour_ATG)
ICTGGCTCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGCGGCCGL
TCCGCCGCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACTET
CCGGCGCGCGGCCGTCCAGGCCGTCGCGGACTTACTGCGCCGTCCGGAGGCCACCAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAAL
AGGTCACCTCCAGCGTGTCCGCCCCGTCGTCGGCGGTGTGCAGTGTGCCCTTGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCCT
GATGCCGCTTTTGAGGCGCCGGCTGCACTGGACATGGACGTGTTCGACCTCGACTGCTTGTTTGGGGAAACGERACT.
CGACACGTACTACTACGCCAACCTTGCGCAGGGGCTGCTCATGGAGCCACCGTCGACTGTGGCCACCGGGTCGTAC
GGGACAATGGAGACCGCGCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTACEAGTACTAATATCAA LA
TCTCCAACATATATTCGAGTTGAAGCCGCTTCGATTATGATCCACATCTCGAGACAGTCCATCGATGGCGCGCGGCA
TCAAATTGGATGGAATGGATGATGTTCCTGCATATTTCTTCTCAGGTTCTGCGTGTCTCCTCATTCCTCTCAAAGGG
CGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTICT
ATAGTGTCACCTAAATAGCTGGCGTAATCATGGTCA

>TaCBFT S c
ATGATTACGCCAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCA
CTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTACAATTAGCTCACGGCCTCACACTCCTCAGCCTCAGTAAGC
TCAAGCACCAAGCTCGACTGCTCAAGCAGGAATCCACCAGTCAATCACCGAGCACTCAGCCGGTAGCCAEGGACATG
GGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGGGCGGGCGTC
GCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGACACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGG
GCAACGCCGAACGTTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTACGAL
ACGGCTGAGCTCGCAGCGCGCGCGAACGACGCCGCCATGCTTGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTT
CGCGGACTCCGCGTGGTTGCTCGCCGTGCCGTCCGCACTCTCCGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGG
CCGTGGCGAACTTGCAGCGACGAAAGGCTGGCAACGGCTCCCTCACCGCCACCGTCACCGAAGAGGCCTCCTGTGAC
GCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGGAACCTTCAGCCGATAGAGAGTT
CGAGGTGCCGGTCGCAGTGGACACCGATATGTTCGGGCTTGACTTGTTCCCG

=raCBEIIIc-D3_S153 (INDEL)

ACAATTAGCTCACGGCCTCACACTCCTCACTGAGCTCAACCACCAAGCTCGACTGCTCAAGAAGAAGGCCACCTGCC
AATCACCCAGCACTCTGCCGGTAGCCATGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCATCCTCCTCGTCGGTG
TCGTCCTCGCCCGTGCACGCGGCGGGGCGGGCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGAC
GCGGCACCCGGTGTACCGCGGAGTGCGGCGCCGAGGCAACGCCGAACGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCA
AGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTATGCCACGGCTGAGGTCGCCGCGCGCGCGAACGACGCCGCCATGCTT
GCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTTCGCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGCCCGCACTCTC
CGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGAGGCGAGAGGCTGCCAACGGCTCCC
TCACCGCCACCGTCACCGAAGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTTCG
TCGGAGACGTCGGAACCTTCTGCCGATGCAGAGTTCGAGGTGCCTGTCGCAGTGGACACCGATATGTTCAGTAGGCT
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TGACTTGTTCCCGGAAATGGACCTGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCGTGGACCCGCCGT
CGACGGTGGCCATCATCGACTCGTACTGGGACAACGGCGACGACGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTACHRBCTA
GTACTTAGTGTCGATAATCCCCCCGCAAAA

TGICGICCICGCCCGIGIACGCGGCGGGGCEGGCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAG
ACGCGGCACCCGGTGTACCGCGGAGTGCGGCGCCGAGGCAACGCCGRAACGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGG
CAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTACGCCACGGCTGAGGTCGCCGCGCGCGCGAACGACGCCGCCATGC
TTGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCACGTGCCTCAACTTCGCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGCCCGCACTC
TCCGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGAGGCGAGAGGCTGCCAACGGCTC
CCTCACCGCCACCGTCACCARAGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGCCGGTT
CGTCGGAGACGTCGGAACCTTCTGCCGATGCAGAGTTCGAGGTGCCTGTCGCAGTGGACACCGATATGTTCAGTAGG
CTTGACTTGTTCCCGGAAATGGACCTGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCGTGGACCCGCCGTIC
GACGGTGGCCATCATCGACTCGTACTGGGACAACGGCGACGACGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTAC-CTAG
TACTAGTGTCGATAATCCCCCCGCAAAA

CAACGAGAACGLCGTTGGTGGCCAAGCGCCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACAAGGCACCCGGTGTACCGCG
GCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCGAGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGG
CTCGGGACGTATGCCACGGCCGAGATCGCAGCGCGCGCCAACGACGCCGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGC
CGCGCGCCTTAACTTCCCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGE
ACGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGTCAACGAG
GAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCGGAGTCGTCGTCGGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTC
TGCGCATGGGGCCTTTGCGCTGCCGGGCGGARTGGACGTCGARATGTTCAGTAGGCTTGACTTGTTCCCGGAAACGG
ACTTGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCACCGCCGGTGGCGACCGGCACCGGCGLE
TACTGGGATGACGGAGAGTTCGGCGAGGTGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCTTG-CCGATTCTGCTATGTTT
TGACTCTGTAGTCTTTATTTTTTCCAGTTGAGAATTCATTATAACACAGTITTTATTCCACTGTTTATACTCCGGTTC
TTICTCTAGCTGAGACG

GCCAAGCGCCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACAAGGCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCACCGGGGCAR
CGCCGAGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTATGCCACGE
CCGAGATCGCAGCGCGCGCCAACGACGCCGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGCGCCTTAARCTTCCCE
GACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGT
CGCGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGTCAACGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTC
CTGCGGAGTCGTCGTCGGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCTGCGCATGGGGCCTTTGCG
CTGCCGGGCGGAATGGACGTCGARATGTTCAGTAGGCTTGACTTGTTCCCGGARACGGACTTGGGCTCGTACTACGC
GAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCACCGCCGGTGGCGACCGGCACCGGCGCGTACTGGGATGACGGAGAGT
TCGGCGAGGTGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCTTGIiiCCGATTCTGCTATGTTTTGACTCTGTAGTCTTTATT
TTTTCCAGTTGAGAATTCATTATAACACAGTTTTATTCCACTGTTTATACTCCGGTTCTTCTCTAGCTGAGACS

CAAGGAAGCCACCTGCCAATCACCCAGCACTCTGCCGGTAGCCiiiGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCC
CATCCTCCTCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGCGAGACGCGGCACCCTGTGTATCGTGGC
GTGCGGCGCCGGGGCAACGCCCAACGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCTGGCAAGCGCGGCGCTCGGCTCTGGCT
CGGGACTTACGCCACGGCCGAGATTGCAGCGCGCGCCAACGACGCCGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCG
CGCTCCTCAACTTCCCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCTGTGCCGTCCGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGC
GCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTGCCGGTGGGTCCATCACCGCCACCGCCATCGCCAC
CGCCGCCGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCAGAATCGTCGTCCGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGT
CGAAACCTTCCGCCGATGGAGACTTCGCGGTGCCGGGCGGAATGGACATCGAAATGTTCAGTAGGCTTGACTTGTTIC
CCGGAAATGGACTTGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCTCCGGTGGCGACTGG
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CACCGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTGCGGCGAGGCCGAGGGGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCiiiT

AGCCGATTCTGCTTTTGTTTTGACTCTGTAGCG

GATCACC QKQTCTCAAI\AAGCTCAAGCATCCCACGGCTAAGCTCACACTCCTCGATAAGCTCAAGCACCAAGC
TCG'I'CTGCTT-AAGGACGCCACCAGCCCGTCACCAAGCACTCCGGCGTTCGCCATGGATCTTTCCAGCTCCTCCC
GTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGGCCAAGCGCCCCGCGGAGCGCACCA
AGTTCCGGGAGACGCGGCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAACGCGGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTG
CGCGTCCCTGGCAAGCGTGGTTCTCGGCTCTIGGCTCGGGACGTACCTGACGGCCGAGGCCGCCGCCCGCGCGAACGA
CGCCGCCATGCTCGCACTCGGCGGCCGCTCCGCCAGGTGACTCAACTTCGCGGACTCGGTGTGGCTGCTCGCCGTGC
CGTCCGCGCTCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGATGGGAGGCT
GCCAATGGCCTGGTAACCAGGACCGCCGCTGAGGAGGCCCCATCTAGCGCTCCTGCACAATCGTCGTCTGAGTCCGA
CAGCGCCGATTCGTCGGAGACGTCGGAAGCTTCCGCCGATGGAGAGT TCGAGGTGCTGGCTACAATGGACATCGACA
TGTTCAGGCTTGACCTGTTCCCGGAA

TACTCCAGCCAGCCAACTAGCCTAGCAAAAGTACGTAGTACCACCGCCTAGCTTGCTCGGCGGAGCGGCAI..GACA
CGGGCCCGGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCAACGTCGCCTGCG
TCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGAACCAAGT TCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTTCCACGGCGTGCGCCG
TCGGGGCAGCAACGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGCACGE
ACGTCACCGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCCGCCATGCTCGCGCTGTACGGCCGCACCCCCGCCGCGCGE
CTCAACTACCCCGACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTEGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGCGCGCCGE
CATCGGGGCCGTGGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCCAGCGCCGGCGCCGTCGCTGAGGAGGCCCACG
TCGACGGGATCGCCTCCGCCGCGTCGGCGCCAGACAATGCCAGCTCGTCGGCG

GACACGGGCCCGGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGACGTC
GCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGAACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTTCCACGGCG
TGCGCCGTCGGGGCAGCAACGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTC
GGCACGCACGTCACCGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCCGCCATGCTCGCGCTGTACGGCCGCACCCCCGC
CGCGCGCCTCAACTACCCCGACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGC
GCGCCGCCATCGGGGCCGTGGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCCAGCGCCGGCGCCGTCGCTGAGGAG
GCCCACGTCGACGGGATCGCCTCCGCCGCGTCGGCGCCAGACAATGCCAGCTCGTCGGCGGCGGCGGCCCACTCACA
GCCGCCATGCGCCAATGCGGGGTACGAGGTGCCGGACGCATTGTGCCACGACATGTTCGAGCTCCACACGTCCGGCG
AAATGGACGCGGGCACGTACTACGCGGACCTGGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCCAGCGGG
GCGAGCTCGGAGCACGGAGACGATGCGGCGCTAT GGAACCAC-TGACACCGAGCGGGGACTCGGGTCAAAACTAT
CTTGGCTCCGTTGATTTATTTCTTTATTATTTATTCCGAAAAAGCGCCCCGTACGTGCACGGTGTGGACCCATGATG

GGCATAATAAAAGGCCAGTGATAGG

GAGGCGGCCGLCGCGCGCGLCACGACGCLCGCCATGCTCGCGCTGTACGGCCGCACCCCCGCCGCGCGCCTCAACTACCC
GGACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACCTGGCGGACGTCCGGCGCGCCGCCATCGGGGCCG
TCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGGCGGGCGCTAGCACCGGCGCCGTCACCGAGGTGGCCTCCATCGACGGGATC
GCCTCCGCCGCGTCGGCACCAGACAATGCCAGCTCGGCGGCGGCGGCATCCCACTCCCAGCCGCCATGCGCCAATGC
GGAGTTCGAGGTGCCGGATGCATTGTGCCACGACATGTTCGAGCTCCACACGTCCGGCGAAATGGACGCGGGCACGT
ACTACGCGGACCTCGCGCAGGGGCTGCTCCTGGAGCCGCCGCCGCCGCCGTCCAGCGGGGCGAGCTCGGAGCAAGGA
GATGATGCGGCGCTATGGAACCAC-TGAGTGATAACACCGAGGGACTCCGGTCAAAACTATCTTCGCTCCGTTGA
TTTATTTCTTTATTATTTACTCCGAAAAAGCGCCGCGTACGTGGACGGTGGACCTATCATCGGCATAATAAAATCGC

GGGA
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: ( \CCGTACGTAAGCTCGAGCCAGCACCGACCACCTGCAGTAGCARMMBGACATGAC
CGGCTCCGATCAGCAGCGGAGCTCCCCGTCCTCGCCGTCGTCCTCCTCGCACC TGAAGCGTCCCGCCGGGCGCACCA
AGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGCGGCAGCGCCEGCCGGTCGGTGTGCGAGGTG
CGCGTCCCCGGCRAAGCGCGGCGAGCGGCTGTGGCTCGGCACGCACCTCACTGCCGAGGCGGCCACGCGAGCGTACGA
CGCCGCCATGCTCTGCCTGATCGGCCCCTCCACCCAGTGTCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCTCCTCGCGGTGC
CGTCCGCGCTCCCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCAGACTTCCAGCGCCGGGAGGCT
GCCAGCGGCGCCGCCACCAGGTCCCTGGACGCCACCGTTCCCGTCGATGATGGAACCTGTAGCCAATCCGCGCAGTC
GTCCATGGAAAATACCGGCTCATCATGGACGTCGTCGTCCCTGCCGTCTGGCAACGGAATGTTTGAGGTGCCGGCCA
CACTAGGCTGCGACATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACTATGCGTACTTCGCGGAG
GGGCTTCTCCTCGAGCCGCCGCAACCGCCGGT CGCCGGCGCGTGCTGG

GATCAGTTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGETGGTGCTTGTGTGGTCGCCGGCGGCGAAGC
GGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAGTGCGGGE
CGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGGACGTACGT CGCCGCCGAGTC
GGCCACGCGCGCGCACGACGCCACCATGCTCGCGCTGCTCGGCCACTCCGCCTCCGCCGCGGCGTGCCTCAACTTCC
CGGACTCCGCGTGGCTGCTCGTCATGCCCCCGTGGCTCTCCGACTTGGCCGATATCCGACGCGCGGCCATCGAGGCC
GICGCGATTTTCCTGTGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCATCATCGACGAGGCCACCTCGCCCGTGTACCTGCC
GTCGCCCGTGGACAATGCCGACGAAGTGT TTCAGGTGCCGACTTTCTCTGCGCAGAGCAGCGACATGTTCARGCTCG
ACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCAGGCTTTGCGCAGGGGATGCTCCTCGAGCCGCCGCCCACE
CCGACGTACTGGGAAAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTCTGGAGCTACHBATG TCEATAACE
TCCAACGGGTTCACACTG

GACATGGCCATCGACAGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGT
GGTGCTTGTGTGGTCACCGGCGGCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACC
GCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAGTGCGGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCARGCGCGGCGAGCGGCTC
TGGCTCGGGACGTACGTCGCCGCCGAGTCGGCCACGCGCGCGCACGACGCCACCATGCTCGCGCTGCTCGGCCACTC
CGCCTCCGCCGCGGCGTGCCTCAACTTCCCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGTCATGCCCCCGTGGCTCTCCGACTTGG
CCGATATCCGACGCGCGGCCATCGAGGCCGTCGCGATTTTCCTGTGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCATCATC
GACGAGGCCACCTCGCCCGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCCGACGAAGTGTTTCAGGTGCCGACTTTCTC
TGCGCAGAGCAGCGACATGT TCGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCAGGCTTTGCGC
AGGGGATGCTCCTCGAGCCGCCGCCCACGCCGACGTACTGGGARAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCC
GGCCTCTGGAGCTACHEHTGTCCATAACCTCCAACGEGTTCACACTG

ACATGGCCATCGACAGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCTIGTG
TGGTCGCCGGCGGCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGT TCARGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCG
GCGCCGGGGCAGTGCGGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGGA
CGTACGTCGCCGCCGAGTCGGCCACGCGCGCGCACGACGCCACCATGCTCGCGCTGCTCGGCCACTCCGCCTCCGCC
GCGGCGTGCCTCAACTTCCCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGTCATGCCCCCGTGGC TCTCCGACTTGGCCGATATCCG
ACGCGCGGCCATCGAGGCCGTCGCGATTTTCCTGTGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTGCCCATCATCGACGAGGCCA
CCTCGCCCGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCCGACGAAGTGTTTCAGGTGCCGACTTTCTCTGAGCAGAGC
AGCGACATGTTCGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACGCGTACTACGCAGGCTTTGCGCAGGGGATGCT
CCTCGAGCCGCCGCCCACGCCGACGTACTGGGAAAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTCTGGA
GCTACHBET GTCGATAACCTCCAACGGGTTCACACTG

I‘CGTTACACCACAAACCACTCTCAACGCCAGCTGCGACCG-GACACCAACGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGGC
AAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGE
CGGAACAAGTTGCAGGAGACACGCCACCCAGTGTACCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTGTG
CGAGCTGCGCGTGCCGGCCGGAAGCCGGAGTTACTCCAGGATCTGGCTTGGCACCTTCGCCAGTGCCCAGATGGCGG
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CGCGCGCGCACGACTCGGCCGCGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGACGCGTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGLCTTG
CGGATGATGCCCGTCCACGCAGCCGGGTCGTTCAAGTTGGCCGCCGCGCAGGAGATCARGGACGCCGTCGCCGTIRSG”
CCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGAGTCAACGGCGCCGTCGTCCACGGCCGAGGAGAGCELE™
TCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAATGAGCACTGGATCGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGCRCT:
GCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGACGGAGCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGALGAT™
ATTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACEAGTGTGATCAACTGATTAAGCAATGTAAAGATCTAGAGAGTACTGCTAGT

TCGTTACACpApAAACCACTCTvnACGCCAUCTGCGACCGE;G GACACCAACGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGE

AAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGHA
CGGAACAAGTTGCAGGAGACACGCCACCCAGTGTACCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTGT
CGAGCTGCGCGTGCCGGCCGGAAGCCGGAGTTACTCCAGGATCTGGCTTGGCACCTTCGCCAGTGCCCAGATGGCGG
CGCGCGCGCACGACTCGGCCGCGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGACGCGTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGG
ATGATGCCCGTCCACGCAGCCGGGTCGTTCAAGTTGGCCGCCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTGGCCCT
CAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGAGTCAACGGCGCCGTCGTCCACGGCCGAGGAGAGCGCGCTCT
CCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAATGAGCACTGGATCGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGL®

CAACACGTCGCTGTGGAGCTACE&ETGTGATCAACTGATTAAGCAATGTAAAGATCTAGAGAGTACTGu;nu;upﬂr

>TaCBEIVa=A2=ME&:

CAACGCCAGCTGCGACCGAEGGACACCAACGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCL
GGAGGAGCAGGAGTACCGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGGCGGAACAAGTTGCAGGAGACAC
GCCACCCAGTGTACCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTGTGCGAGCTGCGCGTGCCGGCCGGG
AGCCGGAGTTACTCCAGGATCTGGCTTGGCACCTTCGCCAGTGCCCAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACTCGGCCGT
GCTCGCGCTCTCCGGCCGCGACGCGTGCCTCAARCTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCAGCCE
GGTCGTTCAAGTTGGCCGCCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTGGCCCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAG
CGCCCTGCCGACGAGTCAACGGCGCCGTCGTCCACGGCCGAGGAGAGCGCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTC
GGGGCTCGACRATGAGCACTGGATCGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCA
TGGAGCCGCCGGCCGACGGAGCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGACGGATTCGACACGTCGCTGTGGAGCTAC
FAGTGTGATCAACTGATTAAGCAATGTARAGATCTAGAGAGTACTGCTAGTGCAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGC
GGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGC

GCCuGAACAAGTTGCAGGAGACGCG CACCCGGTGTACCGCGGCGTTCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTG
TGGGTGTGCGAGCTGCGGGTGCTEGCCGCCGGGAGCCGGGTTTACTCCAGGATCTGGCTCGGCACCTTCGCCGACCC
CGAGATGGCGGCGCGCGCGCATGACTCGGCCGCGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGATGCGTGCCTCAACTTCGCCGACT
CCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGGCCGGGTCGTTCRAAGCTGGCCGCCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTG
GCCGTCGCCCTCAAGGAGTTCCAGGAGCAGCAGCGCCCTGCCGACGTGTCAAAGGCGCCATCCTCCACGGACTCCAC
GTCCGAGGAGAGCGCGCCGTCCATCACCTCCAGCGACTTGTCTGGTCTGGACGACGAGCACTGGATCGGCGGCATGG
ACGCCGGGTCGTACTACGCAAACTTGGCGCAGGGCATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGCGGGAGGAC
CGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACEAGTTGGACGGATTTGGATGTGTAAAGGTTGTAGA

GAGCAGTACTGTGT:

GCTCAAGCTCAACTAGAGTGACCACATTCCACCAAGCGATCGGCACTCCGGCAGCTAGCGS;EGACTTTGGTATCAA
CGGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCTCGGGGATGCGGTGCCCGTGTGGTCGCCGGCGG
CGAAGCGGCCCGCAGGGCGCACCAAGT TCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGTGGCGTGCGGCGCCGGGGCAGL
GCGGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCAGCTCTGGCTCGGGACGTACGTCGCCGC
CGAGTCCGCCGCGCGCGCTCACGACGCCGCCATGCTCGCCCTGCTCGGACGCTCCCCCTCCGCCGCGGCGTGCCTCA
ACTTCCCGGACTCCGCGTGGCTGCTGGTCATGCCCCCGAGGCTCTCCGACCTGGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCATC
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CAGGCCGTCGCGGGCTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCACCGTGGTCCCGGACGTCGACGAGGCCACCTCCCCTGT
GTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCGGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCGCTGGGCAGCGACATGT
TCGAGCTCGACATGTCCGGGGARATGGACCTGGACGCGTACTACGCGGGCTTTGCCCAGGGGATGCTCCTGGAGCCG
CCGCCCACGCCAGCGTACTGGGAGACCGGAGAGTGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTCTGGAGCTAC-TG
TCTGTAACCTCCAGTGGGITCA

i5 nancue 66b_pour TAA) ( EL)

ATCCCAACTCCACCGCTCAAACCAACCTGCAACTCTCAAGGCAGCGACTTTCCEGCTAGTTTTTGACGCTGCAACCGH
BEGACACCGCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCTGGCAGGG
CGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGGGGCCGGCTCGGGCAGTGGGTGTG
CGAGGTGCGCGTGCGCGGCGCGCAAGGGTACAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACTACCGAGATGGCGGCGCGCG
CGCACGACTCCGCCGTCCTCGCGCTCCTCGACCACGCCGCTTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTG
CCCGTCCTCGCGGCTGGCTCGTCCCGCTTCAGCAGCGCGCGGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGTGGAGTTCCA
GCGGCAGCGGCCCGTCCTGTCCACGCCGGAGACGCACGACGGCGARAAGGACGTCCAAGGCTCACCGACGCCGCGCG
AGCTGTCCACGTCCAGCGACTTGT TGGACGAGCACTGGTTTGGCGGCATGAACGCCGGCTCGTACTATGCGAGCTTG
GCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGGCCGCCAGAGCGCGE

GCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGATCGATCGHBGACGCC
GCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGT GGTCGGAACCGCCGAAGCGGCCGGCCGGCCGGACCAA
GTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGEGCCCCGCCGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGE
GCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCT TTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCGCGCGCACGAC
GCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTCCCCGTCCT
CGCCGGCCCGTTCAGCACGGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCARAGGCAGCACC
CGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGARATCGATGGCTTGCCGGCACCG
AGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTGCTACTCGGA
GTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCATGGCGGGAAGACT TTGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGCCATGGAGCT
ACTTGTTCGACHEEGCAGTTAAAAGTETTTAGACGGTTTCTICIGCTICIGET

GCAGAATTCGCCCTTGCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGAT
CGATCG-GACGCCGCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAACCGCCGAAGCGGCC
GGCCGGCIGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGT
GGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTTTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCA
GCGCGCGCGCACGACGCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCG
GATGCTCCCCGTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACGGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGT
TCCAAAGGCAGCACCCGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAAATCGAT
GGCTTGCCGGCACCGAGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGG
ATCGTGCTACTCGGAGTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCATGGCGGGAAGACTTTGAGCTCGGTGGCGTCGAGA
CACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGAC-GCAGTTAAAAGTTTTTAGACGGTTTCTCTGCTTCTGT’I‘CCA

CTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGATCGATCGREBGACGCC
GCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAACTGCCGAAGCGGCCGGCCGGCTGGACCAR
GTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGC
GCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTTTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCGCGCGCACGAC
GCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTCCCCGTCCT
CGCCGGCCCGTTCAGCACGGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCAAAGGCAGCACC
CGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACARCCGATGACGAGAAGGAAATCGATGGCTTGCCGGCACCG
AGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTGCTACTCGGA
GTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCATGGCGGGAAGACTTTGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGCCATGGAGCT
ACTTGTTCGACHBEGCAGTTAAAAGTTTTTAGACGGTTTCTCTCCTTICTGTITCCA
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GCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCATAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGATCGATCGHEBGACGCC
GCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAACCGCCGAAGCGGCCGGCCGGCTGGACCAA
GT TCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGC
GCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTTTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCGCGCGCACGAC
GCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGCCTCARCTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTCCCCGTCCT
CGCCGGCCCGTTCAGCACGGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCARAGGCAGCACT
CGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAAATCGATGGCTTGCCGGCACCG
AGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTGCTACTCGGA
GTTCATGGAGTCGCCGGATACCAGACCATGGCGGGAAGACTTTGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGCCATGGAGS T
ACTTGTTCGACERRGCAG:

GCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGATCGATCGREBEGACGCC
GCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAACCGCCGARAGCGGCCGGCCGGCCGGACCAA
GTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGC
GCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTTTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCGCGCGCACGAC
GCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTCCCCGTCCT
CGCCGGCCCGTTCAGCACGGCCAAGGAGATCAAGGATGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGACGTTCCAARAGGCAGCACC
CGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGARATCGATGGCT TGCCGGCACCG
AGCGCCCTGTCCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGATCGTGCTACTCGGA
GTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCGTGGCGGGAAGACTTTGAGCTCGGTGGCGTCGAGACACCGCCATGGAGCT
ACTTGTTCGACEAAGCAGTTAAAAGTTTTTAGACGGTITTCTCTGCTICTIGTICCA

ACACCATCGCTCAA GTGCTCAACCATCTCCACTAGCTCTCGACTCAG-GACGTCGCCGACGCTGCCTCCAAGTC
CGGCCAGCATGAGCAGGGICACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCARGTTGCACG
AGACGCGCCACCCGCTGTACCGGGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCC
GGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCGGT
GCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGGATGCTGCCCGTGCTTGCGGCCE
AATCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCGTTGCCGTCGTTGCGTTCCAGCAGCAGCAG
ATTATTCTTCCAGTCGCGTGTCCAACGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCGAGCAACTCTCTGTTTTACATGTCGTCCGT
CGACTTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGAGAGCTTGGCGCAGG
GGATGCTCATGGCGCCGCCGGACGACAGAGTGAGGCGGGAGGACGCCGAGCAGACCGGCGTCGAGACACCGACGCCG
TTATGGAGCTATTTGTTTGAC‘TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTGCGTTGTGTTCTTCCCAAAGGG
GCAATTCCAGCACACTGGGCGGCGTTACTAGTGGATCCGAGCTTCGGT

GAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTGCACGAGACGCGCCA
CCCGCTGTACCGGGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGTGAAGG
GCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCGGTGCTCGCGCTC
TCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGGATGCTGCCCGTGCTTGCGGCCGARTCGTTCGG
CTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCGTTGCCGTCGTTGCGTTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTC
CAGTCGCGTGTCCAACGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCGAGCAACTCTCTGTTTTACATGTCGTCCGTCGACTTGCTG
GAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGAGAGCT TGGCGCAGGGGATGCTCAT
GGCGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCGAGCAGACCGGCGTCGAGACACCGACGCCGTTATGGAGCT
ATTTGTTTGACHBATTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCCATAGTIGCGITGTGTTCTTCCCA

ACACCATCGCICAACGTGETCAACCATCTCCACTAGCTCTCGACTCAGHGACGTCGCCGACGCTGCCTCCAAGTC
CGGCCAGCATGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCGICGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCACG
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AGACGCGCCACCCGCTGTACCGGGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTG
CCCGGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGC
GGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGGATGCTGCCCGTGCTTGCGG
CCGAATCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCGTTGCCGTCGTTGCGTTCCAGCAGCAG
CAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGTCCAACGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCGAGCAACTCTCTGTTTTACATGTCGTC
CGTCGACTTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGT TTGGCGGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGAGAGCTTGGCGC
AGGGGATGCTCATGGCGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCGAGCAGACCGGCGTCGAGACACCGACG
CCGTTATGGAGCTATTTGTT

GCTGCCTCCAAGTCCGGCCAGCATGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCG
GACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGGGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCG
AGGTGCGCGTGCCCGGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCG
CACGACGCCGCGGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGTGGATGCTGCC
CGTGCTTGCGGCCGAATCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCGTTGCCGTCGTTGCGT
TCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGTCCAACGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCGAGCAACTCTCTGTTT
TACATGTCGTCCGTCGACTTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGA
GAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCGAGCAGACCGGCGTCG
AGACACCGACGCCGTTATGGAGCTATTTGTTTGAC-TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTGCGTTGTG
TTCTTCCCA

ACACCATCGC CAAC.GTGCICAAGCATCTCCACTAGCTCTCGACTCAG-GACGTCGCCGACGCTGCCTCCAAGTC
CGGCCAGCATGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCACG
AGACGCGCCACCCGCTGTACCGGGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCC
GGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCGGT
GCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGGATGCTGCCCGTGCTTGCGGCCG
GATCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGTGATCAAGCTTGCCGTCGCCGTTGCCGTCGTTGCGTTCCAGCAGCAGCAG
ATTATTCTTCCAGTCGCGTGTCCAACGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCGAGCAACTCTCTGTTTTACATGTCGTCCGT
CGACTTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGAGAGCTTGGCGCAGG
GGATGCTCATGGCGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCGAGCAGACCGGCGTCGAGACACCGACGCCG
TTATGGAGCTATTTGTTTGAC-TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTGCGTTGTGTTCTTCCCA

GACGTCGCCGACGCTGCCTCCAAGTCCGGCCACCAGGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCATCGGAGCCGC
CGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGT TCCGTGAGACACGACACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTIGGCCGG
GTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCAGGAGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGC
CGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCGGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACT
CCGCATGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCEGEGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTIGCCGTIC
AGCCGTCGCCGTCGTCGCGT TCCAGCTGCAGCAGAATATTCCTCCAGCCGCGTGTCCAACGGTGGAGCCGACCGACA
GCCCGAGCAACTCTCTGTTCTACATGTCGTCCGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCACTGGTTTGGCGGCATG
GATGCCGGGTCGTACTACGACAGCT TGGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACCACAGAGCGAGGCGGGAGGA
CGCCGAGCAGACGGGCGTCGAGACACCGACGCCGCTATGGAGCTATTTGTTTGAC-TTCAGCACGCAGTGTAAAG
TTGTCGATAGTTCTGTTGTGTTCTTCCCGATCTGG

TGCCTCCAAGTCCGGCCACCAGGAGCAGGGTCACAGGACGGTGTCATCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGA
CCAAGTTCCGTGAGACACGACACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAG
GTGCGCGTGCCAGGAGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCT TCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCA
CGACGCCGCGGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGGATGCTGCCCG
TGCTCGCGGCCGGGTCGTTCEECTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCAGCCGTCGCCGTCGTCGCGTT
CCAGCTGCAGCAGAATATTCCTCCAGCCGCGTGTCCAACGGTGGAGCCGACCGACAGCCCGAGCAACTCTCTGTTCT
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ACATGTCGTCCGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGATGCCGGGTCGTACTA
GACAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCGAGCAGACGGGTE
CGAGACACCGACGCCGCTACGGAGCTATTTGTTITGACTAATTCAGCACGCAGTGTAAAGTIGTCGATAGTTCTGTTG
TGTTCTTCECEGATEEG

-~

EAAACE
CCTAGEEECCGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCACCGAAGCGGCCCGCGGGGCGG
ACCAAGTTCCAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGCCAGCGGGGGCCCGCCGGGCGGTGGGTCTGCGA
GGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGTCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCCC
ACGACGCCGCCGTACTCGCGCTCTCCGGCCGCAAAGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCC
GTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTT
CCAGCGGCAGCAGATCGTTCTTCCAGTCGCGTGCCCGGCGGCGGAGCCGGCCGTCGCCCCGAGCGGCGCGCTGTTCT
CCATGTCGTCAGGCGACTTGCTGGAGCTCGACGACGAGCAGTIGGTTTGGCGGCATGGTCGCCGGGTCGTACTACGAG
AGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACGCCGGAGCCTGGCGAGAGGACAGCGACCACAGCGGCGTGGC
GGAGACGCAGACTCCGTTGTGGAG TCGCTGAGCTAAGCAGACCARAGTTTTACTGTACATATTAGTTTCGGAA
GAAACAGAGTAGGCAGTTITGTTTCTTCGTTGTGTATAGCA

CTGAGBAGCAGCAGAGATCTCCGCAAGCTCTTGACCTAGARGCAGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGGT
GAGGTCGGAGCCACCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGC
GCCAGCGGGGGCCCGCCGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGC
ACCTTCGTCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCCCACGACGCCGCCGTACTCGCGCTCTCCGGCCGCAAAGCCTGCCT
CAACTTCGCCGACTCCGCCTIGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGA
TCAAGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTTCCAGCGGCAGCAGATCGTTCTTCCAGTCGCGTGCCCGGCGGCG
GAGCCGGCCGTCGCCCCGAGCGGCGCGCTGTTCTCCATGTCGTCAGGCGACTTGCTGGAGCTCGACGACGAGCAGTG
GTTTGGCGGCATGGTCGCCGGGTCGTACTACGAGAGCTTGGCCGCAGGGGATCGCTCGTGGAGCCGCCGGACGCCGGAG
CCTGGCGAGAGGACAGCGACCACAGCGGCGTGGCGGAGACGCAGACGCCGTTGTGGAGCEAAT CGCTGAGCTAAGCA
GACCAAAGTTTTACTGTACATATTAGTTTCGGAAGARACAGAGTAGGCAGTTTGTTTCTTCGTTGTGTATAGCA

AGTGCTCCACACTTGAGAAGCAGCAGAGATCTCCGCAAGCTCTTGACCTAG CGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCG
3CACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCACCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCAGGAGACGCGCCACCCGCTGT
1CCGCGGCGTGCGCCAGCGGGGGCCCGCCGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGG
JTCTGGCTCGGCACCTTCGTCACCGACGAGATGGCGGCGCGCGCCCACGACGCCGCCGTACTCGCGCTCTCCGGCCG
2AAGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCA
;CGCGCGGGAGATCAAGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTTCCAGCGGCAGCAGATCGTTCTTCCAGTCGCG
T 3CCCGGCGGCGGAGCCGGCCGTCGCCCCGAGCGGCGCGCTGTTCTCCATGTCGTCAGGCGACTTGCTGGAGCTCGA
CGACGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGTCGCCGGGTCGTACTACGAGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGC
T TTAUCECCECACGCCTEGECGAGAGGACAGCGACCACAGCGGCGTGGCGGAGACGCAGACGCCGTTGTGGAGCTAATCG
TCAGCTAAGCAGACCRARAGTTTTACTGTACATATTAGTTTCGGAAGARAACAGAGTAGGCAGTTTGTTTICTTCGTTG
FGTATAGCA

5

ETaCBREINEG=9 S ES12 A
GGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCA GCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGGGRTE
TGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATGGCGGCGCG
CGCGCACGACGCCGCCGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGCATGC
TGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCTGTCGCCGTCGTC
GCGTTCCTGCGGAAGCAGATTGTTCTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTCCCGATCGC
CGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGAAGCTGCCAGTTC
CGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCCGAGTTTTAC
ATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAG
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CTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCCAGGCCGGAGAGCGGCGAGCAGAGCGGCGTCC
AGACGCCGCTGTGGAGCTGCTTGTTCGAC-TTTAGCGATACTGTCAAG'I‘TGTAGATAGTCGCCT

CGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGT GCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCAC
CTTCAACACGGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCATGACGCCGCCGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCA
ACTTCGCCGACTCCGCATGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGAGCGAGATC
AAGGCCGCCGTCGCTGTCGCCGTCGTCGCGTTCCTGCGGAAGCAGATTGTTCTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGC
GCTCCAGCAGAAGCAGGTCCCGATCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCG
TGGTGGCGCTCCAGAAGCTGCCAGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCA
GTCGCGTGCCTGGCGCCCGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGG
CATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCCAGGCCGG
AGAGCGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGAC-TTTAGCGATACTGTCAAGTTG
TAGATAGTCGCCT

CAACACAGCCGTTGATTCTTCCACTACTCCCGCTCCACACCTCCCACGAGCGTCTCCGCCAGCTCTCGACTCAGII.
GACGTCGCCGACATCGCCICCCCGTICCGGCCAGCAGGAGCAGGGCCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGLG
GCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGL
AGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATG
GCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCCGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATG
GCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCTGTCG
CCGTCGTCGCGTTCCCGCGGAAGCAGATTGTTCTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTC
CCGATCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGAAGCT
GCCAGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCCG
AGTTTTACATGICTTCC

CAACACAGCCGTTGA’I‘TCTTCCACTACTCCCGCTCCACACCTCCCACGAGCGTCTCCGCCAGCTCTCGACTCAG-
GACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTICCGGCCAGCAGGAGCAGGGCCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCG
GCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGC
AGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATG
GCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCCGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTG
GCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCCTTCGGCTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCTGTCG
CCGTGGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTGTTCTTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTC
CCGATCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCGGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGCT
GCCAGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCCG
AGTTTTACATGTCGTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTAC
TACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGAGCGGCGAGCAGAGCGG
CGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGAC-TTTAGCGA

GCCGCTGA'ITCCATCACTACTACCACTCCACACCTCTCACGAGCATCTCCGC’I‘AGCTCTCGACTCAG-GACGTCG
CCGACATCGCCTCCCGGTICCGGCCAGCAGGAGCAGGGGCACCGAACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGCCCTGCG
GGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGGGT
GTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCARGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATGGCGGCGC
GCGCGCACGACGCCGCGGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGGATG
CTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCGTTCGGCTTTGACAGCGCGCGGGAGATCAAGGCCGCCGTCGCCGTGGCCGTCGT
CGCGTTCCAGCGGAAGCAGATCATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTTGCGCTCCAGCAACAGCAGGTTCCGGTCGCAG
TGGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTCCCGCTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTCCG
GTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTTTA
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CATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACG
CGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGA

CGCCGAAGCGCCCTGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGL
CGCGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACAC
GGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCGGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCG
ACTCCGCCTGGCGGATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGCTCGTTCGGCTTTGACAGCGCGCGGGAGATCAAGGCCGCC
GICGCCGTGGCCGTCGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATCATTCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTTGCGCTCCAGCAACA
GCAGGTTCCGGTCGCAGTGGCCGTGGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTCCCGCTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCC
AGCAGCTGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGCAGATCATTCTTCCAGTCGCGTGC
CTGGCGCCGGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCCGTTGGAGCTGGACGAGGAGCAGT GGTTTGGCGGCATGGAGGC
CGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCG
AGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCACTATGGAGCTGCTTGTTCGAC-TTTAGCACTATTGCCAAGTTGTAGATAGTC
GCGCTICTT

CCGCTGATTCTTCCAGTACTCCTGCTCCACACCTCCCACGAGCGTCTCCGCCAGCTCTCGACTCAGHEIBGACGTCGC
CGACATCGCCTCCCCGTCTGGCCAGCAGGGGCATCGGGGACACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGARGCGCCCCG
CGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGG
GTGTGCGAGGTGCGCGTGCCTGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATGGCGGC
GCGCGCGCACGACGCCGCTGTGCTCGCGCTCATCGGCCGCGCCGCCTGCCTCARCTTCGCCGACTCCGCATGGCGCA
TGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGT TTCGGCAGCGCGAGCGAGATCARGGCCGCCGTCGCCGTGGCCGTC
GTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGT TCCGGTCGC
CGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTC
CGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTTTAC
ATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTTGATGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGCGAG
CTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGARAGAGCGAGGCCGGAGCACGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGA
CGCCGCTATGGA

CCGCTGATICTTCCAGTACTCCTGCTCCACACCTCCCACGAGCGTCTCCGCCAGCTCTCGACTCAG-GACGTCGC
CGACATCGCCTCCCCGTCIGGCCAGCAGGGGTATCGGGGACACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGCCCCG
CGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGG
GTGTGCGAGGTGCGCGTGCCTGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATGGCGGC
GCGCGCGCACGACGCCGCTGTGCTCGCGCTCATCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGCA
TGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGTTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCCGTGGCCGTC
GTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTTCCGGTCGC
CGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTC
CGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTTTAC
ATGTCTTCCGG

CCGCTGATTCTTCCAGTACTCCTGCTCCACACCTCCCACGAGCGTCTCCGCCAGCTCTCGACTCAG-GACGTCGC
CGACATCGCCTCCCCGTCTIGGCCAGCAGGGGCATCGGGGACACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAAGCGCCCCG
CGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGAGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGG
GIGTGCGAGGTGCGCGTGCCTGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGAGATGGCGGC
GCGCGCGCACGACGCCGCTGTGCTCGCGCTCATCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGCA
TGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGTTTCGGCAGCGCGAGCGAGATCAAGGCCGCCGTCGCCGTGGCCGTC
GTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGGTTCCGGTCGC
CGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGAAGCAGGTTCCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTC
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CGGTCGCCGTGGCCGTICGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTCCAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTT
TACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTTGAC

TGCGGCGCCGTGGCCGCGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCTGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCT ™
GGCACCTTCAACACGGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCTGIGCTCGCGCTCATCGGCCGCGCCGCCTE
CCTCAACTTCGCCGACTCCGCATGGCGCATGCTGCCCGTGCTCGCGGCCGGGTCGTTCGGTITCGGCAGCGCGAGCE
AGATCAAGGCCGCCGTCGCCGTGGCCGTCGTCGCGTTCCAGCGGAAGCAGATTATTCCGGTCGCCGTCGCCGTTGTw
GCGCTCCAGCAGCAGCAGGTTCCGGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTCCAGTAGAAGCAGGTTCCGGICGCCGTGGL
CGTCGTGGCGCTCCAGCAGCTGCAGGTTCCGGTCGCCGTGGCCGTCGTGGCGCTCCAGCAGCAGCAGATTATTCTTC
CAGTCGCGTGCCTGGCGCCGGAGTTTTACATGTCTTCCGGCGACCTGTTGGAGCTTGACGAGGAGCAGTGGTTTGGC
GGCATGGACGCTGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCGCCGCCGGACGAAAGAGCGAGGCC
GGAGCACGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGCTCGACHARTT TAGAACTACTTICAAGT
TGTAGATTTAGGAAGAAACATACTAGGCAC

>TaCBEIVA=B22-Ni5:
CCTCCAGEICTCAGCACACATEGACC TGCTCGACCGTCTCCACTAGCGCTCGTCCAAGEEBGACGTCGCCGATET

CCTCCCCGTCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAAGCGACCCGCGGGGCGGACT
AAGGTACATGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCAGCGGGGCCGGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGGT
6CGCGTGGCCGGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCAL

ACGTCGCCGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGGGCTGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCCTGGCGCATGCTGCCCETG

GAAGGAGCAGATTATCCCAGTCGCCGTCGCCGTGGTGGCGATCCAGAAGCAGCAGATTATCCCAGTCGLTGTL G,
TCGTGGCGATCCAGAAGCAGCAGATTATCCCGTCGCCATCGTGGCGCTCCAGAAGCAGCAGATTCCAGTGGCTET
CCCTCGTGGCGCTCCAGGAACAGCAGGTCCCAGTCGCCGTCGCCGTCGTGGCGCTTCATCGGCAGCAGGTTCZE™T
GCGTGCCCGGGAACCTCCGGCCCGGGCAGCGCTCTGTTTTACATGTCGTCCAGCGACTTGTTGGAGCTCGACGAST:
GCAGTGGTTTGGCGGCATGGAGGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCGTGGCACCGCCREERT -
AAAGAGCGAGGACGGAGGACGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCCACTTGTTCACCERATCTAGT
AGTGTAER
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