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1J sl
Ji sl/er
Al Blagajev votin (Daphne blagayar) je nizka polegla grmovnica iz druzine diolovk

(Thymelaeaceae). Zaradi svoje redkosti je peaktiv vseh drZzavah, v katerih se poja
zavarovan z nacionalnimi akti. Namen naloge je dvitechotiti varstveni status Blagajeve
vol¢ina na podlagirazlicnih molekularnih markerjev. DanaSnji areal Blagaga votina je
fragmentiran in obsega Balkanski polotok in juznemunske Karpate. N& nastank
fragmentiranih nahajalidni znan. Po eni odaelag naj bi Blagajev véin v interglacialu zased
strnjen areal in se iz njega Siril proti severs@verozahodu, po drugi pa naj bi bila fragmenti
severna nahajalia posledica razkosanja v glacialu in kot taka maebohranila do danes. Ka
nastanka izoliranih populacij igra vlogo pri zngp@pulacijski in medpopulacijskigensk
variabilnosti, kar posledno vpliva tudi na varstvo vrsté/zoréenje Blagajevega wiha je
potekalo na 21 lokacijah znotraj celotnega areedtew letih 2009 in @10. Kot orodje za ocel
varstvenega statusa smo uporabili kloroplastno D&AAFLP markerje. Vifogeografsko analiz
smo VKljuili 95 rastlin iz vseh 21 populacij. Raziskava tgeneljila na analizi petilmedgenski
vmesnikov kloroplastne DNApI20—rps12 atpB-rbcl, trnL—F, psbA—trnHter trnK—matK skupa
z genommatK Rezultati kaZzejo na obstoj treh skupin: sevekupisie, ki vkljutuje slovenske i
italijanske populacije, juzne skupine, ki vkijije populacije iz Makedonije&irne gore in Stolca
(BiH) ter osrednje skupine, ki vkkuje ostale vzdrene populacije. Tako haplotipna
nukleotidna raznovrstnost sta najvisji v osredn@jnizji pa v severni skupini. V drugem d
raziskave smo s pomsio dominantnih AFLP markerjev ocenili genetsko ktwo izbranih13
populacij ter ocenili genski pretok med njimi. Rkati kazejo na razmeroma @ genetski
diferenciacijo vrste (§= 0,4) in na odsotnost genskega pretoka med odudaljgopulacijami. ¢
pomaijo programov STRUCTURE in BAPS smo populacijewraili v skupine, ki pa nis
popolnoma usklajene s skupinami glede na kloroptagdNA. Neusklajenost vzorcev, ki
kazeta kloroplastna DNA in AFLP, lahko pripiSemozlignim n&inom razmnozevan
posameznih populacij ter rastiemu nainu dedovanja kloroplastne in jedrne DNA. Na pgila
obeh markerskih sistemov lahko za Blagajew€ivobredlagamo identifikacijo treh evolucijs
pomembnih enot (angl. Evolutionary significant anESU) in ene dodatne upravljavske er
(angl. Management units; MU), na katere bi se nwooatedotgiti varovanje vrste v prihodnosti.
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sl
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Blagay's daphneDaphne blagayar) is a small decumbent bush from family Thymelaeacea
Due to its rarity it is protected by national ldgtgon in almost all countries within its rangehe
aim of this work was to assess the conservaticustaf Blagay's daphnééphne blagayana
throughout its distribution range, ugirchloroplast DNA (cpDNA) and AFLP markers.
present distribution ob. blagayanais fragmented and comprises the Balkan Peninsidatlza
southern Romanian Carpathianklowever, the mechanism leading to such fragme
distribution range is not well understood. Accoglito one interpretatiorD. blagayanahad ¢
smaller distribution range during the interglaciifter which it expanded north and northw
According to another interpretation, the fragmerdeghl is the result of fragmentation durihg t
glacial and is still preserved today. The mechasideading to isolated populations play
important role in within-and between-population ggn variability, which in turn is relevant
species conservation.Sampling @f blagayanawas conducted &1 locations across the en
distribution range in 2009 and 2Q1dpDNA and AFLP markers were used as a tool feessing
its conservation status. The phylogeographic armlgsluded 95 plants from 21 populations.
study was based on the analysis of five spaceomsgdf chloroplast DNArpl20-rps12 atpB-
rbcL, trnL-F, psbA-trnHandtrnK—matKwith the genenatK The resultsuggest the existence
three clustersthe northern cluster (SLO), including Slovenian dtalian populations, tt
southen cluster (J), including populations from Macederontenegro and Stolac (BiH), @
the central cluster (SR), including the remainingpyations.Both haplotype and nucleoti
diversity were highest in the central cluster amadst in the northern cltey.In the second part
the study we assessed genetic structure and gewebBtween 13 selected populations u
dominant AFLP markers. The results showed a redbtistrong genetic differentation {= 0.4)
and absence of gene flow among distargytations. Using programs STRUCTURE and B¢
populations were subdivided into 2 and 7 groupspeetively. The groupings proposed
STRUCTURE and BAPS are not fully congruent with &g®clusters. This incongruence miy
be attributed to different reprodiion strategies within populations, and to differenodes c
inheritance of chloroplast and nuclear DBAsed on both marker systems we can sugge
identification of three evolutionarily significaniits (ESU) and one additional management
(MU), on which conservation efforts should be fadin the future.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

16S— mitohondrijski gen za 16S rRNA

6-FAM — standardno flurescentno barvilo modre barve, ski uporablja pri
genotipizaciji
A — adenin

AFLP — polimorfizem dolzin pomnozenih fragmentov (an@implified Fragment
Length Polymorphisin

atp — geni, ki kodirajo podenote ATP sintaze, rdpE, atpl, atpF... GenatpB kodira
beta podenoto ATP sintaze.

Bl — Bayesova statistika (an@ayesian inferenge

bp — bazni par

C —citozin

CpDNA —kloroplastna DNA

DNA — dezoksiribonukleinska kislina

ESU — evolucijsko pomembne enote (argylolutionary significant units)

G — gvanin

IR — obrnjena ponovitev (anghverted repegt

IUCN — Svetovna zveza za varstvo narave (amgernational Union for Conservation

of Naturg
LSC — dolg predel kloroplastne DNA z geni, ki nisonpuljeni (angl.large single-
copy)

matK — kloroplastni gen, verjetno vkifen v izrezovanje intronov maturaze

MtDNA — mitohondrijska DNA

MP — drevo najv&ega verjetja (anglmaximum parsimony tr¢e

MU — upravljavska enota (anghanagement unit

PCR - verizna polimerizacija (angbolymerase chain reactiyn

poli-A/T — zaporedje adeninov/timinov, daljSe od 5 bazrénop, imenovano tudi
mononukleotidni mikrosatelit

psb— geni, ki kodirajo proteine fotosistema Il, npsbA
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RAPD — nakljutno namnoZzena polimorfna DNA (anflandom Amplified Polymorphic
DNA)

rbcL — geni, ki kodirajo podentote ribuloze-1,5-bistiskarboksilaze (Rubiscojbcl
kodira veliko (L; angllarge) podenoto Rubisca.

RFLP — polimorfizem dolzin pomnozenih fragmentov (anBestriction Fragment
Length Polymorphisin

rpl20 — gen, ki kodira veliko ribosomalno podenoto (laatzaribosomal protein large
20)

rpsl2 — gen, ki kodira majhno ribosomalno podenoto (keatzaribosomal protein
small 19

SMM — model postopnih mutacij (angkepwise mutation model

SNP — polimorfizem posameznega nukleotida (agghgle Nucleotide Polymorphigm

SSC - kratek predel kloroplastne DNA z geni, ki nisonpvljeni (angl.small single-

copy

SSR — enostavne ponovljive sekvence, imenovane tudirasateliti (angl. Simple
Sequence Rep@gat

T —timin

trn — prenasalni RNA geni (andtansfer RNA; npr.trnH, trnF, trnL

VIC - standardno flurescentno barvilo zelene barveekiporablja pri genotipizaciji
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SLOVARCEK

aloencimi — tudi alocimi; razltice istih encimov, ki jih kodirajo razini aleli istega
lokusa in jih lahko I6imo s pomdjo elektroforeze.

arktoterciarna geoflora — eden od dveh kljinih vegetacijskih tipov v Evropi med
terciarjem, za katerega so #itae Sirokolistne listopadne vrste.

Bayesov princip/statistika — metoda v filogenetski analizi, ki vrednoti hippé na
podlagi posteriorne verjetnosti.

fukcionalna omejenost(angl. functional constraint— DNA zaporedja, znotraj katerih
mutacije vplivajo na funkcijo, kazejo #@ funkcionalno omejenost kot zaporedja,
ki nimajo funkcije. M@nejSa kot je funkcionalna omejenost, nizja je sjf@pn
mutacij.

genetska struktura — se nanaSa na kakrSen koli vzorec genetske deterzned ve
populacijami. Ob prisotnosti genetske strukturektaha podlagi osebkov iz dane
populacije sklepamo o0 genetskem make-upu posamazresgbka iz iste
populacije.

genetska variabilnost— sposobnost bioloSkega sistema (npr. osebkaglilacije), da
se spreminja ¥asu.

genetska diferenciacija— kopienje razlik v frekvencah alelov med popolnoma ali
deloma izoliranimi populacijami. Merilo genetskdedenciacije je npr. fiksacijski
indeks Fr.

genetska diverziteta (tudi genetska raznolikost)- skupno Stevilo genetskih razlik
(nukleotidov, genov, kromosomov ali celotnih geneioznotraj ali med
populacijami.

hipoginijski disk — anatomsko del cveta; podaljSek cv&tjsha katerem je nam&ha
plodnica.

inbriding (angl. inbreeding — oplojevanje v ozjem sorodstvu. Merilo za stopnj
sorodnosti med dvema osebkoma podajamo s koefacrennbridinga (angl.
inbreeding coefficieNt V nalogi uporabliamo namesto daljSega slovenskeg
prevoda splosno uporabljen izraz inbriding.

intron — nekodirajée nukleotidno zaporedje znotraj gena, Kiuje eksone in se izreze

iz RNA, preden obve&valna RNA (MRNA) zapusti jedro.
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izoencimi — tudi izocimi; encimi, ki katalizirajo isto kemsko reakcijo, vendar jih
kodirajo geni na razinih lokusih in imajo razéino kemijsko strukturo.

klasiéno nahajali&e (lat. locus classicus— mesto, Kjer je bila neka vrsta prviajdena
in od koder izhaja tudi tipski primerek.

medgenski vmesnik- nekodirajée nukleotidno zaporedje med dvema genoma.

metoda najvejega verjetja — metoda, ki izbere hipotezo sorodstvenih odnokiovna
najveije verjetje v okviru izbranega evolucijskega modela

mismatch distribution — razporeditev neskladja nukleotidnih zaporedij.

paleotropska geoflora— eden od dveh Kkljinih vegetacijskih tipov v Evropi med
terciarjem, za katerega so Ziae vednozelene lovorolistne vrste.

paralog — gen, ki nastane z duplikacijo gena v organizmalkp gena zasedata dve
razlicni mesti v istem genomu.

u¢inek ustanovitelja (angl. founder effedt— izguba genetske variabilnosti, do katere
pride, ko se nova populacija formira iz majhnegaitd osebkov iz ene populacije.

usmerjena selekcija— selekcija, ki favorizira ekstremne fenotipe posthlimi fenotipi,

kar povzr@i spremembo frekvence alelov v smeri favoriziranfgetipa.
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1 UuUvOoD

Balkanski polotok, zlasti njegov zahodni gorati,detedstavlja vréo tocko biotske
raznovrstnosti v Evropi. Poleg velikega Stevilat\es zanj znailen tudi endemizem.
Vzrokov za visoko biotsko raznovrstnost olifjao je ve&. Predvsem so k temu
pripomogli velika ekoloSka stabilnost, topografskeklimatska raznolikost ter lega na
prehodu med razlhimi favnistiénimi in floristicnimi regijami (KryStufek in Reed,
2004; Reed in sod., 2004). K veliki pestrosti j¢oyo pripomogel tudi refugialni ziaj
obmaija. Balkanski polotok je zadnjih 1,8 milijona lgfral viogo glacialnega refugija,
saj je bilo obmgje izven ledenega pokrova, ki je takrat prekrivatino srednje in
severne Evrope. PalinoloSke raziskave so pokazgdeskinjeno prisotnost gozdov med
glaciali in interglaciali (Huntley in Birks, 1983kar je vrstam omogdo ne samo
prezivetje, temwe tudi evolucijo vrst (med katerimi je veliko endeémih) na mestu

samemif situ).

Balkanski polotok zaradi svojega ziaga - sklenjenih gozdov, visokih vrhov, pa tudi
zaradi prisotnosti vojn v zadnjih desetletjih - danes ohranja status ene zadnjih
ohranjenih divjin v Evropi. Relativha ohranjenodinmija je omogdila preZivetje
reliktnim vrstam, ki se danes drugod po svetwafz intenzivno degradacijo okolja.
Vrste, prilagojene na velika podnebna nihanja ietgklosti, imajo potencial, da
prezivijo tudi v prihajajéih klimatskih spremembah, ki se napovedujejo zhagpajaa
desetletja. Kljub vsemu Stevilnim vrstam, predvs&fjim endemitom, tudi na

Balkanskem polotoku grozi izumrtje zarg&tbveSke dejavnosti.

V recentni flori druzine vd@inovk (Thymelaeaceae) sta na olifjnoBalkana prisotna
dva rodova: rodhymelaeaMill. (pti¢ji kljunéek) ter rodDaphneL. (vol¢in). Blagajev
vol¢in (Daphne blagayandreyer) velja za terciarni relikt lovorolistnih giav, ki so
bili v preteklosti verjetno razSirjeni vse od vzinedAzije do juzne in srednje Evrope.
Uvr&amo ga v sekcijo Daphnanthes C.A. Meyer, v kateddruzene vrste, ztitne za
vzhodnoazijske lovorove gozdove ter vrste,cdna za SirSe sredozemsko obfj®o
(Keissler, 1898). Oblika in zgradba listov kazet sorodnost z vzhodnoazijskimi

»lovorolistnimi« votini. Njegovo pritalno razrast razlagajo z dejstvaia, je le na tak
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nain (pozimi zavarovan s snegom in steljo) lahko p&lZ2do danaSnjeg&asa, v

katerem vladajo ostrejSe podnebne razmere (Prakr@0o04).

Zaradi zanimive zgodovine odkrivanja vrste, ki irkasicno nahajali8e prav v

Sloveniji, je bilo Blagajevemu v&ihu posvéeno veliko strokovno in poljudno
zanimanje. Kljub temu nekateri aspekti problematikste Se niso bili razreSeni.
Nastanek njenega areala, realna ogrozenost disjhnktopulacij ter znotrajvrstna

diferenciacija so vpraSanja, na katera zaenkratrSamo jasnega odgovora.

1.1 NAMEN DELA

Namen doktorske naloge je oceniti genetsko diveiziBlagajevega vdina na podlagi

razlicnin molekularnih markerjev.

Danasdnji areal Blagajevega vila obsega Balkanski polotok in juzne romunske
Karpate. Vrsta se je na obtij@ svojega danasSnjega areala verjetno razSirildae
Azije, od koder se je postopoma Sirila proti sezatwdu. Predvidevajo, da je bila vrsta
v terciarju verjetno splosno razsirjena na Balkanslpolotoku, kjer je zasedala strnjen
areal (Kerner, 1891; Paulin, 1902).

Vendar danasnji areal vrste na Balkanskem polotolaklenjen: osrednji, naj¢g del
njenega obm#a razsirjenosti obsega Bosno in Hercegovino, Srir Crno goro;
slovenske populacije tvorijo skupaj s hrvaskimi itatijanskimi obseznejSe obrtje
razSirjenosti na severu. Vrsta se pojavlja tudi ak&doniji, Albaniji in na Kosovu.
Najbolj juzne populacije se nahajajo disjunktno evexni Gtiji, na vzhodu pa v
gorovju Balkan v Bolgariji ter v Romuniji (J Karpaih Transilvanija). Vrsta je v
osrednjem delu areala najpogostejSa na serpeRjgmjo najpogosteje najdemo skupaj
s ¢rnim (Pinus nigraArnold) in rd&im borom Pinus sylvestrid..), omoriko Picea
omorika (Parti¢) Purkyne) ter v hrastovih in bukovih gozdovih (Bodék, 1965).
Slovenske in hrvaSke populacije uspevajo na katbopadlagi (dolomit), pojavlja pa

se tudi na apnencu (npr. populacije v Romuniji,gaaii in Makedoniji).

Ker so nekatere populacije med seboj oddaljeneveidsto kilometrov, predvidevamo,

da med njimi ne prihaja do izmenjave genetskegeenadd - populacije so genetsko
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izolirane. O nastanku fragmentiranih nahafaligé severu obstajata dve hipotezi. Po
prvi (Keissler, 1896) naj bi Blagajev wih v interglacialu zasedal strnjen areal in se iz
njega Siril proti severu in severozahodu. Drugatépa (Kerner, 1891) pa pravi, da so
fragmentirana severna nahajaéiSposledica razkosanja v glacialu in taka naj bi se
ohranila do danes. Kerner (1895) se opira na trditla je v primeru reliktnih vrst
izumiranje posameznih populacij vrste posledicate® so take vrste nekpripadale
drugani flori in so v danasSnjersasu izrinjene na rob prezivetja na ozemlju, narkeate
prevladuje drugéna flora. Ti hipotezi do danes nista bili potrjeli ovrzeni. N&in
nastanka izoliranih populacij (vikariantni prosisperzijskemu né&nu; Milne 2006)
igra vlogo pri znotrajpopulacijski genski varialmbti populacij, saj vikariantni dan
nastanka populacij predvideva ¢j@ genetsko diverziteto znotraj fragmentiranih
populacij, medtem ko disperzijski model nastankajhma populacij napoveduje

manjSo genetsko diverziteto znotraj izoliranih papij.

S pomajo sodobnih molekularnih metod Zelimo preveritii jgl za Blagajev vd@in

obstajal en ali veledenodobnih refugijev, v katerih se je vrsta ofak in se razvijala.

S pom@jo molekularnih tehnik zelimo tudi preveriti, alegetski podatki potrjujejo
obstoj v& podvrst Blagajevega wugha. Blagajev valin je v celotnem obmiu
razSirjenosti sploSno sprejet kot enotna vrsta,daerse v literaturi omenjajo tudi
nekatere podvrste oziroma varietete (npr. Fukat®g9; Lakus, 1974; Markova in
Cherneva, 1979; Praprotnik, 2004).

S pomajo obstoj€ih literaturnin podatkov bomo preverili varstvenatsis populacij
Blagajevega vd@ina v posameznih drzavah, kjer se pojavlja. S pgonmolekularnih
metod pa bomo opredelili varstveno pomembne emtskusali ovrednotiti varstveni

status Blagajevega vha v Sloveniji.
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1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE

V okviru raziskave bomo potrdili ali ovrgli naslgdrhipoteze:

1. Delitev Blagajevega w&iha na domnevne podvrste (sublrchenfeldiana subsp.
kellereri, subspzogoviii) ne odraza dejanske filogeografske strukture vrste

2. Na Balkanskem polotoku je obstajalai vabmaij ledenodobnih refugijev (centrov
diferenciacije) za Blagajev woh.

3. Posamezne populacije Blagajevegacimal so izolirane, med njimi ni genskega
pretoka.

4. Otakasta razporeditev populacij Blagajevegacid je posledica disperzijskega

natina razSirjanja med ledenimi dobami.



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayanes filogeografsko analizqs
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

2PREGLED OBJAV

2.1 DRUZINA VOLCINOVK (THYMELAEACEAE) IN ROD DAPHNE

Druzina votinovk obsega okoli 600 vrst v 50 rodovih (Petersbf78; Takhtajan,
1997). Sistematsko jo ponavadi waf v red Myrtalesg¢eprav nekateri sistematiki
izrazajo pomisleke o taki uvrstitvi (Cronquist, B)8in jo povezujejo z druzino
Flacourtiaceae (red Violales). RazSirjena je porakoelotnem tropskem in zmernem
pasu, raznolikost druZine pa jecjee na juzni polobli (Peterson, 1978; Heywood, 1995;
Takhtajan, 1997).

Druzina se deli na 4 poddruzine, in sicer na poddou Thymelaeoideae
(najStevitnejSa poddruzina z najbolj znkimi predstavniki Gnidia, Pimelea
Wikstroemia Daphne in Lasiosiphoi, Aquilarioideae (vkljguje 7 majhnih rodov s
tihomorskega obmiga in Afrike), Gonystyloideae (trije majhni rodoiz JV Azije in
Bornea) ter Gilgiodaphnoideae (en sam rod iz Zk&fyi Za prvo poddruzino je zéitna
ena sama visa semenska zasnova, predstavniki druzine Aquitkeee imajo dve
semenski zasnovi (redko &)¢ medtem ko imajo tri semenske zasnove predstavnik
poddruzine Gonystyloideae (Heywood, 1995). V Evr@oznamo le tri rodovne

predstavnike druzine vihovk, rodoveDiarthron, Daphnein Thymelaea

Rod voEkinov obsega okoli 90 vrst z razSirjenostjo v Evrofkiji do Avstralije in
Pacifika (Halda, 1998). Rod pripada taksonomsko feksnemu tribusiDaphneae
C.A. Meyer. Evolucijska razmerja med rodovi znotrdjusa ter znotraj samega rodu so
nejasna. Zapleten kompleks sestavijata roddwaphne in Wikstroemia na
jugozahodnem Kitajskem, saj rodova rd&mij@ predvsem anatomska zgradba
hipoginijskega diska, ki je pri prvem sklenjen, grugem pa sestavljen izcenih lusk
(Halda, 1998).

Primarni center evolucije rodDaphnese nahaja na jugozahodnem Kitajskem. Drugi,
manj aitni centri so v hribovitih obm&ih Evrazije (Halda, 1998). Gre za majhne
grmicke ali redko nizka drevesa. Vsi evropski predstavaidu so pritlikavi do srednje
veliki grmicki. Veje so prozne, z mdaimi likovimi vlakni, listi so na poganjkih

namesgeni premenjalno, redko nasprotno; pogosto se naht@eminalno na koncu vej.
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Zvezdasto somerni dvospolni cvetovi so zdruzenenmtnalna ali zalistna socvetja,
redko so posartni. Cvetovi so pisani do zelenkasti,cugoma opojno disg. Cvetno
odevalo je enojnatasni listi so 4 (5), petaloidni (obarvani) in mexbgj zrasli, ve&ni
listi pa so zakrneli ali jih ni. PrasSnikov je 8 {1& 2 obr@ih, 4 (5) se jih nahaja blizu
vrha, preostali 4 (5) pa v sredini hipantija. Pr&se niti so kratke. Vrat pegt je
kratek, brazda velika, sette ali skoraj sed@, glavtasta. Plod je ké&ast, z
omesenelim ali usnjatim eksokarpom (Webb in Fengu4893). Semena so obdana s
trdo ovojnico, endosperma je malo, plodnica je eedalasta, s slabo vidnim okem
hipoginijskih lusk na njeni bazi (disku) (Halda,9B).

Halda (1998) deli rodDaphnena 15 podrodov in 10 sekcij. V Evropi se pojadjavrst

vol¢inov (Webb in Ferguson, 1993), od tega jih v Sloyeajdemo Sest.

2.1.1 Daphne blagayandreyer

2.1.1.1 BioloSke znailnosti

Blagajev votin je vednozelen grraek s poleglimi, kip&mi poganjki. Poganjki
dosegajo dolzino 1 m in se lahko vzpnejo do 30 ¢soko. Listi so nameé&ni na
poganjkih terminalno. Po obliki so narobégsti, s topo do zaSiljeno listno konico,
temno zeleni z gladkim robom, na otip usnjati. @veso zdruzeni v ovrSne, glaaste
kobule z 10 do 15 cvetovi. Posamezni cvetovi sanlasto bele barve, opojno die
Plod je kosicast, prozorno-belkast, enosemenski, omesenel. @natvdu se nahajajo
¢rna semena, ki pogosto ne kalijo. Rastlina se razoje tudi vegetativnho prek
ukoreninjanja poleglih poganjkov. O d&iau razmnozZevanja vrste v Sloveniji je

obSirneje pisala Brunsteinerjeva (1957).

Blagajev votin uspeva na apnencu, dolomitu, predvsem pa naems@ng. Najnizje
lezete populacije uspevajo v Sloveniji, na nadmorskinvi@00 m (na primer v okolici

Idrije, v Polhograjskem hribovju), najviSje pa se@aStari planini v Bolgariji (1900 m).
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Slika 1: Blagajev votin v polnem cvetu.

Figure 1: Daphne blagayanan full bloom.

2.1.1.2 Znotrajvrstna diferenciacija

Blagajev votin je sploSno sprejet kot enotna vrsta v celotnematju razSirjenosti. V
literaturi so omenjene tudi naslednje podvrsteamaa varietete: za romunske Karpate
podvrstaD. blagayanasubsplerchenfeldianaSchur (Fukarek, 1969), v Bolgariji pa naj
bi uspevala podvrst®. blagayanasubsp.kellereri Stoj. & Stef. (Fukarek, 1969). V
Flori Bolgarije (Stojanov in Stefanov, 1933: 725 dnjo omenjajo kot varieteto, prav
tako je kot varieteta omenjena v novejSi izdaji rElBolgarije VII (Markova in
Cherneva, 1979: 327). Domnevni podvistchenfeldianan kellereri naj bi se 1¢ili po
listih; pri podvrstikellereri naj bi bili zgornji listi topi, zaokrozeni, na zggi strani
temnozeleni in spodnji modrikasti oziroma sivkdBtiaprotnik, 2004). Laku&i(1974)

navaja Se eno podvrst®. blagayanasubsp.zogovéii kot endemino podvrsto JV
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Dinaridov, vendar opis podvrste ni bil nikoli objgn.

2.1.1.3 Areal razSirjenosti Blagajevega vola

Predniki Blagajevega vd@iha verjetno izvirajo iz lovorolistnih gozdov vzhoel Azije.
Velja za terciarni relikt, saj kaze prilagoditve toplejSo in vlaznejSo klimo, kot je to
zn&ilno za ostale predstavnike sekcije Daphnantessilnita za lovorolistne gozdove
vzhodne Azije. Njegovo poleglo kipe rast je Meusel (1969) razlozil kot adaptacijo na
vse manj ugodne zivljenjske razmere, do kateririleajalo postopoma. Vrsta naj bi se

hladnejSim razmeram prilagodila tako, da je listenpknila proti tlem.

Vrsta zavzema ilirski areal — Balkanski polotok joZzne Karpate (romunske
Transilvanske Alpe; slika 2). Areal vrste je didften. V osrednjem delu areala (Srbija,
Bosna in Hercegovina) ima vrsta precej nahajafis Srbiji npr. kanjon reke Uvac,
Ibarska dolina, Suvobor, Lojalnik, Oilbare, Nacionalni park Tara, PeSter, Radocelo-
Divan, Zlatar, Zlatibor; v BiH na primer Stevilnekalitete med ViSergradom in Eo v
dolini Drine, okolica Konjica, dolina reke Bosne dnuga). V Srbiji je vrsta pogosta
samo na serpentinih (Josifévin sod., 1972), v Bosni in Hercegovini pa se nalitga
nahajajo tudi na apnencu in dolomitu (Fukarek, J9B& Kosovu je vrsta redka, zanjo
je znanih le malo nahajatifKopaonik, Morina, Luboten), populacije pa so rezama
majhne. Vsa nahajatia so na serpentinitu (Millaku in sod., 2013). Mo¥®oda bodo v

prihodnosti odkrita nova nahajalé

Drugo obmdaje zavzema zahodni del HrvaSke, Slovenijo in kaljer se vrsta nahaja
na dolomitu (karbonatna podlaga). Slovenske pojalgredstavljajo severozahodno
mejo tega areala. NajzahodnejSa populacija se aah#pliji v Karnijskih predalpah.
Strgar (1973) navaja, da se slednje ofjmonahaja (cit.)“v ozkem pasu od
Samoborskega gorja proti severozahodiez Kozjansko in Zidani most do
Polhograjskega hribovja in naprej do doline TrebusS&er je ustreznih rastiSza
Blagajev votin v tem pasu Se precej, je Strgar napovedal maiiaitja novih
nahajalig, kar se je kasneje izkazalo za pravilno. Slovemsiteajali§a se tako nahajajo
v Posotelju, ob spodnji Savinji, na &wvskem, v Polhograjskem hribovju, v okolici
Idrije in v dolini TrebuSe. Na HrvaSkem je vrsta3@jena v Dolini Kolpe in SusSice v
Gorskem kotarju, na Medvednici ter v Samoborskeimolju (Japet, OStrc, Palénik,
PljeSevica, Preseka, Veliki dol) (Flora Croaticadbase, 2013).
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Slika 2: Zemljevid razsSirjenosti Blagajevega vla (Brus, 2001: 2) in lokacije analiziranih popija

Figure 2: Distribution map oD. blagayangBrus, 2001: 2) and locations of studied population

Tretje obmdje predstavljajo fragmentirane populacije na judmdu: v Albaniji,
Makedoniji, Griji, Bolgariji in Romuniji. V Bolgariji se vrsta rfaaja na kamnitih
travnatih obmgjih med ruSevjem na nadmorski viSini med 1500 i0A g (Andreev in
sod., 1992). V Giiji zaseda vrsta juzno mejo svojega areala. Vst jredka, znana z
dveh obmeij: prvo se nahaja v severnem Pindosu v bliZzinigga Katara na nadmorski
viSini med 1550 in 1700 m ter niZje v okolici vadalakasi (850-950 m). Na prelazu
Katara vrsta uspeva v odprtem borovem gozdu megdgma¥im grmievjem. Drugo
nahajalig¢e je na Kato Olimbos, vzhodno od vasi Kallipevkimedmorski viSini 1100
m. Na obeh obmiih vrsta uspeva na ofiolitnem substratu (serpéjt{ldén, 1991).
Vrsta ima v Romuniji vé& nahajali§. Fukarek (1969), Ciocarlan (2009) in Séarbu in sod.
(2013) omenjajo naslednje lokalitete: Ciucas, Gaab®iatra Mare, Postavarul, Bucegi,
Cozia, Buila, Piatra Closanilor, Valcan in Bihoridévski (1998) navaja za Makedonijo
nahajalia Nice-KoZuf, severni Majdan in Visokzuka ter Prilep in Bitola. V Albaniji

se vrsta nahaja na severu drzave (Prokletije).
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2.1.1.4 Zgodovina odkritij Blagajevega vaha

Zgodovino odkritja Blagajevega \aha je natatineje opisala Praprotnik (2004: 5-13) v
monografski publikaciji, posveni tej vrsti. Blagajev veéin je bil prvic odkrit leta
1837, ko je kmet iz Polhovega Gradca nabral ev@mmerek neznane rastline in jo
prinesel Rihardu Ursiniju, grofu Blagayu. Ker gredm rastline ni poznal, jo je
naslednjega dne poslal v Dezelni muzej v Ljublj&ustosu Henriku Feyerju. Freyer
je rastlino v dvomu ozrd kot “Daphne alpina?” in pripisal ime daphne Blagayi
primerke pa je poslal tudieSkemu botaniku P. M. Opitzu ter profesorjema D.H.
Hoppeju ter H. G. L. Reichenbachu. Slednji je Freyavgusta istega leta odpisal in
potrdil, da gre za novo vrsto, za katero se je javiéd ime Daphne blagayanal eta
1839 je novo odkrito rastlino potrdil tudi W. D. Boch. Reichenbachu je Freyer
naknadno poslal 100 posusenih primerkov éw@ za herbarijsko zbirko Flora
Germanica exiccata (izhajala med 1830 in 1845)siKte nahajali§e (ocus classicus
Blagajevega vd@ina je torej Gora pri Polhovem Gradcu. Leta 1838kjasicno
nahajali§e Blagajevega voina obiskal saski kralj Friderik Avgust Il., v spamna

katerega so Se istega leta postavili spomenik kd¥eim Gradcu.

Kljub temu, da velja, da je bil Blagajev wol odkrit leta 1837 na Gori pri Polhovem
Gradcu, je bila rastlina regmo prvic nabrana leta 1780 v okolici BraSova v
Transilvanji (Romunija). Rastlino je za svoj heiparabral J. M. Lerchenfeld in jo
dolccil kot D. alpina Skoraj sto let kasneje, leta 1866 je avstrijskabik in kemik J. F.
Schur ob pregledovanju Lerchenfeldove herbarijdkeke prepoznal njegovo zmoto ter
na podlagi primerka iz 1780 vrsto na novo opisalxolerchenfeldianaSele leta 1884
je bilo ugotovljeno, da je Lerchenfeldov vl identien Blagajevemu veéinu in to
spoznanje je bilo leta 1886 objavljeno v delu msivanskem rastlinstvu (Simonkai,
1886). Skladno z Mednarodnim kodeksom bdta@inomenklature je obveljalo prvo

veljavno opisano ime, tor&aphne blagayana

Do drugega odkritja (prvega zunaj obfjaodanasnje Slovenije) je prislo leta 1856, ko
je bila rastlina najdena na Stolu gla¢ku v Srbiji. Na tedanjem Kranjskem (obtijo
danasSnje Slovenije) je bil Blagajev vl drugic odkrit na Jetrbenku leta 1871, 1881 pa
Se tretjt na (Polhograjski) Grmadi. Za tem so se odkritjgtila: 1889 na Razorju v
blizini Stare Vrhnike, 1894 med sv. Marjeto in durijem v blizini zaselka Turje na

Stajerskem, 1902 na Kozjem nad Zidanim mostom, I8@8Sv. Marjeto pri Rimskih
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toplicah. V naslednjih desetletjih so bila odkst&sStevilna nahajatid v Sloveniji. Med
zadnja odkrita nahajatia sodi odkritje Blagajevega vaha v dolini TrebuSe leta 2000
(Dakskobler, 2000) ter v okolici Idrije leta 200dopcina, 2008, 2009).

2.1.1.5 Varstveni status in ogroZzenost Blagajeveg&inal

Ceprav je za Blagajev viih na obmgju razsirjenosti znanih precej nahajalige v
posameznih drzavah rastlina redka, zato je skavagqd uvr8ena med zavarovane
vrste ter obravnavana na ttte seznamih ogrozenih vrst. V posameznih drzavdfilge

za Blagajev valin opravljena kategorizacija na podlagi meril [UCN.

Po zadnjih spremembah v opredelitvi IUCN kategodégcega seznama iz leta 2001
lahko vrsto opredelimo kot Not Evaluated (NE) / pemleljena vrsta, Near Threatened
(NT) / potencialno ogroZzena, Data Deficient (DDpremalo podatkov, Endangered
(EN) / prizadeta vrsta, Critically Endangered (CRkrajno ogroZzena, Vulnerable (VU)
/ ranljiva vrsta, Extinct in the Wild (EW) / v dimi izumrla vrsta ali Extinct (EX) /

izumrla vrsta.

Vrsta zaenkrat Se ni obravnavana na IUCN-oventenmte seznamu ogrozenih vrst
(Walter in Gillett, 1998), prav tako ni uw&na v Rdé& seznam vaskularne flore Evrope

- Red List of Vascular Flora of Europe (Bilz in so2011).

Varovanje rastlinskih vrst je v Sloveniji urejendJeedbo o zavarovanih prosto Zéie
rastlinskin vrstah (2004), ki nadontas Odlok o zavarovanju redkih ali ogrozenih
rastlinskin vrst (1976). Uredbi sta priloZzeni dveilqmi, priloga Poglavie A) -
zavarovane rastlinske vrste, ki so domorodne naodjumRepublike Slovenije ter
priloga Poglavije B) - zavarovane rastlinske vrsteinteresu skupnosti, ki niso

domorodne na obndfu Republike Slovenije.

Rdei seznam praprotnic in semenk (2002), priloga Mndsa o uvrstitvi ogrozenih

rastlinskih in zivalskih vrst v rd@ seznam, obravnava stanje ogrozenosti rastlinskih

v prilogi A so pri nekaterih rastlinskih vrstah onjene tudi opombe, ki definirajo, zakaj je posanaezn
vrsta zavarovana in kateri ukrepi so dovoljeni ozia ne: C — pogojno dovoljen odvzem iz narave in
izkori&anje; H — ukrepi za ohranjanje ugodnega stanjatdiabiastlinske vrste; H* - rastlinska vrsta, pri
kateri je treba prednostno uposStevati ohranjan@ngga stanja habitata; O — rastlinske vrste, gigrih

je dovoljen odvzem iz narave in zbiranje nadzenuelov, razen semen oziroma plodov, za osebne
namene; Oo — rastlinske vrste, pri katerih ni pued za nadzemne dele rastlin, razen semen oziroma
plodov. Blagajev vd@in ima v opombah oznako H, kar pomeni, da mora\@drZavajati ukrepe za
ohranjanje ugodnega stanja habitata rastlinske.vrst



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayanes filogeografsko anali2012
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

vrst. V rd€em seznamu so vrste u¥efie v ustrezno kategorijo ogrozenosti: izumrla
vrsta (Ex), domnevno izumrla vrsta (Ex?), prizadetta (E), ranljiva vrsta (V), redka
vrsta (R), vrsta zunaj nevarnosti (O), neopredaljersta (I) in premalo znana vrsta (K),
za katere se izvajajo ukrepi za izboljSevanje atakpt so omogtanje primernih mest
za reprodukcijo, prehranjevanje, prezimovanje tezagotavljanje drugih pomembnih
Zivljenjskih faz. Blagajev v@in je v rd&em seznamu praprotnic in semenk dersv
kategorijo ranljive vrste, torej kategorijo, (city katero se uvrstijo vrste, za katere je
verjetno, da bodo v bliznji prihodnosti preSle vtdgorijo prizadete vrstege bodo
dejavniki ogroZanja delovali e naprej. Stendst vrste se je v velikem delu areala
zmanjSala oziroma se zmanjSuje. Vrste so zelwthive na kakrSnekoli spremembe

oziroma poseljujejo habitate, ki so dl@vekove vplive zelo ébtljivi.”

Blagajev votin je na slovenskem zavarovan ze od leta 1898, &koga zaradi
prekomernega nabiranja zavarovali skupaj s plarilers.gre torej za prvo zavarovano
rastlinsko vrsto pri nas, predstavlja simbol sl@sksyga naravovarstva. Med botare

naravne vrednote ga u¢estudi Uredba o zvrsteh naravnih vrednot (2002).

Tudi v preostalih drzavah, kjer se Blagajevéuolpojavlja, je uvr§en med zavarovane
vrste ter ga zasledimo na nacionalnih in ponekgdralnih rdeih seznamih. Blagajev
vol¢in je na HrvaSkem z&gen z zakonom o varstvu narave (16.4.1952, NN )6/62
Vrsta je uvrgena v rdéi seznam hrvaSke flore kot ranljiva (VU (NT) s krifem
Bla+2a(ii,iii) (Nikoli¢, 2013). Blagajev v@in je v Bosni in Hercegovini kot ranljiva
vrsta (V - ugrozena ali ranjiva) u¥en na seznam rastlinskih vrst, ki sluzi kot osnova
za Rdeo knjigo praprotnic in semenk Bosne in Hercego\i#i¢, 1996). Kategorija
ustreza IUCN-ovi kategoriji CR-VU. Blagajev vt je na italijanskem regionalnem
rdecem seznamu rastlinskih vrst ute® v kategorijo NT za pokrajino Furlanija -
Julijska krajina (Conti in sod., 1997). Vrsta jer@ena na seznam zavarovanih
rastlinskih in Zivalskih vrst \Crni Gori (List on protected of certain plant andraal
species in Montenegro) ter na seznam zavarovamsthingkih vrst Kosova (List of
protected plant species on basis of the decisian288/86 of Institute for Nature
Protection of Kosovo). V rdem seznamu vaskularne flore Kosova je opredeljeh po
kategorijo EN (Millaku in sod., 2013). V rdem seznamu viSjih rastlin Romunije
(Oltean in sod., 1994) je Blagajev ¥l uvrEen v kategorijo redke vrste, v okrozju

Arges pa je uvi@n med ranljive vrste (VU). Danciu in sod. (200%y&iajo vrsto v
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kategorijo V/R, Oprea (2005) pa med ranljive vi8t&)). V srbskem rd&em seznamu
(Stevanouw (ur.), 1999) jeDaphne blagayanapredeljena kot LR (stara kategorija
IUCN; manj ogrozena vrsta, anddw risk), v rde&em seznamu rastlin Bolgarije pa je
uvr&ena med ogrozene vrste s kriterjem EN B2ab(i)iifiPetrova in Vladimirov,
2009). V Makedoniji je vrsta opredeljena kot ENrietijem B2ab(i,ii,iii). Za Albanijo

podatki niso dosegljivi.

2.2 BALKANSKI POLOTOK IN TERCIARNI RELIKTI

Danasnja razporeditev in abundanca vrst na sezemeljski polobli je odraz speciacij,
migracij in izumiranj, do katerih je prihajalo zdrapodnebnih nihanj v zadnjih 65

milijonih let.

Primarna evropska flora se jeceta razvijati v kasnejSi zgornji kredi s pojavom
predstavnikov iz druzin Maxtixiaceae, Theaceae,if®&lae in Pentaphylaceae (Mai
1987). V obdobiju terciarja (65,5 do pribl. 1,8 net) je bilo podnebje danasnje severne
Amerike in Evrazije toplo in vlazno, kopno pa jeekrival obsezen cirkumborealni
gozdni ekosistem (Tiffney, 1985). V tem obdobju st@emlje Evrope prekrivala dva
klju¢na vegetacijska tipa: vednozelena lovorolistna egqabpska geoflora« ter
Sirokolistna listopadna »arktoterciarna geoflofélora tega obdobja je zaradi velikega
Stevila fosilnih ostankov (listi, plodovi, sememelod in les) relativno dobro raziskana,
znani so Stevilni predstavniki rodov, poddruzindiuzin, ki jih v rastlinstvu danasnje
Evrope ni veé. Paleotropska flora, sestavljena iz paratropskéiesinin gozdov,
subtropskih dezevnih in lovorolistnih gozdov, zmkenovorolistnih gozdov ter edafsko
pogojenih formacij lovoro-iglastin gozdov, je pradgbvala med zgornjo kredo in
poznim miocenom (Mai, 1987). S paleocenom se jevioo v valovih Sirila tudi
arktoterciarna flora (listopadni Sirokolistni gozd) ki predstavlja osnovo za terciarne
meSane mezofithe gozdove (zmerno tople deZzevneogezdjozdove hrasta, gabra in
kostanja, ter gozdove bukve, hrasta in gabra alipnaner mdavirne gozdove).
NajintenzivnejSi razvoj lovorolistne vegetacije potekal v eocenu. V temiasu sta
obmaije srednje in juzne Evrope prekrivala lovorolistmidezevni gozd, ki pa sta se

zaela umikati Ze v oligocenu.
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Terciarna vegetacija Evrope se je spreminjala \aghoo s postopnim, nelineranim
ohlajanjem podnebja, ki se jecedo pred nekako 15 milijoni let (v zgornjem miocgnu
in je doseglo vrhunec v ledenih dobah (v kvartajupligocenu/eocenu so seceajali

pojavljati florni elementi sredozemske regijeprav o Sredozemlju kot regiji takrat Se

ne moremo govoriti (Axelrod, 1975).

Pred 15 milijoni let (v zgornjem miocenu) so se ays cirkumborealni gozdovi
severne poloble 2eli kr¢iti in postopoma izginjati. Evrazijski pas lovorstiih gozdov
je razpadel, s tem pa je izumrla velikaiva predstavnikov lovorolistne flore (vlazno-
subtropskih elementov) v Evropi. Ostanki teh gozdmv se ohranili v refugialnih
obmaijih vzhodne Azije (obmge Kitajske/Japonske), zahodne in jugovzhodne
Severne Amerike in jugozahodne Evrazije (predvseanKavkazu) (Milne, 2006).
Izginjanje vrst ni potekalo postopoma, terve ciklicnih intervalin pod vplivom
spreminjajéih se podnebnih razmer, kar je vodilo k vikarianzko sorodnih vrst (Mai,
1987). Na jugozahodnem Kitajskem ter v manjSihdwitth obmajih Azije se nahajajo
tudi primarni centri evolucije rodDaphne(Halda, 1998). Sredozemska vr&aphne
oleoidesima na primer bliznja sorodnika na zahodnem Kijs, vrstiD. giraldii in D.
tangutica (Axelrod, 1975). Lovorolistni gozdovi so postoponpastajali vse bolj
podobni zmernim gozdovom (npr. vednozeleni Sirakoligozdovi, kot jih najdemo na
juznem Japonskem, juzni Kitajski, v Himalaji ali #anarskih otokih). 1z Evrope so
lovorolistni gozdovi izginili Ze pred ohladitvami pleistocenu. Veliko lovorolistnih
reliktov se je ohranilo v juzni Evropi in na KavkazMed relikte iz tistega obdobja
lahko uvrstimo rodov®aphniphyllumBt., SabiaColebh. inStyraxL. (Mai, 1987).

S propadom lovorolistnih gozdov pa se je v Evropteta pojavljati sredozemska
sklerofilna vegetacija, ki je danasnji izgled véme dobila v pleistocenu (Mai, 1987).
Listopadni gozdovi, zndlni za danasnjo Evropo, go genetsko mladi, razsdi se

postopoma iz »arktoterciarne geoflore«.

Palmarev (1989) v pregledni Studiji o izvoru mexiteske sklerofilne dendroflore
omenja dve vrsti rodDaphne in sicerD. kimmericaKolak. (predhodnikD. laureola
L.) ter D. oeningensif\. Br. (predhodnikD. oleoide$. Obe vrsti uvr&a v skupino vrst
miocenskega izgleda (za razliko od vrst zgodnjgjSegcenskega ali oligocenskega
izvora ali kasnejSega pliocenskega izvora). Vrstj hi se pojavili v srednjem ali

poznem miocenu. Ettingshausen (1872) za ZagorjeanvestoDaphne aquitanicattt.
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Od vrsteD. oeningensisaj bi se razlikovala po zilah drugega reda, kipsoD.
aquitanica bolj poudarjene.Daphne aquitanicge omenjena tudi za terciarno floro
Ceske (Bohemije) in Abhazije (Hably, 1994). PilaB&B) za terciarno nahajaii Dolje
v blizini Zagreba omenja tudi vrstBaphne laureolifoliaPilar (po videzu podobna

danasnjD. laureolaL.) in D. spathulataPilar.

Regionalno gledano sestavljata danes vegetacijkaBskega polotoka dve glavni
zdruzbi (Eastwood, 2004): 1) sredozemska vegetaaijpugu (vkljiuje tudi elemente
toploljubnih listopadnih gozdov) ter 2) srednjegska (celinska) vegetacija na severu

(vkljucuje elemente hladnoljubnih listopadnih gozdov).

Sredozemsko vegetacijo sestavljajo vednozeleni @ozdznailni za toplejSe
(obmorske) dele, ter listopadni sredozemski gozdoilni za hladnejSa obniga. Ta
dva tipa vegetacije se nahajata do nadmorske vigde m. Na visjih nadmorskih
viSinah (med 700 in 1700 m) najdemo iglaste gozdmlke in brina, Se viSje pa

subalpinsko in alpinsko vegetacijo.

Srednjeevropsko vegetacijo nizjih nadmorskih vigéimo 700 m sestavljajo meSani
gozdovi hrasta in gabra (z bukvijo, brestom, jesemo javorjem), na viSinah med 700
in 1700 m se v montanskem pasu najpogosteje pajaujukovi gozdovi, nad njimi pa
iglasti gozdovi z jelko, smreko in bori. Zadnji \etgcijski pas predstavlja grieivje z

bori, brinom in jelSo.

2.3 VARSTVENA GENETIKA OGROZENIH RASTLINSKIH VRST

2.3.1 Pomen varstvene genetike pri varovanju vrst

Varstvena genetika je teor@ia in aplikativna veda, ki si prizadeva varovatike
vrste. V povezavi z molekularno sistematiko vanstvgenetika prispeva k ohranjanju
taksonov na Stiri r@ne (Soltis in Gitzendanner, 1999): 1) preko raziwe koncepta
vrste, 2) preko identifikacije linij znotraj vrsté&j jin je smiselno ohranjati; 3) preko
opredelitve varstvenih prioritet in 4) preko razigge pomena hibridizacije na biologijo

in ohranjanje redkih vrst.

V danasSnjentasu se vse bolj uveljavlja mnenje, da je v varstbarogiji pomembno
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ohranjanje evolucijskega potenciala vrste, torsjilti enot znotraj vrste, ki kazejo
samostojno evolucijsko zgodovino oz. se bodo lam&avijale v prihodnosti. Z
razjasnjevanjem principov in procesov, ki vplivajta geografsko razporeditev
(predvsem znotrajvrstnih) genealoskih linij, se afa& filogeografija (Avise in sod.,
1987). Preko dolbtve haplotipov in njihove geografske razporediteotraj areala
vrste lahko sklepamo na histtwme spremembe v velikosti populacij. S pd@ipo
filogeografije lahko ugotovimo, ali so populacija nekem obmfu avtohtone ali pa so
bile vnesene v zadnjetiasu, pricemer lahko ugotovimo tudi izvor vnesenih osebkov. S
pomajo (primerjalne) filogeografije so znanstveniki ptéevali posledice histatnih
dogodkov na razporeditev taksonov, kar je posebabral raziskano na primeru
poledenitvenih obdobij v Evropi v pleistocenu, ki klju¢no vplivali na razporeditev
dana3nje flore in favne v Evropieprav so bili za razlhe vrste ugotovljeni razini
refugiji, lahko za Evropo na podlagi genetskih pg&da trdimo, da je bila w&na
glacialnih refugijev razporejenih v juzni Evropregolvsem na Iberskem, Apeninskem in
Balkanskem polotoku (Tzedakis in sod., 2002). Felmgrafija omog®a poleg zgoraj
nastetih aplikacij tudi prepoznavanje krgpih vrst. Pri tem je kljgtnega pomena

vzorcenje na celotnem arealu vrste (Beebee in Rowe,)2004

Molekularne analize redkih vrst so v nekaterih @niiin zniZale ali celo ovrgle varstveni
status nekaterih taksonov, za katere se je izkadal@h na podlagi genetskih podatkov
ne moremo uvrstiti v samostojno enoto (Avise inrbael982). V Stevilnih primerih pa

so molekularne metode omaije prepoznavo novih vrst in s tem olajSale dakv

varstvenih prioritet.

Varstveni genetiki Se vedno niso enotnega mnergéer& evolucijske linije znotraj
filogenij je smiselno ohranjati, da prispevamaikn bolj uspeSnemu ohranjanju vrst.
Varovanje se lahko osredétona tiste linije, iz katerih je potekla radiacijali pa na
linije, ki vsebujejo Stevilne redke endemite (venda te linije @itno zasle na »mrtvo
tocko«). Podobni dvomi se pojavljajo tudi glede ohaajj posameznih populacij
znotraj vrste. Po eni strani se zdi bolj smiselhwaojati velike in zdrave populacije
namesto majhnih, robnih populacij. Lesica in Allerfd1995) menita, da je ohranjanje
robnih populacij smisleno v primeru, ko te pomembpadspevajo k genetski
variabilnosti vrste. V robnih populacijah lahko @gltega prihaja do speciacije in s tem
do nastanka novih vrst. Vse dvearstvenih genetikov se danes nagiba k ohranjanju

procesov in ne vzorcev (npr. Thompson, 1996; Stedlkw sod., 2003).



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayanes filogeografsko analizoi7
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

Z namenom ohranjanja tako genetske raznovrstnadtitudi evolucijskih procesov
Moritz (2002) predlaga razdelavo genetske raznoesit v dve dimenziji: v 1)
adaptivno radiacijo, ki se osreddtona ohranjanje heterogene krajine in viabilnih
populacij in 2) nevtralno divergenco, ki se osredat na ohranjanje hist@no
izoliranih linij (t.i. evolucijsko pomembnih eno&ngl. evolutionary significant units
ESU). Izraz ESU se v varstveni biologiji uporaldgmskoraj tri desetletja, vse odkar ga
je Ryder (1986) pr¢i omenil vélanku oex situohranjanju v zivalskih vrtovih. V tem
¢asu so Stevilni avtorji predlagali ragie definicije ESU, ki so se sprva nanaSale na
uporabo genetskih in ostalih bioloskih podatkov fwamer morfologije), v zadnjem
¢asu pa definicije vkljtujejo izkljutno genetske podatke. Moritz (1994) ESU definira
kot populacije, ki so reciptmo monofiletske za mtDNA alele in ki kazejo sigkéntno
divergenco v frekvencah alelov jedrnih lokusov. Eglavnih kritik ESU se namée
nanaSa prav na uporabo nevtralnih markerjev, nerikabhajpogosteje bazira déitev

ESU, saj ti ne dajo vedno pravilne slike o genesskikturi vrste.

Genetskih podatkov, pridobljenih iz mikrosatelitoali alocimov, ne moremo
neposredno prenesti v koncept ESU. S pojavom vi&teeilnih mikrosatelitnih Studij
je zanje Moritz (1994) predlagal koncept upravijalisenot (angManagement units
MU), podkategorije znotraj ESU. Populacije lahkoeamtelimo kot MU takrat, ko kazejo
zn&ilne razlike v razporeditvi alelov (anghllelle distributiong. Gre za skupine
osebkov, pri katerih igrata v lokalni populacijskinamiki vlogo rodnost in smrtnost, ne

pa imigracije in emigracije (Moritz, 1995).

2.3.2 Posledice spolnega in nespolnegadiaa razmnozevanje pri rastlinah

Na genetsko strukturo rastlinskih populacij vplvdjevilni dejavniki, kot so selekcija,
struktura habitata, izolacija zaradi oddaljenostipcialna organizacija, &
razmnozevanja, genski pretok, genetski drift, esigla zgodovina ter drugi ekoloski
in evolucijski dejavniki (Loveless in Hamrick, 198Avise, 2004). Populacije splosno
razsSirjenih vrst, ki se razmnozujejo spolno, pogdsizejo visoko genetsko variabilnost
(Hamrick in Godt, 1989), kar pa ne velja tudi zater ki se razmnoZujejo vegetativno
ali za vrste, pri katerih je prisoten inbriding I@tand in Roose, 1987; Bauert, 1998).

Na sploSno velja, da vrste, pri katerih prihaja davzkriznega parjenja (angl.
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outcrossing, kazejo véjo genetsko diverziteto, a hkrati nizjo difereng@acmed

populacijami kot vrste, ki se razmnoZzujejo klonsiics samooploditvijo.

Vzdrzevanje primerne genetske raznolikosti znotpapulacij je pomembno za
dolgora:no prezZivetje populacij, saj omoggenetske prilagoditve na spreminigse
okoljske dejavnike (Lande in Shannon, 1996) inZimetje nekaterih genotipov ob
morebitnih stohastnih dogodkih. Populacijska ozka grlatinek ustanovitelja (angl.
founder effeqgtin genetski drift lahko v majhnih populacijah vjoddo nepredvidljivih
nihanj v frekvencah alelov (Ellstrand in Elam, 1983app in Connors, 1999), zaradi
¢esar so majhne populacije ponavadi genetsko manglie od velikih. Tako lahko na
primer pri vrstah, ki so v pleistocenu prestale edim® migracije, zaznamo nizjo
genetsko raznolikost kot pri vrstah, ki so poletianiprezivele v t.i. ledenodobnih
refugijin (Mosseler in sod., 1993; Lewis in Crawdpr1995). Velika genetska
diferenciacija je posledica omejenega stika ims tenanjSanega genskega pretoka med

populacijami, ko so se te zadrzevale v ledenodotwfilgijih.

Na lokalno genetsko strukturo populacij ima pomembpliv na&in razmnoZevanja
vrste. Klonsko razmnozevanje lahko vodi do Stewilpenetskih posledic tako znotraj
kot med populacijami (Balloux in sod., 2003; Besgts, 2003). Populacije z visoko
stopnjo klonskega razmnoZevanja kazej@jwealelno raznovrstnost, medtem ko je
njihova genotipska raznovrstnost nizja. Populadijese torej razmnoZujejo nespolno,
ohranjajo visoko genetsko raznovrstnost na vsakesarmpeznem lokusu, medtem ko
kazejo nizje Stevilo posameznih genotipov. V popola klonskih populacijah je
genetska diferenciacija mwo zmanjSana v primerjavi s populacijami, ki se
razmnozujejo izkljano spolno. Balloux in sod. (2003) so zwaalniSko simulacijo
pokazali, da se z viSanjem stopnje klonskega razewamja efektivna alelna velikost
populacije sprva p@si poveuje, s priblizevanjem striktnemu klonskemu
razmnozevanju pa naraste proti ekstremnim vredno€dbratno pa velja za populacije,
pri katerih je prisotna samooploditev, saj se v tgimeru efektivna velikost populacije
zmanjSuje. MeSanih populacij, pri katerih je pnsnttako spolno kot klonsko
razmnozevanje, prakio ne moremo razlikovati od populacij, ki se razaujejo

striktno spolno (Balloux in sod., 2003).

Stevilne rastlinske vrste se razmnoZujejo tako rspdéot tudi nespolno. UspeSnost

posameznega Hi@ma razmnozZevanja je pri takih vrstah odvisna odl@kih in
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genetskih dejavnikov, ki dajejo prednost enemuimarazmnozevanja pred drugim
(Eckert, 2002). Znano je, da se hibridne populacigetetnih generacijah razmnozujejo
predvsem nespolno, s ciliem pdaeja Stevila cveidh rastlin (ramet; poleg tega so
hibridi v zatetnih generacijah neredko manj plodni; Burke in.s@000; Silvertown,

2008). Klonsko razmnozevanje velja pogosto za r@tiero spolnemu razmnozevanju v
specifénih, ponavadi teZzkih Zivljenjskih razmerah. Zaraddsotnosti spolnega
razmnozevanja je lahko genetska diverziteta v takipulacijah manjSa, s tem pa je

zmanjSana tudi sposobnost prilagajanja na spremerokelju.

Kljub temu lahko pri nekaterih populacijah, ki sezmnozZujejo klonsko, opazimo
visoko genetsko diverziteto, pa primer pri viSéixifraga cernugBauert in sod., 2007).
Ena od moznih razlag je ta, da klonsko razmnozev@adaljSuje Zivljenjsko dobo
genotipa in s tem prispeva k vzdrzevanju genetskerzitete populacije v neugodnih
razmerah, ko je spolno razmnoZevanje in preZivetjadih rastlin otezkgeno.
Dolgozivesi genotip take rastlinske vrste ima torej dovédisa, da lahko gaka na
redke ugodne trenutke, ko lahko pride do navzkganepraSevanja in tvorbe semen.
Klonsko razmnozevanje torej ne pomeni nujno alt&vaaspolnemu razmnozevanju,
temve lahko nanj gledamo tudi kot &ia zagotavljanja outbridinga pod neugodnimi
razmerami (Bauert in sod., 2007). Poleg tega siskaze na lesnih vrstah z visoko
stopnjo vegetativnega razmnozevanja v zadnjasu pokazale, da se pri populacijah
lahko pojavljajo somatske mutacije, ki tudi prispgv k pov€evanju genetske
diverzitete vrste, kot na primer pri robiniji (Inan sod., 2004), divjtesSnji (Jarni in
sod., v tisku) in drugih. Na ta &ia somatske mutacije prispevajo k evoluciji klorski
rastlin (Pelsy, 2010),

2.3.3 Molekulski marker;ji v filogeografskih in populacijs kih Studijah rastlin

Izbira ustreznih molekulskihn markerjev je odvisnd cilja raziskave. Primerni
molekulski markerji za Studije populacijske genetikaj bi ustrezali kriterijem, kot so
prisotnost Mendlovega dedovanja (prenos iz energeije v drugo), polimorfnost (za
izbrani lokus mora obstajati ¥ealelov - multialelni marker), kodominantnost
(kodominanten marker omogm razlikovanje med homozigoti in heterozigoti),
odsotnost epistaze (lahko deilmo genotip fenotipa ne glede na genotipe na drugih

lokusih; epistaza pomeni sodelovanje dveh ati le&kusov), neodvisnost od okolja (ni
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fenotipske plastnosti, enakomerna razporejenost po genomu in vigokevljivost)
(Solé, 2003). Kodominantni markerji omaggo enostavno dot@anje stopnje frekvence
alelov in tako omogtajo dol@anje genskega pretoka med populacijami ali pa j&tudi
disperzije. V nasprotju s tem lahko z dominantnirkegi dolatimo genotipe, ne pa
frekvence alelov. Dominantne markerje uporabljarmpgtstne odtise DNA in so nam v

poma: pri identifikaciji klonov (Solé, 2003).

V populacijski genetiki rastlin se kot markerji pagosteje uporabljajo izocimi, RAPD
(Williams in sod., 1990), RFLP (Botstein in sod980), AFLP (Vos in sod., 1995),
minisateliti in mikrosateliti (imenovani tudi SSRi &TR; Tautz in Renz, 1989), v
nekaterih primerih pa so uporabna tudi visoko \mlfi@a nukleotidna zaporedja (Beebee
in Rowe, 2004), ki se ¥moma nahajajo v nekodirajit regijah, torej regijah, pri
katerih ne prihaja do prepisa v RNA in zato te jeegie predstavljajo vira genetskih
informacij. Zaradi nevtralnosti nekodir&jb regij naj bi se mutacije pojavljale relativho
konstantno skoztas, ne da bi nanje vplivala selekcija. e teorij populacijske

genetike se je zato razvila za nevtralno DNA (BeebeRowe, 2004).

V (zivalskih) filogeografskih raziskavah vse od ¢etka previaduje uporaba
mitohondijske DNA - mtDNA (Beebee in Rowe, 2004). flbgeografskih Studijah
rastlin se mtDNA ni uveljavila, saj je v primerjaxiZzivalsko mtDNA manj variabilna,
zato njeno uporabo nadontaSkloroplastna DNA (cpDNA). Naraad tudi uporaba
mikrosatelitnih markerjev, v prihodnosti padakujemo porast raziskav, ki uporabljajo

tockovne polimorfizme na jedrni DNA (SNP).
2.3.3.1 Kloroplastna DNA

Kloroplastni genom kopenskih fotosintetskih rasttieri med 120 in 217 kb; pri vimi
cvetnic je razpon velikosti med 135 in 160 kb (PetiVendramin, 2007). Genom se
ponavadi nahaja v obliki enojnega kroZznega kromasdsiika 3). Poleg kroznih
genomov pa se pri nekaterih organizmih hkrati p@gy tudi linearne molekule ali pa
manjSe krozne molekule, ki vsebujejo posamezne koepte celotnega genoma
(Brown, 2007: 239). Kloroplastni genom je orgaraniiv dve regiji, znotraj katerih geni
niso ponovljeni (anglsingle-copy region veliko (angl.large single-copy LSC) in
malo (angl.small single-copySSC). Ti regiji sta med sebojckeni z dvema obrnjenima
ponovitvama (anginverted repeatlR), ki kodirata 18S in 23S ribosomalne RNA gene.

Variacije v dolzini kloroplastne DNA gredo predvsema r&un dolzine IR, ki sta



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayanes filogeografsko anali2021
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

spremenljivi. Zaporedja IR manjkajo pri nekateriregstavnikin druzine metuljnic
(Palmer in Thompson, 1982) ter pri nekaterih igiaStrauss in sod., 1988; Tsumura
in sod., 1993). IR zaporedja so bila v skupnih pietd kopenskih rastlin verjetno

prisotna, vendar so se tekom evolucije pri nekatenstah izgubila.

Ceprav sta struktura in vsebnost (razporeditev) gemo vesini kopenskih rastlin
visoko konzervativni, obstajajo pri nekaterih takiotudi obsezne inverzije, na primer
pri nekaterih predstavnikin druzine zwi¢evk, metuljnic ali pri roduPelargonium
(Petit in Vendramin, 2007). Med 30 in 40 % zapgrédinekodiraj@ih, introni se

pojavljajo pri 18 % genov.

Stevilo kloroplastnih genomov znotraj celic ramih fotosintetskih organizmov se
razlikuje. Fotosintetski mikroorganize@hlamydomonasa primer vsebuje okoli 1000
kloroplastnih genomov v vsaki celici, medtem koielvisjih rastlin vsebujejo okoli
200 kloroplastnin genomov. Vma kloroplastnin genomov vsebuje okoli 200 istih
genov, ki kodirajo tRNA in rRNA, ribosomalne prateiter proteine, ki so vklfeni v
fotosintezo (Brown 2007: 240). Kloroplasti nosijapis za vse tRNA, ki jih potrebujejo
za lastno sintezo beljakovin, iz jedra pa uvazagiatere ribosomske beljakovine,
potrebne za sestavo 70S ribosomov, ter nekatejakbeine, vkljwene v fotosintezo.
Kloroplastni genom na primer kodira velike podenatulozne-1,5-bifosfatne
karbosilaze/oksigenaze (Rubisco), jedrni genom pdenKloroplastni genom kodira
tudi lastno RNA polimerazo (Sugiura, 1992).

Med najpogosteje uporabljenimi zaporedji DNA v nkoiarni sistematiki in filogeniji
rastlin so kloroplastni genirbcL (kodira veliko podenoto ribuloze-1,5-bisfosfat
karboksilaze)atpB (kodira beta podenoto ATP sintaze)nratK (verjetno vklji&en v
izrezovanje intronov maturaze). Omenjeni geni sblogenijah pogosto uporabljeni
zaradi enostavnega pomnozevanja s PCR, majhnegia $telelov ter stopnjo evolucije
in ohranjanja. Omenjene gene se uporablja v sigtkima filogeniji, saj omogdajo
podporo na razthih taksonomskih ravneh. Na podlagi omenjenih regipila razreSena
razmerja na ravni druzine ali viSje (Soltis in sd®97, 2001; Savolainen in sod., 2000;
Hilu in sod., 2003).
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Slika 3: Kloroplastni genom vodne kugé&lpdea canadensigprilagojeno po Huotari in Korpelainen,

2012: 99). Na genomu so z oranzno barvo obkrozegéer uporabljene v raziskavi na Blagajevem
vol¢inu (Daphne blagayana

Figure 3: Chloroplast genome dlodea canadensi@dapted from Huotari in Korpelainen, 2012: 99).
Regions, used in the analysisdphne blagayanaare circled in orange.

Poleg kodirajoih zaporedij se v filogenetskih Studijah pogostoonaplja tudi
nekodiraj@e regije. Te sodasih tako variabilne, da jih lahko uporabimo prakaah
filogenetskih odnosov med podvrstami, varietetafnisartami ali v populacijskih in
filogeografskih Studijah (Pleines in sod., 2008er sprememb v nekodirajith regijah

DNA ne omejuje selekcija, lahko na teh olififo zasledimo veliko Stevilo polimorfnih
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mest. Danes najbolj uporabljena nekoditajo obmdja mejijo na relativho
konzervativna DNA obmfja - veinoma gene. Za pomnozevanje odsekov DNA
namre€ potrebujemo zsetne oligonukleotide, ki jih lahko izdelamo le nadiagi
vnaprej znanih sekvenc - te pa se&imema nahajajo na genih. Na tacmalahko
dizajniramo univerzalne Zatne nukleotide za PCR. Teh je danes v uporabeifikov

Stevilo, ki Se nar&® s poznavanjem genoma vseé vastlinskih vrst.

S sekvenciranjem kompletnih nukleotidnih zaporddtjroplastnega genoma (prvi so
bili sekvencirani v 80. letih 20. stoletja) so seadnjih desetletjih odprle moznosti za
izdelavo univerzalnih z#tnih nukleotidov za intraspedcifie Studije. Ti zé&etni
oligonukleotidi so v&inoma zasnovani v konzervativnih regijah (ponavamlirajcgih),

ki obdajajo bolj variabilne (ponavadi nekodir&g) regije. Véina nekodirajoih regij,

to je medgenskih vmesnikov in psevdogenov, je bbgat AT zaradi majhnih
funkcionalnih omejitev. Majhne funkcionalne omegitwplivajo na hitrejSo stopnjo

evolucije pri v&ini vmesnikov.

Objava univerzalnih z#tnih oligonukleotidov je zelo olajSala filogeogké Studije ter
filogenetske raziskave na nizjih taksonomskih réwné filogeografskih (ter pogojno
tudi v populacijskih) raziskavah se najpogostejerapljajo medgenske regijpl20—

rpsl12, atpB—rbcl, trnL—F, psbA—trnH trnS—trnG intron atpF ter medgenska regija

trnK—matK skupaj z genommatK.

2.3.3.1.1 GenrbcL in medgenski vmesniktpB-rbcL

Soltis in sod. (1993) ugotavljajo, da ima geatL pri nekaterih skupinah omejene
mozZnosti za razreSevanje sorodstvenih razmerijatguni ravni. Soltis in Kuzoff
(1995) sta pri protevanju roduHeucheraugotovila, da zaporedje gena ne vsebuje

zadostne filogenetske informacije za r&eleanje nizjih taksonomskih ravni.

Medgenski vmesnikatpB—rbcL se nahaja v LSC regiji kloroplastnega genoma med
genomarbcL in atpB. Chiang in sod. (1998) so pokazali variabilnosiolzini regije pri
razlicnih (viSjih in nizjih) rastlinah; dolzina vmesnikse z evolucijsko naprednejSimi
stopnjami podaljSuje (npr. 507 bp v jetrenjalbarchantia 550 bp pri mahu
Phytidiadelphusokoli 1000 bp pri golosemenkiunninghamia lanceolataokoli 800

bp pri enokalinicah in 850-900 bp pri dvokahicah). Variabilnost vmesnika se

razlikuje med posameznimi rastlinskimi skupinampsledtno se lahko vmesnik
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uporablja na nivoju vrste (ali nizje) in rodu, vkagerih primerih pa tudi pri Studijah

populacijske genetike. Vmesnik je bogat z AT zagpre

2.3.3.1.2 GentrnL in medgenski vmesniknL—F

TrnL—F regija kloroplastne DNA se nahaja znotraj LSC eedijoroplastnega genoma
med tRNA genomadrnL in trnF ter v blizini genarbcL. Vklju¢uje gentrnL (intron
skupine 1) in medgenski vmesniknL—F (Hao in sod., 2009). Medtem ko intianL
intron konzervativno sekundarno strukturo, je medgie vmesnik visoko variabilen v
svoji dolzini in nukleotidnem zaporedju, zato sedwideva, da so razhi deli trnL—F
regije podvrZeni razthim vzorcem evolucije. Sekundarna struktamal introna in
trnL—F vmesnika vsebuje zanke, sestavljene iz tandenpskibvitev. Znotraj vmesnika
se nahajajo promotorski elementi za geri. Tako gentrnL kot vmesniktrnL—F se

pogosto uporabljata na raglih taksonomskih ravneh (Hao in sod., 2009).

2.3.3.1.3 GenpsbA in medgenski vmesnigpsbA-trnH

Medgenska regij@sbA-trnH spada med bolj variabilne regije kloroplastnegaogea
kritosemenk. Pogosto jo uporabljajo v populacijsi@netiki in v filogenetskih
raziskavah na ravni vrste. Predlagana je kot enariogernih regij zairtne kode DNA
(Kress in sod., 2005). Regija vkijuie dve obmgji, ki se razlikujeta v evolucijskem
ohranjanju: 1) kodirajge zaporedjg@sbA3'UTR (angl.untranslated regio)) potrebno
za uspesno procesiranje RNA in 2) medgenski negaiapimesnikpsbA-trnH (angl.

intergenic non-transcribed spadekaterega funkcija je zaenkrat neznana (slika 4).

Dolzina medgenskega vmesnisbA—trnH pri golo- in kritosemenkah variira med 200
in 500 bp. Odsek izkazuje visoko variabilnost zapwrste in med vrstami znotraj rodu.
Kljub temu, da je nukleotidna variabilnost znottaga odseka visoka, so bili s
primerjavo nukleotidnih zaporedij nesorodnih taksoskih skupin tudi znotraj

vmesnika odkriti konzervativni odseki dolzine 6438 (Storchova in Olson, 2007).
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Slika 4: Shematski prikaz medgenskega vmesmikbA-trnH pri dvokalgnicah. Oznaka TATA se
nanasa na domnevno konzervativen funkcijski magiwteblu zanke. Oznaki PSBA and H se nanaSata na

mesto prijemanja univerzalnih oligonukleotidovjikije razvil Hamilton (1999).

Figure 4: Schematic drawing of the intergenic spagmbA—trnHin dicots. TATA represents the
supposingly conservative functional motif on thenstof the loop. PSBA and H represent the annealing
site of universal primers, developed by Hamilto899).

2.3.3.1.4 Genska regijarnK—matK

Plastidna genska regifmnK—matK je univerzalno prisotna pri kopenskih rastlinahy le
redkih primerih je priSlo do njene sekundarne izgali reorganizacije (Funk in sod.,
2007). GemmatK je vgnezden med 5’ in 3’ eksotaK (ekson | in ekson II; slika 5)
znotraj LSC regije kloroplastnega genoma (Sugitsoith., 1985).

Nacin in hitrost evolucije genmatK se m@&no razlikuje od ostalih kloroplastnih genov.
GenmatK je hitro evoluiraj@, stopnja substitucije nukleotidov je trikratéjee kot pri
veliki podenoti RubiscarfcL) in Sestkrat hitrejSa na stopnji substitucij ankisbn
(Barthet, 2006: 2). Hitra stopnja substitucije ragtldov in aminokislin omog@ visok
filogenetski signal za razreSitev evolucijske soisti med rastlinami na vseh
taksonomskih stopnjah (Johnson in Soltis, 1994)edPaubstitucij kaZzematK tudi
razlicno Stevilo in dolzino indelov, vendar se jihc¢irea pojavlja v multiplih treh

nukleotidov, kar pomeni, da se na t&inahranja bralni okvir (Hilu in Liang, 1997).
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Slika 5: Shematski prikarnK—matK regije. Prilagojeno po Zoschke in sod. (2010:6324
Figure 5: Schematic representation of tineK—matK region. Adapted from Zoschke et al. (2010: 3246).

Mutacije (substitucije) se na gematK ne pojavljajo enakomerno vzdolz celega gena,
temve imajo razltna obmdja znotraj gena raziho stopnjo substitucij. Visoko
konzervativna regija, imenovana domena X, je ddl4a bp in se nahaja na koncu 3’

genamatK Na tem obmgu so indeli odsotni.

GenmatKje pri v&ini cvetnic dolg okoli 1500 bp, kar ustreza okdlidGaminokislinam,
ki kodirajo proteinski produkt. V genu se pojawiiandeli v razlénem Stevilu in obsegu
(dolzini). Parazitski rodEpifagusna primer vklj¢uje delecijo 200 bp na 5 koncu.
Variabilnost genamatK je veliko ve&ja na stopnji aminokislin kot na stopniji
nukleotidov (87 % napram 67 %); od 527 aminokisknjih kodira zaporedje 1581
nukleotidov, je variabilnih aminokislin kar 456 (8%) (Hilu in Liang, 1997). V
nasprotju s tem je na primer za funkcionalno omdglemoplastni gerrbcL zn&ilna
veliko manjSa variabilnost aminokislin kot nuklelmv (5 % napram 59 %; Hilu in
Liang, 1997). Le rahlo viSja stopnja mutacij v genatK velja za tretje mesto v kodonu
(razmerje 32:31:37 glede na 1., 2. in 3. mestodoka), kar bi lahko razlozilo veliko
stopnjo mutacij v aminokislinskem zaporedju (Hilm Liang, 1997) in posle&no
nakazovalo spr@&no usmerjeno selekcijo (anglelaxed directional selectignali

tendenco k nevtralni selekciji.

Gen matK vsebuje Stevilna informativna mesta tako znotmpzervativnih in tudi
znotraj variabilnih regij. Zaradi indelov, ki se jpeljajo poveini v tripletih, se je
poravnavanje sekvenc izkazalo za dokaj enostawtiontu viSjih taksonomskih ravneh
(Hilu in Liang, 1997). Uporabnost genaatK so izkazale Studije na raatih skupinah
rastlin tudi na nizjih taksonomskih ravneh (nivadaoali nizje), na primer znotraj
druzine kamnokreevk (rodovi Saxifraga ChyrsospleniumAstilbe in Saxifragopsis
Johnson in Soltis, 1994; Soltis, 1996), trav (LiandHilu, 1996), kukawevk, znotraj
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skupine Asterides ter v drugih taksonih znotrajtoie Filogenetska drevesa, narejena
na podlagi genaatK, so se izkazala za bolj robustna celo kot pri apbkombinacije
vec genov (Barthet, 2006).

Za uporabo plastidnega genaatK v filogenetskih in drugih Studijah obstajajo danes
znana zaporedja veuniverzalnih z&etnih oligonukleotidov. Med drugim so zaporedja
zatetnih oligonukleotidov objavili Liang in Hilu (1996Hilu in Liang (1997), Johnson
in Soltis (1995), Long in sod. (2000) ter WickeQuandt (2009).

Hilu in Liang (1997) sta v svoji Studiji dokazalda uporaba celotnega nukleotidnega
zaporedja genanatK ni vselej nujna oz. lahko celo ni tako informatvkot uporaba
dolocenih odsekov tega gena (glej tudi Wicke in QuaB@)7). Nekateri odseki lahko
namre povetajo Sum v filogenetskih analizah. Visoko variabiiegijo 5’ je na primer
treba na visjih taksonomskih nivojih uporabljatiitkino zaradi mozne saturacije

mest ali moznih multiplih zadetkov, angiultiple hits(Hilu in Liang, 1997).

2.3.3.1.5 Medgenski vmesnikpl20—rps12

Medgenski vmesnikpl20-rps12 se nahaja med ribosomalnimi proteinskimi geni L20
in S12 (Renner in sod., 2004). Njegova dolzinageabilna in znaSa med 715 in 880 bp
(Shaw in sod., 2005; Hamilton, 1999). Vmesnik pagasporabljajo v filogenetskih
raziskavah (npr. Renner in Zhang, 2004; Renneodh, 2004; Schaefer in sod., 2008),
redkeje pa v filogeografskih raziskavah (npr. Sim&amos in sod., 2007; Gao in sod.,
2009).

2.3.3.2 Jedrni marker;ji

V primerjavi s kloroplastno DNA so jedrni geni regjix uporabljeni v filogeografskih
raziskavah rastlin. Retikulatna evolucija, hibratiga in poliploidija so dejavniki, ki
omejujejo uporabo jedrne DNA za namene filogeoduhfsStudij, saj prinasajo
»nezeljeno« variabilnost. NajprimernejSi jedrni gea uporabo v filogeografskih
Studijah bi moral biti prisoten v eni sami kopigi,éimer bi se izognili potencialnim
tezavam, ki jih povzréajo multipli paralogi. Kaze, da je Stevilo jedrrgknov oz. regij,
ki bi omogdale primerjavo sekvenc na nizjih taksonomskih rayremejeno (Sang,
2002).

Kljub temu obstajajo jedrne DNA regije, ki kazejotencial za zaznavanje filogenetskih



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayanes filogeografsko anali2028
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

razmerij na ravneh, nizjih od rodu. Njihova uporaiisega najrazinejSe organizme,
od rastlin do bakterij (White in sod., 1990; Nicktén Soltis, 1995; Soltis in sod., 1997,
2001). Danes najpogosteje uporabliena regija § (lhternal Transcribed Spacer), ki
predstavlja del jedrne ribosomalne transkripcijskeote (angl.nuclear ribosomal
transcription unif NRTU, drug&e imenovane tudi 18S-5.8S-28S jedrni ribosomalni
cistron). Ta je sestavljena iz 18S, 5.8S in 2f80v, dveh notranjih vmesnikov (ITS-
1 in ITS-2) ter medgenskega vmesnika (IGS) (Alsod., 2011). Konzervativni regiji,
gena 18S in 28S, se uporabljata pri filogenetskitiskavah na viSjih taksonomskih
ravneh, medtem ko sta hitreje spreminjage regiji ITS in IGS uporabni tudi na nizjih

taksonomskih nivojih (na nivoju rodu ali populadi§lvarez in Wendel, 2003).

Znotraj regije ITS se izmenjujejo visoko variabilregije ter konzervativha obrja, ki

so omogoila izdelavo univerzalnih zatnih oligonukleotidov. Glede na strukturo in
nukleotidno zaporedije (dolZina zaporedja in vseb@3) kaZeta regiji ITS-1 in ITS-2
funkcionalno omejenost, zaradesar sta uporabni v filogenetskih rekonstrukcijah n

nizjin taksonomskih ravneh (Goertzen in sod., 2003)

V nasprotju z nekaterimi drugimi jedrnimi regijangnpr. IGS), je dolzina ITS

konzervativna. Zaradi omenjenega razloga, ki omiagazje poravhavanje sekvenc,
vklju¢no z visoko variabilnostjo njenega nukleotidnegparadja, se je regija izkazala
kot zelo uporabna v sistematskih Studijah. Bolje@na je njena uporaba na nizZjih
taksonomskih ravneh (znotraj vrste), saj zaporeaujanekaterih vrstah ne kazZejo
zadostne variabilnosti. Tudi retikulacija, hibridcja in poliploidija ter usklajena

evolucija (anglconcerted evolutignomejujejo uporabo ITS v filogeografskih Studijah,

saj prispevajo k nezeljeni variabilnosti (Saboviex2006).

V raziskavi, ki je zajela 244lankov s filogenetsko vsebino, objavljenih med teto
1998 in 2002, Alvarez in Wendel (2003) kiitb ugotavljata, da se regija ITS uporablja
v dveh tretjinah (66 %) vsetlankov, kar v dobri tretjini (34 %) pa se rezultatudij
nanasajo izkljgno na regijo ITS. Ne glede na koristno informacifa, jo lahko
posreduje ITS, je opiranje samo na to regijo zaggekilnih zgoraj omenjenih razlogov

vprasljivo.

Kljub zatetnim dvomom o zadostni variabilnosti regije ITSzzetrajvrstne raziskave
(Schaal in sod., 1998) se je kasneje izkazalo, tdsmilde vrste kazejo zadostno

variabilnost znotraj te regije za filogeografskeudiie zlasti pri vrstah s krajSo
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zivljenjsko dobo.

2.3.3.2.1 AFLP markeriji

AFLP tehniko so razvili Vos in sod. (1995). Metottanelji na PCR pomnozevanju
izbranih restrikcijskih fragmentov iz celokupne DN®zna&ene fragmente v dolzini

50-600 bp léimo s pomdajo elektroforeze. V& o tehniki je zapisano v poglavju 3.4.1.

Tehnika predpostavlja, da so migriréjéragmenti iste dolZzine homologni. Vendar to ne
drzi vselej, zlasti pri zelo diferenciranih skuginao lahko komigriraji fragmenti
nehomologni. Mozne napake zaradi migracije nehogmlo fragmentov naj bi bile

izni¢ene z uporabo velikega Stevila alelov.

AFLP markerji so dominantni markerji; to pomeni, da moremo razlikovati med
homozigoti in heterozigoti, kar velja za najje pomanijkljivost tehniké Prisotnost
pomnozenega fragmenta oZogmo z 1; tako pomeni 1 prisotnost dominantnegéal
ali heterozigota, odsotnost (ozmgemo jo z 0) pa recesiven alel. AFLP nam torej ne
obmog@&a, da pridobimo informacijo o znotrajpopulacijsket@rozigotnosti Hg),
vendar se kot dokaj ustrezen ekvivalent heteroa@git za dominantne markerje
uporablja Neievo genetsko diverzitetdg], zlasti¢e so v populaciji heterozigoti redki
in se rastline samooprasujejo (Nybom, 2004). Zaeyrki se razmnozZujejo pretezno
spolno in imajo navzkrizno oprasSevanje, lahko upwn® modifikacije Neieve formule,
kot jih predlagata Lynch in Milligan (1994). Genetsdiferenciacijo med populacijami
ocenjujemo pri dominantnih markerjih kot fiksacijskoeficient Gy, ki ustreza
Wrightovemu Er(Nybom, 2004).

% Nekatere Studije (npr. Ajimone-Marsan in sod., J98¥na podlagi intenzitete pomnoZenih fragmentov
tudi AFLP markerje uspele analizirati kot kodomitremarkerje, vendar take Studije Se danes ostajajo
bolj izjema kot pravilo.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VZORCENJE BLAGAJEVEGA VOICINA

Rastlinski material je bil nabran na 21 lokalitetadizporejenih po vsem Balkanskem

polotoku (sliki 6 in 7). Seznam lokalitet s koordiami je predstavljen v preglednici 1.

km
0 80 160 320

Slika 6: Zemljevid vzoEnih mest Blagajevega vha. Stevilke ustrezajo lokalitetam v preglednici 1
Figure 6: Map of sampling localities dbaphne blagayanaThe numbers correspond to the localities in
table 1.

Za namen izolacije DNA smo z vsake wame rastline nabrali priblizno dva sveza
mlajSa lista in ju shranili v silikagelu. Rastlire katerih smo odvzeli liste za genetske

analize, smo herbarizirali in shranili na Oddellugozdarstvo in obnovljive gozdne
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vire BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani maorebitne nadaljnje morfometrie

analize. Po eno rastlino na populacijo smo herbalizin shranili na InStitutu za
biodiverzitetne Studije Znanstveno-raziskovalnegedi€a Univerze na Primorskem.
Ker se vrsta razmnozuje tudi vegetativno, smo \a&dtistov nabrali z rastlin, ki so rasle

vsaj 10 metrov narazeng¢sgner smo se zeleli izogniti nabiranju klonov.

Preglednica 1: Seznam lokalitet vzéenja Blagajevega w&iha. Analiza kloroplastne DNA je bila

izvedena za vse populacije, z zvezdico pa sodrapopulacije, ki smo jih uporabili v AFLP analizi

Table 1: List of sampling locations obDaphne blagayanaThe analysis of chloroplast DNA was

conducted on all populations, while AFLP analyseéswonducted on populations marked with asterisk.

vzoréno mesto oznaka koordinate drzava geoloska podlaga
1. Karnijske Alpe’ ITA 46.220 12.64° ltalija dolomit
2. Dolina Trebuse* TG 46.061, 13.844 Slovenija duto
3. Idrija ID 46.052, 14.040 Slovenija dolomit
4. Samije SA 46.016 14.21( Slovenije dolomit
5. Jetrbenk JE 46.097, 14.392  Slovenija dolomit
6. Granica* GRA 46.127, 15.219 Slovenija dolomit
7. Kozjanski parl KP 46.088 15.53¢ Sloverija dolomit
8. MirtoviSki potok* Ml 45.506, 14.794  Slovenija Idonit
9. Smolin* SM 44.463 17.89( BiH serpentil
10. Maaa MA 45.136, 18.629 BiH serpentin
11. Konjuh KO 44.336, 18.514 BiH serpentin
12.  KreSevo’ KR 43.868 18.05:! BiH apnenec, dolomit serpentil
13. Stolac* ST 43.779, 19.389 BiH apnenec, dolemgerpentin
14. Celebkii CE 43.433, 18.987 BiH apnenec, dolomit in setpen
15. MesStrova ME 43.401 19.01¢ BiH apnenec, dolomit in serper
16. Berane* CG 42.506, 19.521 Crna Gora apnenec
17.  Kozuf* MK 41.150 21.93¢ Makedonije apnene
18. Prelaz Katara* GRC 39.792, 21.205 <¢ifar serpentin
19. Stara planina* BG 42.789, 24.559 Bolgarija Fi\ (0 2]
20. Buila Varturarita* BV 45.225 24.07¢  Romunije apnene
21. Piatra Mare PM 45.557, 25.654 Romunija apnenec

Za osebke, ki smo jih nabrali na vsakem od 21 d&mbr mest, v nadaljevanju
uporabljamo oznake iz preglednice 1. Skupino oselkposameznega vZmega mesta

v nadaljevanju imenujemo populacija.
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Mare (Romunija), D) Kozjanski park (Slovenija), Byila Vanturarita (Romunija), F) Dolina Gnaice

(Slovenija). (Foto: Z. FiSer Reikar, P. Glasno¢j M. Luznik).

Figure 7: Habitats ofD. blagayana.A) Pindos Mountains (Greece), B) Stara Planina ¢Bri&), C)
Piatra Mare (Romania), D) Kozjanski park (Slovenig) Buila Vanturarita (Romania), F) Graca
Valley (Slovenia). (Photo: Z. FiSer &ekar, P. Glasno¢ M. Luznik).
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3.2 IZOLACIJA DNA IN DOLOCANJE KONCENTRACIJE

Izolacijo DNA smo izvedli po protokolu proizvajalceolacijskin kitov SIGMA
(GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit). V zadnj koraku izolacije, pri
izpiranju DNA s kolone, smo uporabili pufer TdE, BNsmo izprali dvakrat z

volumnom 5QuL. Vzorce DNA smo shranili na -20° C.

3.2.1 Kvantitativno dolo ¢anje DNA s spektrofotometrom

Koncentracije DNA smo dotdi s pomajo spektrofotometra Epoch (BioTek).
Spektrofotometer smo pred vsakim merjenjem umtakb, da smo na plé8 nanesli
dva slepa vzorca z destilirano vodoul3. Po merjenju slepih vzorcev smo n&sseno
plo¥o nanesli po 3uL izolirane DNA za vsak vzorec. Spektrofotometer rime
absorbanco pri valovni dolzini 260 nm, kar predgsawabsorbcijski maksimum
nukleinskih kislin, ter pri valovni dolzini 280 nnrazmerje A260/A280 nam pove
Cistost vzorca. Razmerje med 1,8 in 2,0 predstavigimalno ¢ist vzorec brez

prisotnosti proteinov.

Vzorce, ki smo jih uporabili za dalanje nukleotidnega zaporedja, smo cikdz
deionizirano vodo do koncentracije 5 plg/ Redtene vzorce s koncentracijo 5 pb/

smo pripravili do volumna 2(0L. Vzorcev za AFLP nismo redi.

3.2.2 Kvalitativno dolo ¢anje DNA z gelsko elektroforezo

Agarozno gelsko elektroforezo uporabljamo zael@nje razlinih dolzin DNA

fragmentov. Metoda temelji na premikanju negatiwadbitin molekul DNA skozi pore
agaroznega gela (pore merijo med 100 in 300 nmheghtivho nabite katode proti
pozitivno nabiti anodi. ManjSi fragmenti molekuleNB se premikajo hitreje, saj jih
pore agaroznega gela manj ovirajo¢jvéragmenti pa potujejo p@sneje. Glede na

gostoto gela lahko tamo razlicne velikosti molekul DNA (Brown, 2002).

Nekatere vzorce izolirane DNA smo preverili na %8agaroznem gelu, pripravljen s
pufrom TBE (0,5 X). Raztopino smo premesali in BiBute segrevali v mikrovalovni
pecici, dokler meSanica ni zavrela. Nato smo erlennzges tek@im agaroznim gelom

pod tek@o vodo ohlajali do priblizno 60 °C. Vsebino smoliwi kalup elektroforeze,
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pri ¢emer smo pazili, da niso nastali amamehugki, vstavili 2 glavntka ter pgakali,
da se je gel strdil in ohladil. Ko se je gel ohladmo ga prenesli v elektroforezno
kadicko, napolnjeno z 0,5 x TBE pufrom ter jo priklopiia usmernik BioRad.
Elektroforezo smo nastavili na napetost 120 V testifi teci priblizno 30 minut. Vzorce
za elektroforezo smo pripravili tako, da smoub izolirane DNA zmesali s 3iL
nanaSalnega barvila (6X Loading Dye, FermentashaSalno barvilo nam omog®
spremljanje nanaSanja DNA na gel ter njenega pojavaroti anodi. Poleg tega barvilo
zaradi veéje gostote zadrZzuje DNA v luknjici gela. Poleg izmhe DNA smo vedno
nanesli tudi merilno lestvico, ki nam je omd@da preverjanje dolZine vzorcev izolirane
DNA.

Po kor¢ani elektroforezi smo agarozni gel za 20 minut pidtov pufer TBE z
etidijevim bromidom (EtBr). Etidijev bromid se vgliamed baze nukleinskih kislin in
omogaa detekcijo pod UV svetlobo. Gel smo nato spratl pgkato vodo in ga slikali

s pomajo UV- transiluminatorja Uvitec, MiniBis in prograske opreme GelCapture.

Za raziskavo filogeograske stukture smo analiziraéh 21 populacij, medtem ko smo
zaradi casovnih in finatnih omejitev za raziskavo populacijske genetikeraiibl5
populacij, ki so pokrivale celoten areal vrste. ¥ingeru, ko smo imeli na ozjem
geografskem obnégu vzortenih ve& populacij, smo tako nekatere populacije ¢diaz

populacijske Studije.

3.3 KLOROPLASTNA DNA

3.3.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR) in dol@anje nukleotidnih zaporedij

Za namen filogeografske analize Blagajeveg&iunal smo preverili variabilnost petih
odsekov kloroplastne DNA: Stirih medgenskih vmeswilrpl20—rps12 atpB-rbcLin
psbA—trnH trnL—F) ter gensko regijarnK—-matK z genommatK Vse uporabljene
zatetne oligonukleotide (25 pmal) smo nardili pri proizvajalcu IDT DNA. MgC),
Taq polimerazo (5 W), 10x PCR pufer in dNTP smo n&ilb pri proizvajalci
Fermentas. DNA smo réili z deionizirano vodo do koncentracije 5 pfy/ Reakcijske

meSanice smo inkubirali v termociklerju AB 2720 (Apd Biosystems).
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Pomnozevanje medgenskega vmesnikgpB-rbcL je potekalo v 200 pL
mikrocentrifugirkah. Pripravili smo po 2BL reakcijske meSanice, ki jo je sestavljalo
1,5uL MgCly, 2,5uL 10x PCR pufra, 21iL 2 uM dNTP, 1ul zatetnega nukleotida
atpB, 1uL zacetnega nukleotida rbcL, 0,28 Taq polimeraze in 14,78 ddH,O ter 2
puL DNA. Reakcijsko mesSanico smo inkubirali v termderju po naslednjem postopku:
5 min na 94 °C¢emur je sledilo 35 ciklov 1 min na 94 °C, 30 sekefa’C, 1 min na 72

°C. Sledila je elongacija za 5 min na 72 °C temsfevanje vzorcev na 4 °C.

Preglednica 2: Seznam uporabljenih &eatnih oligonukleotidov za pomnoZevanje fragmentov

kloroplastne DNA.

Table 2: List of primers used for the amplification of ctdplast DNA fragments.

odsek Zaporedje z#&etnega oligonukleotida Ime zafetnega  Vir zaporedja
(5'— 3) oligonukleotida

matK GGG GTT GCT AAC TCAACG G trnK-3914F JohnsorSaltis, 1994
AAC TAG TCG GAT GGA GTA G trnK-2R Johnson in Selti1994
ATTTTG GTT ATG ACA ATAA matK -934F Johnson in Big, 1994

rpl20-rps12  CGY YAY CGA GCT ATA TAT CC rpl20 Hamilton in sod., 19¢
ATT AGA AAN RCA AGA CAG CCA AT rpsl2 Hamilton in s, 1999

psbA-trnH CGCGCATGGTGGATTCACAAATC trnH Sang in sod., 1997
GTTATGCATGAACGTAATGCTC psbA Sang in sod., 1997

atpB-rbcL GAAGTAGTAGGATTGATTCTC atpB Samuel in sod., 1997
CCCTACAACTCATGAATTAAG rbcL Samuel in sod., 1997

trnL—F CGAAATCGGTAGACGCTACG trnL-c Taberlet in sod., 1991
ATTTGAACTGGTGACACGAG trnL-f Taberlet in sod., 1991

Za pomnozevanje dela medgenskega vmestikb—F smo uporabili univerzalna
zatetna oligonukleotida trnL-c in trnL—F. PomnoZevang potekalo v 200uL
mikrocentrifugirkah. Pripravili smo po 30L reakcijske meSanice, ki jo je sestavljalo
2,4 uL MgCly, 3 puL 10x PCR pufra, 1,6L 2 uM dNTP, 1,2uL zatetnega nukleotida
trnL-c, 1,2uL zatetnega nukleotida trnL-f, 0,29 Taq polimeraze in 16,bL ddH,O
ter 3uL DNA. Reakcijsko meSanico smo inkubirali v termiderju po postopku: 5 min
na 94 °Cgemur je sledilo 35 ciklov 30 sek na 94 °C, 30 salbfh °C, 30 sek na 72 °C.

Sledila je elongacija za 10 min na 72 °C ter slaeamje vzorcev na 4 °C.
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Za pomnozitev regijgrnK—matKz genommatK smo prvotno izbrali le en setéanih
oligonukleotidov, ki imajo mesto prileganja znoted§sonatrnK: trnK-3914F in trnK-
2R. Zaradi teZav pri pomnozZevanju tako dolgega kalseno se odili Se za uporabo
vmesnega z&tnega oligonukleotida, ki ima mesto prileganjateag matK regije, to je
matK-934F. Prikaz mest prileganjacetnih oligonukleotidov je prikazan na sliki 8.
Kljub uporabi vmesnega &etnega oligonukleotida nam ni uspelo pomnoZziti tredga

odseka, temvesmo dobili 3 Iéene odseke.

— 5'trnK matK 3'trnK |-
trnK-3914F matK-934F trnK-2R
» > <

Slika 8: Mesta prileganja uporabljenih&tnih oligonukleotidournK-3914F matK-934F intrnK-2R
(Johnson in Soltis, 1995: 151).

Figure 8: Location of primers trnK-3914F, matK-934F in tri@R (Johnson in Soltis, 199451), used

in the analysis.

Pomnozevanje medgenskega vmesniksbA-trnH je potekalo v 200 pL
mikrocentrifugirkah. Pripravili smo po 20L reakcijske meSanice, ki jo je sestavljalo
1,2 uL MgCly, 2 pL 10x PCR pufra, 1,6L 2 uM dNTP, 0,8uL zatetnega nukleotida
psbA, 0,8uL zatetnega nukleotida trnH, 0,26 Taq polimeraze in 11,35 ddH,O ter

2 uL DNA. Reakcijsko meSanico smo inkubirali v termiderju po naslednjem
postopku: 5 min na 94 °Cemur je sledilo 35 ciklov 45 sek na 94 °C, 1 min53a°C,
30 sek na 72 °C. Sledila je elongacija za 5 miiva&C ter shranjevanje vzorcev na 4
°C.

PomnoZevanje medgenskega vmesnikal20-rpsl12 je potekalo v 200 pL
mikrocentrifugirkah. Pripravili smo po 10L reakcijske meSanice, ki jo je sestavljalo
1,2 uL MgCly, 2 pL 10x PCR pufra, 1,6L 2 uM dNTP, 0,4uL zatetnega nukleotida
psbA, 0,4uL zatetnega nukleotida rpl20, 0,28 Taqg polimeraze in 11,3pL ddH,O
ter 2 uL DNA. Reakcijsko meSanico smo inkubirali v termderju po naslednjem
postopku: 5 min na 94 °Gemur je sledilo 35 ciklov 45 sek na 94 °C, 1 minsek na
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53 °C, 1 min na 72 °C. Sledila je elongacija zaib ma 72 °C ter shranjevanje vzorcev
na 4 °C.

PCR produkte smo ¢estili, naredili sekvetno reakcijo in nato sekvencirali na 4-
kapilarnem sekvenatorju ABI PRISM 3130.

3.3.1.1 Ponavljajéa zaporedja znotraj kloroplastne in jedrne DNA

Kloroplastna DNA vklj@uje veliko regij, v katerih se pojavljajo mikrosktiea
zaporedja in regije s ponovitvami posameznih nuide® (t.i. mononukleotidni
mikrosateliti, pogosto imenovani tudi poli-A/T ipG/C zaporedja, kar uporabljamo
tudi v nadaljevanju). Taka zaporedja se pogost@ayhajo v nekodirajéih regijah,

vendar so lahko prisotna tudi v genih.

Kljub veliki pogostosti zaporedij poli-A/T v klordg@stnem genomu, ¢aa raziskav s
podraja rastlinske filogeografije, filogenije ali populgke genetike ne omenja, na

kakSen nain tretirajo omenjene regije v svojih analizah.

Renner in sod. (2004, 2007) v filogenetskih Studijadu Cucumisin Arisaema v
katerih so uporabili razine kloroplastne gene in medgenske vmesnike (npia dpeL
in matK introntrnL, medgenska vmesnikpl20—rps12in trnL—F), omenjajo prisotnost
Stevilnih zaporedij poli-A/T v omenjenih genih iekodiraj@&ih zaporedjih, poleg njih
pa Se prisotnost (sicer redkejSih) mikrosateliteigj TATATA. Tudi v zaporedju ITS1
je bilo pri rodu Cucumis prisotno 25 nukleotidov dolgo zaporedje poli-G tEf
nukleotidov dolgo zaporedje poli-G, v zaporedju 2T®a 11 nukleotidov dolgo
zaporedje poli-C. Vsa omenjena zaporedja so bilacena iz nadaljnih analiz.
Oberlander in sod. (2012) ugotavljajo podobno pdurOxalis kljub temu, da so v
psbA—trnH regiji opazili kar pet variabilnih poli-A/T zapaig, so jih izkljuili iz

nadaljnjih analiz zaradi moznosti homoplazije.

3.3.2 Obdelava podatkov kloroplastne DNA in statisténa analiza

V analizo smo vkljtili nukleotidna zaporedja petih kloroplastnih redyridobljene
elektroferograme in avtomatsko generirana nukleaetidaporedja smo pregledali v
programu CondonCode Aligner 1.63 (CodonCode Cdbedham, MA, ZDA), s
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katerim smo naredili tudi skupno nukleotidno zapige(angl.consensus sequence
Skupne sekvence smo poravnali s pomorodja ClustalW 4.0 v programu MEGA 4.0
(Tamura in sod., 2007).

Za nadaljnje analize smo v programu MEGA inver@@®GGA/TCCTC kodirali kot

eno mutacijo tako, da smo izbrisali preostale 4 (AGGA/CCTC). Prav tako pri
populaciji MK, pri kateri se pojavlja 23 bp dolg s®k poli-A, tega nismo kodirali kot
ve¢ mutacij temveé kot eno samo mutacijo (izbrisali 8 bp A pri MK talda je bil odsek
poli-A pri MK za 1 bp daljSi kot pri CG, ki ima 18). Tudi insercijo/delecijo v
mikrosatelitu TATATA smo obravnavali kot eno mufactako, da smo v matriki
izbrisali 1 bp (A).

Razporeditev vzorcev v haplotipe in njihovo frekeersmo izvedli v programu DNAsp
(Rozas in sod., 2003) in jo preverili v spletnenoggemu FaBox (Villesen, 2007).
Haplotipe smo pridobili za vsako kloroplastno regipsebej (préemer smo mutacije v
poli-A/T regijah zaradi majhnega Stevila ostalih temij v posameznem odseku
uposStevali), nazadnje pa smo vse odseke zdruzilipagk v enotno nukleotidno
zaporedje. Analizo celotnega nukleotidnega zaparedjo naredili na dva &iaa, in

sicer ob upostevanju mutacij v poli-A/T regijah tako, da smo regije izKklgiii. Vse

nadaljnje analize smo naredili ob izKijtvi poli-A/T regij.

V programu Arlequin 3.5 (Excoffier in Lischer, 201@mo izr&unali osnovne
parametre genetske variabilnosti: nukleotidm) i{n haplotipno (h) raznovrstnost.
Nukleotidna raznovrstnost predstavlja poym@ Stevilo nukleotidnih razlik na enem
mestu med dvema nakdjno izbranima nukleotidnima zaporedjema iz popuadijei
in Li, 1979; Nei, 1987) in je iztanana po formuli:

IT = ZXiXﬂtij

v kateri xx; predstavljata frekvenci i-tega in j-tega nukleo&da zaporedja irm;

predstavlja razmerje razhih nukleotidov med zaporedjemai in j.

Haplotipna raznovrstnost je definirana kot F? pri cemer je f frekvenca i-tega

haplotipa.

Stopnjo diferenciacije med populacijami smo prdveneko izra&una populacijskih
parametrov Ny in Gsr, izradunanih v programu DNAsp. Medtem ko parameter G
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upoSteva samo frekvence alelovst\boleg alelnih frekvenc upoSteva tudi podobnost
med posameznimi haplotipiCe so vrednosti N > Gsr, to nakazuje prisotnost

filogeografske strukture.

Za pridobitev skupin, ki so si geografsko karselileupvendar so med seboj kar najbolj
genetsko diferencirane (angl.geographically homogeneous and maximally
differentiated from each othgrsmo uporabili program SAMOVA (Dupanloup in sod.,
2002). Program iterativnod8 kompozicijo predefiniranega Stevila geografskanh
skupin (K; definira ga uporabnik) na dia, da povéuje vrednost Er (deleZz celotne
genetske variance zaradi razlik med skupinami @ap)l Program je izvedel 10 000
iteracij za K za vrednosti med 1 in 10. RazporeditenajviSjo kr vrednostjo je

program prikazal kot najboljSe grupiranje populacij

Stopnjo raznolikosti med vzamimi mesti smo doléli z analizo molekularne variance
(AMOVA) v programu Arlequin. Signifikantnost analismo testirali s 16 000

permutacijami.

Za prikaz sorodnosti med haplotipi Blagajevega ¢wal smo uporabili mrezo
haplotipov (angl.haplotype netwoik Filogenetska drevesa, ki se delijo na dve veji,
pogosto niso primerna za prikaz znotrajvrstnih eeipgkin odnosov. Namesto dreves
zato za prikaz znotrajvrstnin genealogij odnosowrapljamo mreze, ki omogajo
delitev na vé vej (Posada in Crandall, 2001). Za prikaz sorstinmed haplotipi
Blagajevega v@ina smo uporabili program Network 4.6.1.3 (Fluxuschinology Ltd,
Suffolk, UK). Program Network iz podatkovnega nizkonstruira drevo najégega
verjetja (anglmaximum parsimony tre@P) preko dveh moznih algoritmoreduced
median (RM) algoritma (zahteva binarne podatke) mkdian-joining(MJ) algoritma
(na posameznem mestu je lahk@ weoZznih nukleotidov, omoga pa tudi upoStevanje

nejasnosti, na primer N), ki smo ga uporabili vama$rimeru.

Demografsko zgodovino smo testirali na nivoju vrstena nivoju podskupin s t.i.
»mismatch« analizo (Li, 1997). Podskupine smo deifin glede na rezultate,
pridobljene v programu SAMOVA (SLO, J in SR), pemer smo dodatno analizirali
tudi skupino J in SR skupaj. Nevtralnostne test® stwedli v programu programih
DNAsp (Ramos-Onsins in Rozasov R2 test) in Arleqiajimov D test in Fujev Fs
test).
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3.4 AFLP

3.4.1 Genotipizacija s pomd@&jo metode AFLP

Metoda AFLP (angl.Amplified Fragment Length Polymorphisrtemelji na razrezu
molekule DNA s pomgo dveh restrikcijskih encimov ter naknadnem ponawaiju
nakljucnih restrikcijskih fragmentov iz celokupne DNA. Teko so razvili Vos in sod.
(1995). Osnovni koraki AFLP so naslednji (slika 9):

Izolacija DNA: Za AFLP potrebujemaisto DNA visoke molekularne teze. Gre za

najpomembnejsi korak metode, saj je AFLP zeleudfpv na neistoce.

Restrikcija: Restrikcija je razrez molekule DNA, ki jo izvedemalvema restrikcijskima
encimoma (restrikcijskima endonukleazama). Edeermmzmov reze pogosto (npr. Msel,
ki prepoznava 4 bp dolgo zaporedije), drugi pa redko (npr. EcoRI, ki prepoznava 6 bp
dolgo zaporedje)Ceprav v tekstu omenjamo le EcoRI in Msel, obstajajoi drugi

restrikcijski encimi in njim ustrezni Zatni oligonukleotidi.

Ligacija: Na konce restrikcijskih fragmentov se veZejo kaenpéntarni oligonukleotidni
adapterji. Adapterji so sestavljeni iz znanega R@blgega nukleotidnega zaporedja, isto
zaporedije pa kasneje sluzi kotemi oligonukleotid v PCR reakciji.

Predamplifikacija: Restrikcijski fragmenti so nato pomnozeni v preriZni reakciji s
polimerazo, preemer uporabimo krajSe &tne oligonukleotide. Gre za ¢hjen PCR, v
katerem uporabimo #atne oligonukleotide, ki ustrezajo nukleotidnemupa&dju
adapterjev. Na ta dan pomnozimo samo tiste fragmente, ki imajo na ekencu vezan
adapter za EcoRIl, na drugem pa adapter za MsekgPolikleotidnega zaporedja
adapterjev imata oba &tna oligonukleotida vezano dodatno bazo (na Sliézn&ena s

¢rko N), ki omog@a dodatno zmanjSanje Stevila pomnoZenih fragmezada.

Selektivna amplifikacija: Predamplifikaciji ponavadi sledi Se druga verizeakcija s
polimerazo, pri kateri uporabimo &stne oligonukleotide z istim zaporedjem kot v
predamplifikaciji s to razliko, da so &tni oligonukleotidi podaljSani za 1, 2 ali 3
nukleotide (na sliki 9 ozrani s érkami NN ali NNN) ter oznéeni s fluorescentnim

barvilom. Namen zadnjega koraka je zmanjSanje latgalimorfizmov (fragmentov) in
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njihovo oznaevanje s fluorescentnim barvilom, ki om@goizualizacijo fragmenta
DNA med migracijo. Med pogosto uporabljena fluosrgoa barvila sodijo na primer
VIC (zelena barva), 6-FAM (modra barva), NED (ruradrarva) in PET (rd& barva).

Elektroforeza: Ozna&ene fragmente v dolzini 50-600 bpciimo s pomdjo elektroforeze
na akrilamidnem gelu (na sekvenatorju). Na t&iméc¢imo fragmente, ki se po dolZini
locijo v samo enem baznem paru. Fragmenti se v kapdaijo po dolzini, najkrajSi
fragmenti potujejo najprej, najdaljSi pa najkasnéje fragmenti potujejo mimo laserja,
Zzarek ekscitira fluorescentno barvilo, da to oddatlebo. Ra&unalnik zbere signal,
rezultat fluorescence pa zaznamo ndumalniku kot elektroferogram. Vsak vrh v

elektroferogramu ustreza lisi na normalnem akrithmem gelu.

Genomska DNA

1. Restrikcija

2. Ligacija adapterjev *
3. Predamplifikacija o * \
_.N
N P
4. Selektivna amplifikacija NN *

NNN «—

5. Gelska elektroforeza

Slika 9: Shematski prikaz metode AFLP (Vuylsteke in sodQ81.387).
Figure 9: Outline of the AFLP procedure (Vuylsteke et al0g: 1387).
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Genotipizirati smo Zzeleli 195 osebkov s 15 wvzon mest s tremi kombinacijami
selektivnih zé&etnih oligonukeotidov. Genotipizacija je bila uspa%ri 135 osebkih. Za
uspesno genotipizacijo smo Sték, nam je pri posameznem vzorcu uspelo genotipizirat

vsaj eno od treh kombinaciji &etnih oligonukleotidov.

AFLP analizo smo izvedli po protokolu Vosa in saleev (1995) z nekaterimi
modifikacijami. Uporabljene z&tne oligonukleotide in adapterje navajamo v prujie
3. Vse encime, za&tne oligonukleotide, linkerje in ATP smo nétopri proizvajalcu
Thermo Scientific. Priprava adapterjev, predankdifija in selektivna amplifikacija je

potekala v termociklerju Applied Biosystems 272@ifirhal Cycler.

250 ng DNA smo razrezali z restrikcijskimi enciminveSanici, ki je vsebovala 2 U
EcoRIl in 2 U Trull in 1 x Tango pufer v skupnem wahu 20 pl. Restrikcijsko

meSanico smo inkubirali v termociklerju 3 ure na°’87in 3 ure na 65 °C.

Za pripravo ligacijske meSanice smo iz EcoRI in Mkekerjev predhodno izdelali
adapterje, ki sluzijo kot mesta prileganja&edmih oligonukleotidov. Adapter ECoORI smo
izdelali iz 5 pMol/ul EcoRI-linkerl, 50 pMol/ul E€d-linker2, 1 M Tris — HCI (pH 7,7)
ter bidestilirane vode do konega volumna 50 pl. Po enakem postopku smo prip&svi
adapter Msel. Reakcijski meSanici smo v termocjielepostavili temperaturi 95° C za 5
minut in ju nato pustili, da sta se ohladili na soltemperaturo. Adapterja smo hranili v

zmrzovalniku pri temperaturi -20 °C.

Razrezani DNA smo v naslednjem koraku dodali 5 ighdijske meSanice, ki je
vsebovala 1 pl EcoRI adapterja (5 uM), 1 pl Mseamdrja (5 uM), 1,2 ul ATP (100
mM) in 0,3 ul T4 ligaze (5 U / ul), 0,7 pl T4 pufaOx, Thermo Scientific) in 0,8 pl
vode. MeSanico smo inkubirali v termociklerju 4 ura 37 °C in 12 ur na 16 °C. Po

ligaciji smo vzorce nanesli na agarozni gel in prdy ¢e je prisoten razmaz.

25 pl predamplifikacijske meSanice je vsebovald Qx redene restrikcijsko-ligacijske
meSanice, 5 pl pufra (5x, Promega), 2 pul 25 mM Mgd@,5 ul vsakega od
preamplifikacijskih z#&etnih oligonukleotidov, 0,625 U encima polimeraZe jl,
GoTaq Promega) in gL 10 mM dNTP. Preamplifikacija je potekala v terrikberju po

naslednjem temperaturnem protokolu: 2 min na 7238 giklov 30 sek na 94 °C, 30 sek
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na 56 °C in 2 min na 72 °C. Sledilo je Roo podaljSevanje za 30 min na 72 °C.

UspesSnost predamplifikacije smo preverili na agaeoz gelu.

Selektivno amplifikacijo smo izvedli v volumnu 10. MeSanica je vsebovala 2 pl 50x
rediene restrikcijsko-ligacijske meSanice, 2 ul puba, (Promega), 0,8 pl 25 mM Mgl
(Fermentas), 0,3 ul vsakega odetaih oligonukleotidov za selektivno amplifikacijpri
¢emer so EcoRlI zatni oligonukleotidi ozn&eni s fluorescentnima barviloma 6-FAM oz.
VIC), 0,125 U encima polimeraze (5ul/Promega) in 0,aL 10 mM dNTP (Fermentas).
Preamplifikacija je potekala v termociklerju po leahjem temperaturnem protokolu
(PCR s padajm temperaturo prileganja; angbuchdow: 2 min 30 sek na 94 °C, 13
ciklov 30 sek na 94 °C, 30 sek na 66-56 °C in fa ma 72 °C, sledilo je 24 ciklov 30 sek
na 94 °C, 56 °C za 1 min in72 °C 10 min ter &om podaljSevanje za 10 min na 72 °C.

UspesSnost selektivhe amplifikacije smo preverilagaroznem gelu.

Selektivno amplifikacijo smo izvedli s tremi pagcetnih oligonukleotidov:
1) EcoRI + ACT - VIC in Msel + CTA (kombinacija G}L.3

2) EcoRI + ACT - VIC in Msel + CTC (kombinacija G14

3) EcoRI + ACG - 6-FAM in Msel + CTC (kombinacija. B).

Preglednica 3:Seznam uporabljenih &eatnih oligonukleotidov za AFLP analizo.

Table 3: List of primers used for the AFLP analysis.

Zaetni oligonukleotid

Nukleotidno zaporedje (5' - 3")

Msellinkerl GAC GAT GAG TCC TGA (
ligacii Msel-linker2 TA CTC AGG ACT CAT
igacija

gacl EcoRI-linkerl CTC GTAGAC TGC GTACC
EcoRl-linker2 AAT TGG TAC GCA GTC TAC
L Msel GAT GAG TCC TGA GTA £
predamplifikacija
EcoRI GAC TGC GTACCAATTC

EcoRI + ACG- 6-FAM

selektivha EcoRI + ACT—VIC

GAC TGC GTA CCAATT C ACG - 6-FAM

GAC TGC GTACCAATT CACT -VIC

amplifikacija Msel + CTC

Msel + CTA

GAT GAG TCC TGA GTAACTC
GAT GAG TCC TGA GTAACT#
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Uspesno pomnozene vzorce (Oh) smo zmeSali s formamidom in dolzinskim
standardom GeneScan-LIZ 500 (Applied Biosystemspémotipizirali na 4-kapilarnem
sekvenatorju ABI PRISM 3130.

Ker je bila pri nekaterih populacijah pomnozitewseeSna pri wgem Stevilu osebkov,
smo tiste populacije iztdli iz nadaljnjih analiz (iz statisthe analize smo iztdli tiste
lokalitete, za katere smo imeli na voljo manj kot A-LP profilov). V analizo
populacijske strukture smo tako vkijli 162 osebkov iz 13 vzénih lokalitet, pricemer
smo 20 osebkov analizirali dvakrat in na podlagut@atov po metodi Bonnina in sod.
(2004) ocenili napako (angerror rate). Rezultate fragmentne analize smo obdelali s
programom GeneMarker 2.6.3. Lokus smo definirali fagment, ki se pojavlja pri
najmanj enem vzorcu. Da bi se izognili napakam, snanalizo vklj&ili le tiste lokuse,

ki smo jih ocenili kot zanesljive, z minimalno antptlo 50 fluorescetmih enot (CFU) v
dolzini med 75 in 500 baznimi pari. Prisotnost Isitsmo zabelezili kot 1, odsotnost pa
kot 0. V primerih, ko lokusa nismo mogli objektivraxeniti, smo lokus ozidi z

vpraSajem.
3.4.2 Statisti¢na obdelava podatkov AFLP in analiza genetske diveitete

Izbrane populacijske parametre - Stevilo polimdrfniokusov (NLP), odstotek
polimorfnih lokusov (PLP) in Neievo genetsko diviegib - smo ocenili s pond@m
programov GenAlEx 6.501 (Peakall in Smouse, 20BH| Psurv V1.0 (Vekemans,
2002) in PopGene 1.32 (Yeh in Boyle, 1997). V paogu AFLPsurv smo iztanali
genetsko diverziteto na dvadwaa, in sicer ob predpostavki, da 1) so populacif¢ardy-
Weinbergovem ravnovesju §= 0) in 2) ob predpostavki, da je koeficient inlmigh Fs

= 1. Ker sta alelna diverziteta in Stevilo zaselaiélov znotraj populacije ndoo odvisna
od velikosti vzorca, dobljene rezultate teZko priy@o med populacijami, kadar so naSi
vzorci razltno veliki. S postopkom rarefakcije, ki poenoti ¥ekt populacij glede na
najmanjSo vzareno populacijo in nato prefana Stevilo alelov in zasebnih alelov na
populacijo, dobimo rezultate, ki jih lahko primarja med populacijami. Postopek
rarefakcije smo izvedli v programu ADZE (Szpiechsiod., 2008) in poenotili velikost
populacij na najmanjSo vz&gno populacijo, torej 5 osebkov. Pri tem smo v paow

dodali ukaz naj zavrze tiste alele, pri katerihtoték manjkajoih v kateri koli populaciji
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presega 10 %. V zelo sorodnih populacijah je Stexésebnih alelov na populacijo
ponavadi majhno, lahko pa so zasebni aleli prisototraj skupin populacij (Kalinowski,
2004). Tako smo zasebne alele émnaali tudi za skupine populacij (vaZmih mest), pri
¢emer smo skupine daliti glede na program BAPS za (K = 7).

Analizo molekularne variance (AMOVA), Mantelov tesin analizo glavnih
koordinat (PCoA) smo izvedli v programu GenAlEx @Gl5(Peakall in Smouse, 2012).
AMOVA je ena izmed tehnik, ki jih uporabljamo zaemo genetske diferenciacije. S
pomaijo analize AMOVA r&unamo komponente variance in njihovo stopnjo
signifikantnosti. V analizi AMOVA so &-analogi (imenovani®pr) izratunani kot
razmerje variance komponent, pridobljene iz matkikadriranih evklidskih razdalij med
pari posameznikov (Excoffier in sod., 1992). Enavgih prednosti analize AMOVA je
uporabnost na razhih hierarhénih nivojih (na primer na nivoju osebkov, populaidij
regij). PCoA je multivariatna tehnika, ki omago prikaz glavnih vzorcev znotraj
multivariatnega podatkovnega niza (na primet leusov in vé vzorcev). Mantelov test
je neparamettni test, ki ocenjuje odnos med elementi katerih Kokh ujemajoih se
matrik. S pomgjo Mantelovega testa v populacijski genetiki prgaeo prisotnost

signifikantne korelacije med matrikama genetskgengrafske razdalje.

Podskupine smo datdi s programom STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard in sd&DQ0) in
BAPS 6.0. (Corander in sod., 2008). Obe metodi ljgmena Bayesovem principu.
Bayesovi modeli zajamejo populacijsko strukturgodlagi

molekularne variabilnosti znotraj vsake podpopuyéadako, da zmanjSujejo Hardy-
Weinbergovo neravnovesje (HWD) in vezavno ravnavéapgl.linkage disequilibrium
LD), do c¢esar bi prisSlo,ce bi osebke iz razihih populacij (pri katerih je prisotno
nakljutno parjenje) nepravilno grupirali v skupno populadgLatch in sod., 2006). Oba
programa dovoljujeta, da osebki iz posameznih (pooi)lacij izvirajo iz raztinih
prednikov (predniSkih populacij) in take osebkestijo v posamezen klaster na podlagi

verjetnosti.

V programu STRUCTURE smo uporabili model meSanjagiiaadmixture modélin

korelirane alelne frekvence med populacijami (acgkrelated allele frequencigspri
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¢emer smo programu ukazali, da si pri grozdenju fimdapomaga z informacijo o
vzorénih lokalitetah (LOCPRIOR model). Ta model je ugma v primerih, ko je
genetska struktura prisotna (na primercdiea Fst med vzoénimi lokalitetami), vendar
je njen signal preSibek, da bi ga zaznali standamtrdeli. Do tega lahko pride zaradi
majhnega Stevila markerjev, majhnega Stevila vaoedezelo Sibke genetske strukture
(Pritchard in sod., 2000). LOCPRIOR model ima tnogeitivnih lastnosti, in sicer: 1) ne
najde strukture¢e ta ni prisotna, 2) lahko zanemari informacijo znrinih mestih,¢e
izvor vzokenih osebkov ni povezan z vZami lokalitetami in 3) ko je populacijska
struktura ména, da LOCPRIOR model enake rezultate kot standanddeli. Testirali
smo tudi model neodvisnih alelnih frekvenc (arigdependent allele frequenc)eter

model brez meSanja (anglo admixture modgl

MCMC veriga je tekla 1 000 000 generacij, piiner smo zéetnih 100 000 generacij
zavrgli. Stevilo skupin (K) smo nastavili med enadieset; za vsak K smo naredili deset
ponovitev. Po analizi v programu STRUCTURE smo eggtnejSi K doldili z metodo

po Evannu (Evanno in sod., 2005) v programu STRUREUHARVESTER Web
v0.6.94 (Earl in von Holdt, 2012). Za pridobitevjb@j optimalne strukture smo
uporabili algoritem_argeK Greedyz nakljinim zaporedjem vnosa (angandom input
order) in statistiko G' pairwise matrix similarityin 1000 permutacijami v programu
CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson in Rosenberg, 2007). Reteu#mo vizualizirali v programu
DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004).

V programu BAPS smo testirali grupiranje na podlagilekularnih podatkov na dveh
nivojih: 1) na nivoju skupin ter 2) na nivoju posaanikov. Obe analizi smo izvedli tako
Z neprostorskim kot s prostorskim modelom (aMglronoi tessellatioy) pri ¢emer smo

pri slednjem podali koordinate posameznih lokalitabiranja. Minimalno Stevilo skupin

smo nastavili na 13.
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4 REZULTATI
4.1 KLOROPLASTNA DNA

4.1.1 Analiza mutacij

Analiza kloroplastne DNA vkljéuje pet odsekov kloroplastne DNA: Stirih medgenskih
vmesnikov (pl20-rps12,atpB-rbcL, psbA-trnH in trnL—F) ter gensko regijarnK—
matK z genommatK (preglednica 4). Pri razlagi mutacij uporabljamaalze populacij

iz preglednice 1.

Pri pomnoZevanju medgenskega vmesnipi20-rps12 smo pridobili nukleotidno
zaporedje v skupni dolzini 549 bp. Na 130. mestprjsotna edina mutacija in sicer
substitucija T/G. Gvanin vsebujejo vsa nukleotidregporedja z izjemo osebkov iz
populacije KP, ki imajo na tistem mestu timin. Gleaa regijorpl20—rps12 so osebki

razvr€eni v 2 haplotipa.

Pri pomnoZevanju medgenskega vmesné@B-rbcL smo pridobili nukleotidno
zaporedje v skupni dolzini 751 bp. Na mestu 36a&@e zaporedje poli-T v dolzini 8
0z. 9 bp: 9 bp dolgo zaporedje poli-T imajo vsi zaz populacije GRA ter vzorci
ID16, ID5, ID6, ID16, 1D24, ME24, MI1, MI25, MI16n MI30. Na mestu 46 je
prisotna substitucija T/G; T se pojavlja v enemreroiz populacije KP (KP22) in MI
(MI2), pri vseh vzorcih MK ter treh od Stirih vzainciz populacije ST. Na 263. mestu je
prislo pri petih vzorcih do podvojitve 13 bp dolgegdseka (AAACAGATAGAAA;
vzorci SM24, SM27, GRC16, GRC30, GRC5). Na mest8 @Bhaja do substitucije
T/C; T se pojavlja v vseh vzorcih populacije BGnekaterih vzorcih GRC (GRC16,
GRC30, GRC5) ter v nekaterih vzorcih iz popula8j (SM24, SM27). Na mestu 571
se zé&enja poli-T v dolzini 9 oz. 10 bp. Devet bp dolgappredje poli-T imajo vzorci:
CE10, vsi GRA, ID16, ID5, ID24, ID6, vsi ITA, JESBE16, JE28, KO16, KO24, KP26,
KP30, MA28, ME24, MI1, MI25, MI16, MI30, vsi SA, b ter vsi TG.

Pri pomnozevanju dela medgenskega vmesiitkh—F smo pridobili nukleotidno
zaporedje v skupni dolzini 569 bp. V zaporedju ssgine tri mutacije, vse tri v

zaporedjih poli-A/T. Na mestu 221 seteaja odsek poli-A, ki obsega med 12 in 14 bp
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(mutacija na mestih 233 in 234). Poli-A dolzine 42 je prisoten v vseh vzorcih iz
populacij GRC, PM in SM, pri populaciji Ml je poli-dolg 14 bp, medtem ko je pri
ostalih dolg 13 bp. Na mestu 556 séerga poli-T, ki ima dolzino 7 oz. 8 bp (mutacija
na mestu 563). 7 bp dolgo zaporedje je prisotnovpeh vzorcih CG, MK in ST.
Program DNAsp je vzorce glede na prisotne subggtggupiral v 4 razline haplotipe
(Hd = 0,5443).

Kljub uporabi vmesnih z#tnih oligonukleotidov nam ni uspelo pomnoZziti ¢ekga
nukleotidnega zaporedja gemaatK temve& smo pridobili tri I@ene odseke:trnK-
3914F matK-934F intrnK-2R. Pri pomnozZevanju odsektaK-3914F smo pridobili 184
bp dolgo zaporedje, ki je vsebovalo 5 polimorfnilestn Ve&ina polimorfizmov se
nahaja v zaporedjih poli-T/A. Edina substitutggaA/T (na mestu 39/184). Na mestu
40 se pri vseh vzorcih Zae poli-T zaporedie, ki ima pri ¥mi vzorcev dolzino 8 bp.
Pri 5 vzorcih (in sicer vseh iz populacije KP) jeldina zaporedja poli-T 7 bp in pri 4
vzorcih (vsi iz populacije SA) 9 bp. Ker je pridlgopulaciji SA tako do substitucije iz
A v T ter tudi do pomnozitve dodatnega T v poli{#,med mestoma 33 in 48 nastal
dolg odsek poli-T dolzine 16 bp. Na mestu 140 ssme®oli-T regija, ki obsega med 9
in 11 bp: 9 bp imajo vsi vzorci BG, GRA, ITA, vt Jvsi ID, vsi KP, vsi M, vsi SA,
vsi TG ter vzorca BV16 in BV30. Zaporedje dolzirn&Hdp imajo vsi vzorci iz populacij
CE, KO, KR, MA, GRC, PM, vsi vzorci ME razen ME24si SM razen SM24 ter
vzorci BV17, BV18, BV21 in BV26. 11 bp imajo vsi ei CG, ST in MK (razen
MK30, ki je prekratek) ter ME24. Pri pomnoZevanjdsekamatk-934F smo pridobili
495 bp dolg odsek, ki je vseboval 3 polimorfna raest sicer substitucijo A/G (na
mestu 2/495), substitucijo A/C (na mestu 461/49%)substitucijo A/G (na mestu
489/495). Pri pomnoZevanju odsekaK-2R smo pridobili 660 bp dolg odsek, ki je
vseboval 2 polimorfni mesti in sicer substitucijelecijo/insercijo v poli-T (na mestu
230/660) ter substitucijo A/C (na mestu 635/660).

Ob zdruzitvi vseh treh odsekov smo pridobili nultidno zaporedje v skupni dolzini
1339 bp. V zaporedju smo zabelezili 5 substitutigiinsercije/delecije v regijah poli-
A/T. Na podlagi razlik v nukleotidnih zaporedjih emv programu DNAsp ob
uposStevanju poli-A/T regij pridobili 10 haplotipov.
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Nukleotidno zaporedje pridobljenega medgenskegaswika psbA—trnHje dolgo 304
bp in vsebuje 5 polimorfizmov. Med mestoma 38 injédrisotna inverzija zaporedja
GAGGA/TCCTC: GAGGA je prisotna v vseh vzorcih popeije CE, ME, ST, CG in
MK. Na 84. mestu je edina mutacija in sicer subsija T/C; C je prisoten pri vseh
vzorcih populacije ST, CG in MK. Na 130. mestu jesptna substitucija C/A, in sicer
je v populaciji CG prisoten A, v preostalih vzorgh A. S tem pride v populaciji CG
do podaljSanja zaporedja poli-A, ki se nahaja steth obmgju. Poli-A se za&ne na
131. mestu (razen pri CG) in obsega med 10, 1114215 ali 23 bp. Edina populacija,
pri kateri Stevilo A v poli-A ni konstantno, je CGaj vsebuje 14 ali 15 A. 12A
vsebujejo populacije CE, ME; 14 jih vsebuje ST, ME, 10 KR. Ostale populacije
vsebujejo 11 A. Na mestih 225-226 je v vseh slok#n@D, JE, MI, KP, SA, TG) ter
pri italijanski populaciji ITA prisotna delecija TA

Po zdruzitvi vseh petih kloroplastnih zaporedij smpodobili enotno nukleotidno

zaporedije dolZine 3512 bp.
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Preglednica 4:Prikaz mutacij v vseh petih odsekih kloroplastne/OM$ sivo so osefene mutacije v regijah poli-A/T. * insercija (diigcija) 13 bp dolgega
zaporedja AAACAGATAGAAA, ** inverzija GAGGA/TCCTC

Table 4: Display of mutations in all five chloroplast DNA&gions. Mutations in poly-A/T regions are shadedyiay. * insertion (duplication) of a 13 bp long
sequence AAACAGATAGAAA, ** inversion GAGGA/TCCTC.

rpl20-rps12 atpB—rbcL trnL—F matK psbA—trnH
130. 593. 595. 812.-24. 837. 1129. |1533.-34. 1863. |1908. 1916. 1917. 2018.-19. 2055. 2514. 2542. 2778. 3183. |3246.-50. 3292. 3338. 3349.-3361. 3433.-34.
3349. 3350. 3351. 3352. 3353.-61.
GIT poli-T G/T insercija* C/T poli-T |poli-A poli-T |indel poli-T indel  poli-T AG AIC AG poli-T AIC GAGGA/TCCTC** T/IC CIA poli-A indel TA
H1 G - G - T T A - T T - - G C G - C TCCTC T C A - - - - TA
H2 G - G - C T A - T T - - G C A - C TCCTC T C A - - - - TA
H3 G - G - C T A - T T - - G C G - C TCCTC T C A - - - - TA
H4 G - G - C T A - T T - - G C G - C GAGGA T C A A - - - TA
H5 G - G - C - A - T T - - G C G - C GAGGA T C A A - - - TA
H6 G - G - C T A - - T - T G C G - C GAGGA cC A A A A A - TA
H7 G - G - C T A - - T - T G C G - C GAGGA cC A A A A - - TA
H8 G T G - C - A - T T - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H9 G - G + T T - - T T - - G C G - C TCCTC T C A - - - - TA
H10 |G - G - C T - - T T - - G C G - C TCCTC T C A - - - - TA
H11 |G - G - C T A - T T - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H12 |G - G - C - A - T T - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H13 |G - G - C T A - T T - - G A G - C TCCTC T C A - - - - TA
H14 |G - G - C - A - T T - - G A G - C TCCTC T C A - - - - TA

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4

rpl20—-rps12 atpB-rbcL trnL—F matK psbA-trnH
130. 593. 595. 812.-24. 837. 1129. [1533.-34. 1863. |1908. 1916. 1917. 2018.-19. 2055. 2514. 2542. 2778. 3183. [3246.-50. 3292. 3338. 3349.-3361. 3433.-34.
3349. 3350. 3351. 3352.3353.-61.

GIT poli-T G/T insercija* C/T poli-T |poli-A poli-T |indelT poli-T indelT poli-T AIG AIC AIG poli-T AC GAGGA/TCCTC* T/C C/A  poli-A indel TA
H15 |T - G - c - A - T - - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H16 |T - T - cC T A - T - - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H17 |G - G - cC T A - T T - - G C G - C TCCTC T C - - - - - TA
H18 |G - G - c - A - T T - - G C G - C TCCTC T C A - - - - TA
H19 |G T G - c - A - T T - T G C G - C GAGGA T C A A - - - TA
H20 |G - T - cC T A A T T - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H21 |G T G - c - A A T T - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H22 |G T G - c - A A T T - - A C G - C TCCTC T C A - - - - -
H23 |G - T - cC T A - - T - T G C G - C GAGGA C C A A A A A TA
H24 |G - G - cC T - - T T - - G C G - A TCCTC T C A - - - - TA
H25 |G - G - c - A - T T T - A C G T C TCCTC T C A - - - - -
H26 |G - T - cC T A - - T - T G C G - C GAGGA C C A A A - - TA
H27 |G - G - c - A - - T - T G C G - C GAGGA C C A A A - - TA
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4.1.2 Prisotnost filogeografske strukture in razporeditevpopulacij v klastre

S pom@jo programa SAMOVA smo vzorce Blagajevegacuwh razporedili v skupine,
ki so si geografsko karseda blizu, vendar so melojs&ar najbolj genetsko
diferencirane. NajverjetnejSe Stevilo skupin (K)osdolciili tako, da smo testirali K od
1 do 10. Ob pou&evanju Stevila skupin vrednostifprogresivno narg&ajo (slika 10).
Ob vrednostih k2 4 program predlaga posamezne populacije kot nkwgirse, s¢cimer
se geografska struktura izgublja, zato smo kotarg@tnejSe Stevilo skupin predlagali K
= 3. Podatke o razporeditvi posameznih populatij skupine navajamo v preglednici
5. Prikazujemo tudi, kakSno porazdelitev predlagmmm za Stiri skupine.

Preglednica 5:Razdelitev populacij glede na analizo SAMOVA.
Table 5: Sorting of populations according to SAMOVA.

Ime skupine Populacije

Skupina - SLO GRA, ID, ITA, JE, KP, MI, SA, T(

Skupina2-J+ SR CG, MK, ST, BG, BV, CE, GRC, KR, MA, ME, PM, SM
Skupina 1 - SLO GRA, ID, ITA, JE, KP, MI, SA, TG

Skupina z-J CG, MK, ST,

Skupina 3 - SR BG, BV, CE, GRC, KO, KR, MA, ME, PBIM

Skupina 1 GRA, ID, ITA, JE, KP, MI, SA, TG

Skupina z CG, S1

Skupina 3 BG, BV, CE, KO, KR, MA, ME

Skupina 4 MK

Prisotnost filogeografske strukture smo preveriliozeno ideksov Bt in Gst. Na
obmaju razsirjenosti vrste znaSa {N\= 0,86781) > (Gr= 0,77419), kar pomeni, da je
filogeografska struktura prisotna. Prisotnost sk smo preverili tudi za skupine, ki
jih predlaga SAMOVA. Struktura je prisotna v vseaht skupinah, saj je §y povsod
vexji od Gst (preglednica 9).
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Slika 10: Fiksacijski indeksi F, pridobljeni v programu SAM@V(Dupanloup in sod. 2002).sF —
diferenciacija med populacijamicf— diferenciacija med skupinami populacicF diferenciacija med

populacijami znotraj skupin.

Figure 10: Fixation indices F obtained with the programme S2WA (Dupanloup in sod. 2002).sF—
differentiation among populations, - — differentiation among groups of populationsgc F

differentiation among populations within groups.

4.1.3 Haplotipna analiza

Ker smo analizirali pet razinih odsekov kloroplastne DNA, smo v programu DNAsp
najprej preverili, kakdna je razporeditev vzorcevhaplotipe za posamezen odsek
(preglednica 6). Nato smo vseh pet odsekov zdruzéno nukleotidno zaporedje in

ponovili analizo (preglednica 7). Tako za posameadseke kot za skupno zaporedje

smo v programu Network izrisali mrezo haplotipokés 11 in 12).

V analizi odsekaatpB—rbcL smo pridobili 6 haplotipov, ki se skladajo z geafgko
razporeditvijo vzotenih populacij. H2 je geografsko najbolj razSirfeaplotip, pojavlja
se skoraj na celotnem arealu, in je tudi Stenalzelo zastopan, saj je prisoten pri skoraj
polovici vseh analiziranih osebkov. Zelo razSirjeriudi haplotip H3, prisoten pri petih
populacijah iz Slovenije/ltalije in Stirih iz BiHV populacijah GRA, ID in Ml (ter pri

enem samem vzorcu iz BiH) je prisoten haplotip M4Bolgariji je prisoten haplotip
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H1. V Grkiji in Smolinu (BiH) je prisoten haplotip H5, v Makoniji ter pri po dveh
osebkih iz BiH in Slovenije pa haplotip H6.

Na podlagi variabilne kloroplastne regiatK je prisotnih 10 haplotipov. \éekot pri
polovici osebkov se pojavijata dva najbolj Stewd haplotipa, H3 in H5. Pri vseh
vzorcih iz Slovenije je prisoten haplotip H5, razéstih iz Kozjanskega parka s
samostojnim haplotipom H7. H3 je geografsko nekwoliklj razSirjen, saj se pojavlja v
BiH, Gr¢iji in z enim vzorcem v Romuniji. Ostali haplotigio manj Stevéni in so
prisotni v posameznih populacijah, z izjiemo H4jekprisoten vCrni gori, Makedoniji

in dveh populacij iz BiH, ter H6, ki je prisoterdveh populacijah iz BiH.

Analiza odsek@sbA—-trnHje razkrila prisotnost 8 haplotipov. Haplotip H5Egavlja v

vseh slovenskih populacijah. H1, ki vidjje priblizno tretjino vseh vzorcev, se
geografsko pojavlja v Bolgariji, Romuniji, @ji in BiH. V ostalih populacijah se
pojavljajo posamezni haplotipi. Izjema je haploti2, ki se pojavija pri dveh

populacijah iz BiH.

OdsektrnL—F kaZe variabilnost le v zaporedjih poli-A/T. Stiaplotipi so zastopani v
vzorcih. V vseh slovenskih populacijah, populacijahBiH, Bolgarije in deloma iz
Romunije (BV) je prisoten haplotip H1. Izjema jepodacija MI, v kateri se pojavlja
lasten haplotip H4. \Crni gori, Makedoniji in Stolcu (BiH) je prisoten platip H2, pri
populacijah GRC, PM in SM pa haplotip H3.

Rpl20-rps12je najmanj variabilen odsek, saj je prisotna la smutacija, ki I¢i vzorce

iz Kozjanskega parka od vseh ostalih vzorcev.

Vseh pet odsekov kloroplastne DNA smo analiziratitskupaj. Zaradi pojavljanja
Stevilnih mutacij na mestih mononukleotidnih mikatalitov (poli-A in poli-T) smo

vzorce analizirali na dva tma: i) ob uposStevanju poli-A/T regij (slika 11) i) brez

poli-A/T regij. Z analizo kloroplastne DNA smo vipreru, ko nismo upoStevali poli-
A/T regij, pridobili 14 oziroma 13 haplotipov, odvio od tega, ali smo v analizi
uposStevali vrzeli v poravnavi (anghlignment gapsali ne. Edina razlika nastane pri
nekaterih vzorcih GRC in SM; ob upoStevanju vraelporavnavi so vzorci GRC5,

GRC16, GRC30, SM24 in SM27 u¢ehi v samostojen haplotip, ob neuposStevanju
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vrzeli pa so ti vzorci uviEni v skupen haplotip z vzorci iz Bolgarije. Pric¢ire
slovenskih vzorcev se pojavlja haplotip H6; izjessavzorci KP, pri katerih sta prisotna
dva dodatna haplotipa, ter en vzorec MI, ki predgtehaplotip H10. Ostali haplotipi so
manj Steviéni. V Greiji, Romuniji ter nekaj populacijah iz BiH se pojg@vhaplotip H3,
preostali haplotipi pa se pojavljajo le v po eriiddeh populacijah. Glede na Stevilo
povezav, ki izhajajo iz njega, predstavlja H3 osjetlaplotip, ki se tudi geografsko
pojavija na najvgem obmdaju (slika 11). Vzorci iz Slovenije in ltalije izfgo iz
osrednjega haplotipa in tvorijo, podobno kot priedir27 haplotipov (slika 11A),
enotno skupino. Vsi haplotipi, ki se pojavljajo vakkdoniji, Geiji in na Stolcu (BiH)
tvorijo manjSo skupino, ki izhaja iz haplotipa, pkega populacijam Celebiih in
Mestorovcu iz BiH (slika 11B).

V analizi, ki je upoStevala mutacije v zaporedjdlig\/T, smo pridobili 27 haplotipov.
Vecina haplotipov se pojavlja v eni ali najvelveh populacijah. Izjema je H3, ki se
pojavlja v italijanski in dveh slovenskih populatij Vzorci iz posameznih populacij so
najpogosteje zastopani v dveh haplotipih. Nekajutepj je takih, pri katerih je
prisoten en sam haplotip (MK, KR, BG, GRA, ITA, TG)

Kljub temu, da kaze mreza 27 haplotipov (slika 12B)mpleksnejSi vzorec, je
razporeditev posameznih populacij podobna kot mezanl3 oziroma 14 haplotipov
(slika 12A). Mreza se razlikuje v odsotnosti osijeda, geografsko bolj razSirjenega
haplotipa. Namesto tega je prisotn@jeeStevilo haplotipov, ki zdruZujejo osebke iz ene
ali dveh populacij. Na obnéu Slovenije se 3e vedno pojavljajo trije haplatifi
zdruzujejo po dve ali tri populacije, in nekaj hatgpov, znotraj katerih se nahajajo
posamezni vzorci. Znotraj tretje skupine se v m&¥haplotipov I6ijo vzorci iz Crne
gore in Stolca (BiH), medtem ko se v populacijMakedonije v obeh primerih pojavlja

en sam haplotip.
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Slika 11: Drevo minimalnega razvejanja za rénk odseke cpDNA: &jnL—F, b) . GRA
atpB-rbcl, c) psbA-trnH d) matK Manjkajai haplotipi so ozn&ni z majhno rd&
piko. IE
Figure 11: Minimum spanning network for different fragmentstbe cpDNA: a) TG
trnL—F, b) atpB-rbcL, c) psbA-trnH d) matK Missing haplotypes are represented b
small red dot. - i



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayanes filogeografsko anali2057
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

Preglednica 6: Razporeditev haplotipov po rashih odsekih cpDNA. N - Stevilo osebkov z enakim
haplotipom; P - populacije, ki vkijujejo osebke z enakim haplotipom (v oklepajih jeedeno Stevilo
osebkov iz posamezne populacije, zastopanih v tipp)oHd - haplotipna raznovrstnost.

Table 6: Distribution of haplotypes according to differeepDNA fragments. N number of individuals
sharing the same haplotype: Populations, sharing the same haplotype (numipelosaickets correspond

to the number of individuals from a population viriith given haplotyped - haplotype diversity.

Haplotip N P

atpB-rbcL; Hd = 0,738t

H1 3 BG@3)
H2 39 BV (4), CE (4), CG (5), GRC (2), ID (2), JE (2)0K2), KR (3), MA (3), ME (3), PM (5), SM (3)
H3 23 CE(1), ITA (5), JE (3), KO (1), KP (3), MA (1), S@), ST (1), TG (4)

Ha 14  GRA (5), ID (4), ME (1), MI (4)

H5 5  GRC(3), SM (2)

H6 10 KP (1), MI (1), MK (5), ST (3)

matK; Hd = 0,787¢

H1 4 BG(@)
H2 3 BV(3

H3 21 BV (1), CE(4), KR (5), GRC (4), ME (3), SM (4)
H4 9 CG (2), ME (1), MK (4), ST (2)

H5 34  GRA(5), ID (8), ITA (5), JE (5), MI (6), TG1 (5)

H6 6 KO (3), MA (3)
H7 5  KP(5)
H8 1 M)
H9 3 PM(3)

H10 4 SA(@Q)

psbA-trnH Hd = 0,7264

H1 33 BG (5), BV (5), GRC (5), KO (4), MA (4), MA (3),® (5), SM (5)
H2 8 CE(4),ME(@)

H3 2 CG({)

H4 3 CG(@)

H5 39 SA(4), GRA(5), ID (6), ITA (4), JE (5), MI (5),G (5), KP (5)
H6 5 KR(5)

H7 5 MK(5)

H8 4 ST@)

trnL—F, Hd = 0,544

H1 58 BG (4), BV (5), CE (4), GRA (5), ID (4), KR (5),&(4), KP (5), JE (4), MA (3), KR (5), SA (4), T@), ITA (3)
H2 12 CG(3), MK (3), ST (5)

H3 14 GRC (4), PM (4), SM (5)

H4 6  MI(®6)

rpl20—rps12 Hd = 0,105(

H1 86 BG (4), BV (5), CE (4), GRA (5), ID (4), KR (5), K@Y, KP (5), JE (4), MA (3), KR (5), SA (4), TG ITA (3),
CG (3), MK (3), ST (5) GRC (4), PM (4), SM (5), \8)
H2 5 KP(5)
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Slika 12: Mreza haplotipov, pridobljena v programu Network @% upoStevanju vseh mutacij
(vklju¢uje poli-A/T regije) in (B) ob izleitvi poli-A/T mutacij iz analize Manjkajczi haplotipi so
ozn&eni z majhno rd& piko.

Figure 12: Haplotype network obtained by (A) considering niotas in the poly-A/T regions and (B) by
removing poly-A/T regions from the analysis. Missimaplotypes are represented by a small red dot.
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Slika 13: Razporeditev haplotipov Blagajevega d&inh na podlagi petih odsekov kloroplastne DNA
(zemljevid: P. Glasnov).

Figure 13: Distribution of haplotypes obaphne blagayandased on five cpDNA fragmen{map: P.
Glasnovg).
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Preglednica 7:(A) Seznam 27 haplotipov, pridobljenih v DNAsp opo8tevanju mutacij v poli-A/T
regijah. N — St. vzorcev, L — pripadnost populagiB) Seznam 13 haplotipov, pridobljenih ob Etwei

poli-A/T regij. Poudarjeni vzorci tvorijo samostojé€l4.) haplotip ob upoStevanju vrzeli v poravnavi.

Table 7: List of (A) 27 haplotypes, calculated in DNAsp wheonsidering mutations in poly-A/T
regions. (B) 13 haplotypes, calculated in the paogne DNAsp without poly-A/T regions. Samples in
bold belong to a separate (14th) haplotype if ygsgare considered in the analysis.

Oznaka haplotipa N Vzorci, uvrS¢eni v posamezen haplotip L
H1 4 BGl1, BG16, BG3, BG30 BG
H2 2 BvV17,BV21 BV
H3 1 BV2 BV
H4 1 CE10 CE
H5 6 CE2,CE6, CE8, ME14, ME16, ME20 CE, ME
H6 2 CG1,CG14 CG
H7 2 CG16,CG2 CG
H8 9 GRA16,GRA24, GRA28, GRA3, GRA30, ID16, ID24, IDRE GRA, ID
H9 5 GRC1, GRC2, SM15, SM4, SM7 GRC, SM
H 10 5 GRC16, GRC30, GRC5, SM24, SM27, GRC, SM
H11 4 ID1,1D2, JE1, JE22 ID, JE
H 12 12 ITA10, ITA26, ITA27, ITA28, ITA9, JE16, JE28, JET (12, TG13, TG2, TG3 ITA, JE, TG
H 13 6 KO10, KO14,KO2, MA20, MA21, MA3 KO, MA
H 14 1 KO24 KO
H 15 3 KP16, KP26, KP30 KP
H 16 1 KP22 KP
H17 5 KR20, KR22, KR24, KR31, KR3 KR
H 18 1 MA28 MA
H 19 1 ME24 ME
H 20 1 M2 Mi
H21 1 Mi25 Mi
H 22 1 MI30 Mi
H 23 5 MK1, MK16 , MK2, MK30, MK8 MK
H 24 5 PM16, PM1, PM2, PM22, PM3 PM
H 25 4  SA16, SA20, SA24, SA30 SA
H 26 2 ST14,ST6 ST
H 27 1 ST15 ST

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 7

Oznaka haplotipa N Vzorci, uvrSéeni v posamezen haplotip L

H1 9 BG1, BG3, BG16, BG3U3RC5, GRC16, CRC30, SM24, SM2 BG, GRC, SM

H2 2 Bv21, BV17 BV

H3 12 BV26, GRC1, GRC2, KR20, KR22, KR24, KR3, KR31, MA2BM15, SM4, BV, GRC, KR,
SM7 MA, SM

H4 8 CE10, CE2, CE8, CE6, ME14, ME16, ME20, ME24 CE, ME

H5 4 CG1, CG14 CG2, CG16 CG

H6 31 SA16, SA20, SA24, SA30, GRA16, GRA24, GRA28, GRABRA30, ID1, SA, GRA, ID,
ID16, ID2, ID24, ID5, ID6, ITA9, ITALO, ITA26, ITR7, ITA28, JE28, JE1 ITA, JE, M|,
JE5, JE16, JE22, MI25, MI30, TG2, TG3, TG12, TG13 TG

H7 7 KO2, KO10, KO14, KO24, MA3, MA20, MA21 KO, MA

H8 3 KP16, KP26, KP30 KP

H9 1 KP 22 KP

H10 1 MI2 MI

H11 7 MK1, MK2, MK8, MK16, MK30, ST14, ST6 MK, ST

H12 5 PM1, PM2, PM3, PM16, PM22 PM

H13 1 STi5 ST
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Preglednica 8: Seznam vzaenih populacij Blagajevega wiha. N — Stevilo vzafenih rastlin, H —

Stevilo haplotipovHd — haplotipna raznovrstnost.— nukleotidna raznovrstnost.

Table 8: List of sampled populations @faphne blagayanaN — number of plants sampled, H — number
of haplotypesHd — haplotype diversityr — nucleotide diversity.

Populacija N h Hd n

BG 4 1 0,00000 0,00000
BV 3 1 0,66667 0,00019
CE 4 1 0,0000( 0,0000(
CG 4 1 0,00000 0,00000
GRA 5 1 0,0000t( 0,0000(
GRC 5 2 0,60000 0,00017
ID 6 1 0,00000 0,00000
ITA 5 1 0,0000( 0,0000(
JE 5 1 0,00000 0,00000
KO 4 1 0,0000( 0,0000(
KP 4 2 0,50000 0,00014
KR 5 1 0,00000 0,00000
MK 5 1 0,0000( 0,0000(
MA 4 1 0,50000 0,00014
ME 4 1 0,00000 0,00000
MI 4 3 0,83333 0,00062
PM 5 1 0,00000 0,00000
SA 4 1 0,0000t( 0,0000(
SM 5 2 0,60000 0,00017
ST 3 2 0,66667 0,00019
TG 4 1 0,0000t( 0,0000(
Skupa 91 13 0,8413¢ 0,0005!
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Preglednica 9: Haplotipna Hd) in nukleotidna £) raznovrstnost, izéaunani s programom DNAsp
(Rozas in Rozas, 1999).

Table 9: Haplotype (gene) diversityH@d) and nucleotiden)) diversity, calculated in the programme

DNAsp (Rozas in Rozas, 1999).

Hd T Gsr Nst
Skupina SLO 0,25714 0,00009 0,56119 0,62595
Skupina J 0,591 0,00029 0,70033 0,83336
Skupina St 0,8211¢ 0,0003¢ 0,7148¢ 0,8179¢
Skupina J + Skupina SR 0,87352 0,00056 0,74920 40488
Skupaj 0,84138 0,00055 0,77419 0,86781

V programu DNAsp smo iztanali haplotipno raznovrstnost. Skupna haplotipna
raznovrstnostHd = 0,84138) je veliko vga kot haplotipna raznovrstnost po posamezni
populaciji (med 0 in 0,667) in tudi ¥@ od povpréne haplotipne raznovrstnosti na
populacijo Hs= 0,2). Regionalno haplotipno raznovrstnost sndoimali posebej za dva
ali tri klastre, ki smo jih definirali glede na ndiate analize v programu SAMOVA. V
prvi klaster smo vkljdili vse vzorce iz Slovenije in Italije; haplotipmaznovrstnost je
relativno majhnaHs = 0,257). V drugi klaster smo vkljii vzorce ST, CG in MK
(skupina »J«;Hs = 0,591). Tretji klaster, ki vkljtuje ostale vzorce, ima najvi§jo
haplotipno raznovrstnost izmed treh skuplh, € 0,82114). Zadnja dva klastra smo
obravnavali tudi skupaj. V tem primeru je haplotipraznovrstnost te skupine blizu

skupni haplotipni raznovrstnosti{= 0,87352).
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Preglednica 10:Hierarhina analiza molekularne variance (AMOVA) za celqgtedatkovni niz.
Skupine so definirane glede na rezulate iz progréfislOVA.

Table 10: Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVf9r the whole data set. Groups are
defined according to the results from SAMOVA.

d.f. vsota kvadratov komponente odstotek

variance
1 skupina  Med populacijami 20 98,323 1,11683 Va 982,
Znotraj populac 70 5,90¢ 0,08433 VI 7,0z
Skupaj 90 104,226 1,20116 100
2 skupini  Med skupinami 1 46,700 1,007 59,20
Med populacijami znotraj skug 19 51,62¢ 0,61010 Vi 35,8¢
Znotraj populac 70 5,90: 0,08433 Vi 4,95
Skupaj 90 104,226 1,70200 100
3 skupine  Med skupinami 2 67,361 1,16443 71,55
Med populacijami znotraj skug 18 30,96: 0,37860 Vi 23,2¢
Znotraj populacij 70 5,903 0,08433 Vc 5,18

Skupaj 90 104,22t 1,6273¢ 10C
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Slika 14: Razporeditev klastrov Blagajevega &oh na podlagi petih odsekov kloroplastne DNA
(zemljevid: P. Glasnov).

Figure 14: Distibution of clusters oDaphne blagayandased on five cpDNA fragmeni{snap: P.
Glasnow).
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4.1.4 Demografska analiza populacij

Razporeditev neskladja je orodje, s katerim lahk@osn@jo uporabe selektivno
nevtralnih nukleotidnih zaporedij sklepamo o sprathah v efektivni velikosti
populacij v preteklostiCe je efektivha velikost populacij ¥asu konstantna, lahko s

poma:jo analize neskladja sklepamo o poteku naravn&kaigde

Medtem ko je za genealogije populacij s konstargfektivno velikostjo populacij
zn&ilna bimodalna razporeditev parnih razlik, je zgplacije, pri katerih je prisotna
hitra populacijska rast (ekspanzija) alic¢émje, zngilna drug&na razporeditev
(unimodalna). Pri hitro rastth populacijah je vidna visoka frekvenca parov sxio/z
visoko stopnjo neskladja in nizka frekvenca parelkvenc z nizko stopnjo neskladja.
Obratno je pri populaciji, ki je doZivela danje, na grafu razvidna visoka frekvenca

parov sekvenc z nizko stopnjo neskladja.

Teste nevtralnosti in analizo neskladij (angilismatch analysjssmo izvedli za tri
skupine, kot jih predlaga SAMOVA: za vzorce iz Saye in ltalije (klaster »SLO«),
vzorce iz osrednjega Balkana (klaster »SR«) teroeza juznega Balkana (klaster »J«).
Zadnji dve skupini smo obravnavali tudi skupaj ¢kéa »SR+J«). V analizo smo

vkljugili vsa pridobljena nukleotidna zaporedja (prildga

Za klaster »J« so vrednosti vseh treh testov pwomti Pri klastru »SR« je Fujev Fs test
negativen, testa Tajima D in Ramos-Onsins in R&2a9a sta pozitivha. Za klaster

»SLO« je Ramos-Onsins in Rozasov R2 test pozitivstala dva testa pa sta negativna.

Vrednost Tajimovega D testa se gibljejo me®?/68968 in + 1,55696. VrednostiD <0 v
Tajimovem testu nakazujejo presezek redkih mutaddy,éesar lahko pride zaradi
uravnotezene selekcije ali populacijske rasti. Nigga vrednosti so torej grakovane

takrat, ko je bila prisotna recentna populacijskspanzija (Fu, 1997; Knowles in sod.,
1999). Vrednosti D blizu 0 kaZejo na konstantndkifeao velikost populacije, medtem
ko D > 0 pomeni méno usmerjeno selekcijo ali recentno ozko grlo. Dzifivne

vrednosti pride torej takrat, ko je zaradi dolgjteageografske izolacije populacij prislo
do akumulacije mutacijskih razlik med populacijamli, pa do izravnavalne selekcije

(Rogers in Harpending, 1992; Marjoram in Donnell994). N&to hipotezo D =0 in s
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tem niti model nevtralne genealogije s konstantno efektiwelikostjo populacije

lahko zavrzemo takrat, ko je rezultat dve standaddwiaciji stran od povptga.

Vrednosti Fujevega Fs testa so med65732 in + 0,71635 ter vrednosti Ramos-Onsins

in Rozasovega R2 testa pa med 0,0778 in 0,1962emMoHd testov ne kaze statisig

zn&ilnosti.

Preglednica 11:Rezultati testov nevtralnosti za klastre Blagajevegkina: test Tajima D, Fu Fs in

Ramos-Onsins in Rozas R2.

Table 11: Results of neutrality tests for clustersdphne blagayanaTajima's D, Fu's Fs in Ramos-

Onsins in Rozas' R2.

J SR SLO J+ SF Skupa
Tajima D
Stevilo nukleotidnih zaporedij 12 43 36 55 91
St. mest s substitucija 2 5 2 8 11
TajimaC 1,5569¢ 0,1595: - 0,6896¢ 0,2741. 0,1830:
Vrednost P 0,95700 0,62200 0,26200 0,64700 0,63000
Fu Fs
Stevilo alelo 3 7 4 10 14
Theta (Pi) 1,01515 1,43965 0,51429 2,09562 2,98755
Pricakovano st. alelc 3,1264: 5,4768¢ 2,8175¢ 7,4463: 10,8148!
Fe 0,7163¢ —0,9574¢ -1,0033¢ -1,5661: - 1,65732
Vrednost P 0,63100 0,32900 0,21200 0,25000 0,28600
Ramos-Onsins in Rozafk?2
R2 0,196: 0,122¢ 0,077¢ 0,120¢ 0,094:
Vrednost P 0,8770 0,6390 0,11768 0,6760 0,5230

Razporeditve neskladja nukleotidnih zaporedij spasamezne linije prikazane na sliki

15.
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Slika 15: Razporeditev neskladja nukleotidnih zaporedij zzligae klastre. Polnd@rta: pricakovana
razporeditevgrtkanaérta: opazena razporeditev. A) klaster SLO, B) ldaSIR C) klaster J, D) zdruzena

klastra J in SR, E) vsi vzorci.

Figure 15): Mismatch analysis for different clusters. Full dinexpected distribution, dotted line:
observed distribution. A) cluster SLO, B) clustd®,SC) cluster J, D) combined clusters J + SR, E) al

individuals combined.
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4.2 AFLP ANALIZA

Genotipizacija je bila uspeSna pri 135 od 195 osebKa uspesSno genotipizacijo smo
Steli, ¢e nam je pri posameznem vzorcu uspelo genotipizirsdj eno od treh
kombinaciji z&etnih oligonukleotidov. Ker je bila pri nekateribgulacijah pomnozitev
neuspesna pri ¥gEem Stevilu osebkov, smo tiste populacije &ioiz nadaljnjih analiz
(iz statisténe analize smo iztdli tiste lokalitete, za katere smo imeli na votjaanj kot

5 AFLP profilov).

Za nadaljnje analize smo upoStevali 123 osebkog®lavega vd@ina s 13 vzainih
lokacij, razporejenih po celotnem obd&jw razsSirjenosti. Uporabili smo 3 kombinacije
zatetnih oligonukleotidov (preglednica 3). Skupno spresteli 84 ponovljivih vrhov
(preglednica 12); 26 pri kombinaciji G13, 38 prinkbinaciji G14 in 20 pri kombinaciji
B14. Po zgledu Bonina in sod. (2004) smodarali stopnjo napake (angdrror rate),

ki znaSa 4,8 %.

4.2.1 Opisna statistika

Pri Stirih parih vzorcev smo zaznali enak genotiporca CE4 in CE40 iz populacije
CE, vzorce CG24 in CG26 iz populacije CG, vzorceAGRin GRA14 ter GRA30 in
GRA12 iz populacije GRA.

Genetsko raznolikost smo najprej kuaali kot odstotek polimorfnih lokusov in alelno
diverziteto (ali alelno bogastvo). Odstotek polifndn lokusov (brez korekcije velikosti

populacij) se giblje med 11,9 in 34,5 % na popudasipovpréno vrednostjo 22,4 %.

Najvisji odstotek imajo populacije MK (34,5), GRA4,5), BG (28,6), SM in ST (oba
27,4). Najnizji odstotek imajo populacije ITA (11,KP (13,1), CE (13,1) in BV

(16,7).
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Preglednica 12: Stevilo pridobljenih in polimorfnih vrhov za vsakd&ombinacijo zaetnih

oligonukleotidov.

Table 12: Number peaks and polymorphic peaks for each ofritee primer combinations.

AFLP ) ] St. pridobljenih §t. polimorfnih
L za&ketna oligonukleotida
kombinacija vrhov vrhov
B14 EcoRI + ACG - 6-FAM, Msel + CTC 20 18
G1:z EcoRI + ACT-VIC, Msel + CTA 26 24
G14 EcoRI + ACT-VIC, Msel + CTC 38 29
skupaj 84 71

Preglednica 13:1zbrani populacijski parametri. N - Stevilo v#enih osebkov, S — razdelitev v skupino
glede na STRUCTURE; Ne - odstotek polimorfnih lakuszratunan v programu POPGENE (Yeh in
Boyle., 1997), He - Neieva genetska diverzitetatiznana v programu AFLPsurv (Vekemans, 2002) pod
predpostavko, da so populacije i) v Hardy-Weinbeego ravnovesjuHey) oz. ii) ob predpostavki, da je

koeficient inbridinga =1 He).

Table 13: Selected population parameters. N — number of Eghipdividuals, S — samples belonging to
groups according to STRUCTURE; Ne — percentageobfnporphic loci, calculated by POPGENE (Yeh
in Boyle, 1997), He — Nei's gene diversity calcedatby AFLPsurv (Vekemans, 2002) under the
assumption of i) Hardy-Weinberg equilibriutdey) ot ii) total inbreedingHle).

Vzoréna lokaliteta N Ne Hey He, razlika
BG 14 28,57 0,13561 0,10969 0,0259
BV 10 16,6 0,0864¢ 0,0872: - 0,000¢
CE 5 13,1( 0,1304¢ 0,1276t 0,002¢
CG 10 23,81 0,13072 0,12502 0,0057
GRC 13 21,4% 0,1004: 0,0844! 0,016(
KR 7 20,24 0,11834 0,10421 0,0141
MK 15 34,52 0,14301 0,1106 0,0324
SM 8 27,3¢ 0,1602° 0,1377¢ 0,022¢

ST 5 27,38

TG 11 19,0t 0,0979° 0,091: 0,006¢
GRA 13 34,52 0,1697: 0,1453: 0,024«
ITA 5 11,90 0,10645 0,11397 - 0,0075
KP 7 13,1( 0,0880! 0,1066° - 0,018¢

povpreije 9,5 22,44 0,1223 0,112 0,0103
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Ker sta tako odstotek polimorfnih lokusov kot tudelno bogastvo zelo obtljivi na
velikost vzorca, smo opravili standardizacijo vresii alelnega bogastva (rarefakcijo)
na najveéje mozno Stevilo osebkov na populacijo / skupinmgPam je kot najvgo
mozno standardizirano velikost populacije @dl® oz. 11 osebkov (pri analizi 7 skupin
glede na rezultate programa BAPS). Pri analizi vé8hpopulacij smo sami dalii
najvetjo mozno velikost populacije na 5, saj je to nagdgmanjSa velikost vzéene

populacije, ki smo jo uporabili v analizah.

V primeru, ko smo (privatno) alelno bogastvéuaali za 13 populacij, kazejo najije
vrednosti nekatere populacije iz Bosne in HercagwviSM, ST) ter populacija iz
Bolgarije, medtem ko imajo najmanjSe alelno bogagtepulacije ITA, KP in BV.
Privatno alelno bogastvo je nagye pri vzorcih BG, ST in GRA in najmanjSe za MK in
CG.

Visoko alelno in privatno alelno bogastvo kazetaylaciji BG in GRA tudi takrat, ko
smo zdruZili nekatere populacije v skupine takot keedlaga program BAPS (7

skupin). Najnizje alelno bogastvo kazejo skupinet@ErG-ITA-KP.

Kot drugo merilo genetske raznolikosti smo upoiabiéievo genetsko diverziteto.
Vrednosti genetske diverzitete, iZzumane po predpostavki HWE ali popolnega
inbridinga se razlikujejo le malo (najyea 0,026). Neieva genetska diverziteta znasSa
med 0,086 pri populaciji BV in 0,170 pri populaciRA po predpostavki HWE oz.
med 0,084 in 0,145 (isti populaciji) pri inbridingdrednosti pod predpostavko HWE so
pri vegini populacij malenkost visje kot pri inbridingu éd 0,0028 in 0,026), le pri treh
populacijah so vrednosti nizje (med 0,0008 in 0)0X®relacija med ocenantdey in

He med vrednostmi je visoka (0.8687, N=12) in siigaifitna (P<0,01).
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Preglednica 14: Alelno bogastvo in privatno alelno bogastvo po fakeiji (z * je ozna&ena
standardizirana velikost populacije), iguzmano v programu ADZE 1.0 (Szpiech in Jakobsoo®820
NajviSje vrednosti so poudarjene. A — vrednostkianane za vsako populacijo posebej, B — vrednosti za

skupine populacij, dotene v program BAPS.

Table 14: Allelic richness and private allelic richness aftarefaction (the standardized population size is
marked with *), calculated by ADZE 1.0 (Szpiech Jakobsoon, 2008). The highest numbers are
highlighted. A — mean values for each populatior; Biean valus for groups of populations, determined
according to BAPS.

Alelno bogastvo Privatno alelno bogastvo
Populacijia /  Velikost  Srednja Standardna Srednja Standardna
skupina populacije* vrednost Varianca napaka vrednost  Varianca  napaka
A BG 5 1,209 0,116¢ 0,0420: 0,053 0,035 0,0230°
BV 5 1,090 0,0667 0,03180 0,008 0,0038 0,00758
CE 5 1,13¢ 0,119¢ 0,0425° 0,C31 0,029¢ 0,0212¢
CG 5 1,122 0,0834 0,03555 0,001 3,3522 0,00071
GRC 5 1,102 0,0695 0,03245 0,006 0,0022 0,00583
KR 5 1,147 0,102: 0,0393¢ 0,02: 0,015: 0,0151¢
MK 5 1,195 0,1050 0,03988 0,002 0,0002 0,00181
SM 5 1,210 0,137¢ 0,0456¢ 0,01: 0,006¢ 0,0101:
ST 5 1,273 0,201« 0,0552- 0,050 0,035¢ 0,0233:
TG 5 1,126 0,0849 0,03586 0,010 0,0049 0,00859
GRA 5 1,15¢ 0,085( 0,0358¢ 0,047 0,029¢ 0,0211¢
ITA 5 1,091 0,0839 0,03566 0,006 0,0000 0,00573
KP 5 1,082 0,0704 0,03265 0,007 0,0032 0,00696
B BG 9 1,202 0,114: 0,0390: 0,065 0,037 0,0222!
BV, CG 9 1,17¢ 0,092t 0,0351. 0,011 0,001 0,0047.
CE 9 1,133 0,1171 0,03952 0,040 0,0289 0,01962
GRC, MK 9 1,19¢ 0,087¢ 0,0342. 0,01¢ 0,003¢ 0,0071¢
KR, SM, ST 9 1,242 0,0963 0,03583 0,039 0,0086 0,01069
TG, ITA, KP 9 1,171 0,0906 0,03475 0,016 0,0157 0,00793
GRA 9 1,201 0,114¢ 0,0390¢ 0,052 0,029 0,0199:
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Slika 16: Razporeditev alelnega bogastva (levo zgoraj), fnega alelnega bogastva (desno zgoraj) in
Neieve genetske diverzitete (spodaj) (zemljevidsRsnow).

Figure 16: Distribution of allelic richness (top left), priteallelic richness (top right) and Nei's gene

diversity (bottom)map: P. Glasnoy).
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4.2.2 Genetske razdalje med populacijami

Neieva genetska razdalja meri, kako dalarazen sta dve populaciji v n-dimenzionalnem
prostoru, kjer vsako dimenzijo predstavlja varinbgt posameznega markerja (Lowe in
sod., 2007). Vrednosti se gibljejo med 0 (popolmakest) in 1 (popolna razhost).
Neieve genetske distance za Blagajewimobbsegajo vrednosti med 0,0237 in 0,1798.
Najbolj oddaljeni pari populacij so CE-GRA (0,1798)E-KP (0,1576), CE-BG (0,1558)
in KP-BG (0,1529), najmanjSo genetsko razdaljo @2elo pari KR-SM (0,0237), TG-ITA
(0,0275), GRC-MK (0,0404) in ITA-KP (0,0466).

Genetsko diferenciacijo smo izianali kot Wrightov fiksacijski indeks @) ali razmerje
med celotno genetsko diverziteto, ki se pojavljalmpepulacijami proti genetski diverziteti
znotraj populacijGenetsko diferenciacijo smo iznali ob predpostavki, da je vrsta v
Hardy-Weinbergovem ravnovesju (HWE) oz. da je pmesopopoln inbriding. Ob
predpostavki HWE znaSa vrednosrF0,3994; ob popolnem inbridingu §~= 1) pa
0,4418. Rezultati kazejo na prisotnost precejSejeetske diferenciacije. Parngfmed
parih CE-KP (0,5448), KP-BV (0,5328) in KP-BG (0153, najmanjsi pa pri parih KR-
SM (0,1278), TG-ITA (0,1933) in GRC-MK (0,2237).

Preglednica 15:Populacijska genetska struktura iraeana v programu AFLPsurv (Vekemans, 206R) —
celotna genetska diverziteta, Hw — povm& (mean) genetska diverziteta znotraj populaaial@yno
Neievemu Hs), Hb - genetska diferenciacija med famgdami (analogno Neievi Dst), sk — Wrightov
fiksacijski indeks.

Table 15: Population genetic structure calculated in thegmam AFLPsurv (Vekemans, 2002d - total
genetic diversity, Hw - average (mean) of geneitveidity within populations (analogous to Nei's Hdp -

genetic differentiation between populations (analegto Nei's Dst), & - Wright's fixation index.

n Hdy Hd, Hwy Hw Hh, Hb Fsk Fst
12 0,2036 0,2004 0,1223 0,1120 0,0813 0,0884 0,3994 0,4418
S.E. 0,007896 0,005572 0,006707 0,007833 0,062438 0,055565

Var 0,000062 0,000031 0,000045 0,000061 0,00389¢ 0,00308:!
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Preglednica 16:Parni kst med populacijami, iz&unani v programu AFLPsurv.
Table 16: Pairwise kr values between populacijami, calculated in theggnmme AFLPsurv.

BG BV CE CG GRC KR MK SM TG GRA ITA KP

BG 0,0000
BV 0,3662 0,0000
CE 0,4858 0,507¢ 0,000(
CG 0,3874 0,3504 0,4748 0,0000
GRC 0,4263 0,452¢ 0,484! 0,421¢ 0,000(
KR 0,4177 0,477¢ 0,393( 0,419 0,301¢ 0,0000
MK 0,3151 0,2881 0,3890 0,3043 0,2237 0,2671 000m
SM 0,3468 0,432( 0,389« 0,421¢ 0,314! 0,1278 0,270: 0,000(
TG 0,4687 0,5231 0,5088 0,4299 0,4610 0,4961 39107, 0,4223 0,0000
GRA 0,3974 0,3935 0,4838 0,3146 0,3770 0,3434 3371 0,3246 0,3719 0,0000
ITA 0,4283 0,441¢ 0,459: 0,365« 0,410¢ 0,4451 0,257 0,399: 0,1933 0,314¢ 0,000(
KP 0,5313 0,5328 0,5448 0,3561 0,4960 0,4419 357T% 0,4535 0,3605 0,3346 0,2984 0,0000
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Preglednica 17:Neieva genetska razdalja (Lynch in Milligan, 1994)a¢unana v programu AFLPsurv.

Table 17: Pairwise Nei's genetic distances between popalagijcalculated in the programme AFLPsurv.

BG
BV
CE
CG
GRC
KR
MK
SM
TG
GRA
ITA
KP

BG
0,0000
0,074
0,155¢
0,1018
0,104:
0,1096
0,0771
0,096:
0,1232
0,125¢
0,108:
0,1529

BV

0,000(
0,132¢
0,0674
0,088¢
0,1096
0,0532
0,111¢
0,1175
0,098¢
0,087¢
0,1148

CE

0,000(
0,1452
0,129¢
0,0960
0,1057
0,1141
0,1424
0,179¢
0,120¢
0,1576

CG

0,0000
0,099¢
0,1080
0,0716
0,131%
0,1018
0,084(
0,0801
0,0697

GRC KR MK SM
0,000(
0,0543 0,0000
0,0404 0,0560 0,0000
0,070 0,023: 0,068: 0,000(
0,0985 0,1264 0,0916 1135,
0,098: 0,091 0,098t 0,099
0,083/ 0,106¢ 0,050: 0,106¢
0,1075 0,0949 0,0746 1230,

TG

0,0000
0,094"
0,027¢

0,0592

GRA

0,000(
0,075«
0,0759

ITA

0,000(
0,0466

KP

0,0000
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Slika 17: Korelacija med®pr in geografskimi razdaljami parov populacij Blagagga votina,

izratunana v programu GenAlex (Peakall in Smouse, 2012).

Figure 17: Correlation betweepr and geographic distances between pairs of pofralofDaphne

blagayanacalculated in GenAlex (Peakall in Smouse, 2012).

Mantelov test (Slika 17) je razkril pozitivno in gsifikantno korelacijo med
geografsko in genetsko razdaljo (r = 0,4732; PGOD) na celotnem arealu vrste, kar

nakazuje izolacijo zaradi razdalje (arnigblation-by-distance
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4.2.3 Genetska struktura

Program STRUCTURE je vzorce razdelil na dve skugii= 2; slika 18). V prvi
skupini se nahajajo vsi vzorci iz slovenskih popuyldGRA, TG in KP) in iz
italijanske populacije (ITA), poleg njih pa 3e izorci iz Crne Gore. V drugi skupini
pa se nahajajo vsi ostali vzorci. Program je vzoezelelil na dve skupini ne glede na
uporabljeni model (correlated / independent all&equecies, admixture / no
admixture model, LOCPRIOR).

Program BAPS je podatkovni set razdelil v sedenpsk(K = 7; slika 18). Zaradi
razlik v rezultatih prikazujemo primerjavo rezuttatz obema programoma. Razdelitev
na skupine je pri K = 2 in K = 3 enaka pri obeh greammih. Razlike se zaejo
pojavljati pri K = 4, kjer program STRUCTURE gruaivzorce BV, CG in MK v eno
skupino, vzorce CE, GRC KR, SM in deloma ST v drsgapino, vse slovenske in
italijanske vzorce v tretjo skupino in bolgarskerce vcetrto skupino. Tudi program
BAPS razvrsti bolgarske vzorce wegno skupino. Slovenske vzorce skupaj z vzorci
CG grupira v drugo skupino, tretjo sestavljajo wad®R, SM in deloma ST, zadnjo pa
vsi ostali vzorci: BV, CE, GRC in MK. Pri K = 5 iK = 6 oba programa grupirata
vzorce na enak wan. Bolgarski vzorci so leni v prvi skupini, BV in CG v drugi
skupini, CE, GRC in MK v tretji, KR in SM vetrti. Pri K = 6 se med slovenskimi in
italijanskimi vzorci I&ijo vzorci GRA, ki jih programa uvrstita v novo gkno,

medtem ko so pri K = 5 ti vzorci Se grupirani v gr@skupino.

Pri K = 7 oba programa uvrstita vzorce BG v prvaggko, vzorce BV in CG v drugo
skupino, vzorce KR in SM v tretjo, vzorce TG, ITA KP vetrto, vzorce GRA pa v
peto skupino. Razlike nastanejo v strukturi zadnglveh skupin: program
STRUCTURE grupira vzorce CE, GRC in MK v tretjo pkwo, medtem ko program
BAPS grupira posebej vzorce CE.
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Slika 18: Populacijska struktura Blagajevega dinh dol@&ena z metodami na osnovi Bayesovega
algoritma s programi STRUCTURE in BAPS za K = 2-7.

Figure 18: Population structure obaphne blagayanaaccording to Bayesian clustering analyses
conducted in STRUCTURE in BAPS for K = 2-7.
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Slika 19: Analiza prostorskega zdruZevanja (arsglatial clusteriny na osnovi Bayesovega algoritma v
programu BAPS (Corander in sod., 2008): Voronojezaitni prostorski graf predstavlja sedem skupin
ozn&enih z razknimi barvami: i) rdéa: ITA (Italija), TG in KP (oba Slovenija), ii) ruema: GRA
(Slovenija), iii) zelena: SM, KR in deloma ST (MBiH), iv) rjava: CE (BiH), v) temno modra: CG
(Crna Gora), BV (Romunija) in deloma ST (BiH), vijali¢na: GR (Gtija) in MK (Makedonije) in vii)

svetlo modra: BG (Bolgarija).

Figure 19: Spatial clustering analysis based on Bayesiarrighgo calculated in the programme BAPS
(Corander in sod., 2008): Voronoi tesselation graggresenting seven groups marked with different
colors: i) red: ITA (Italy), TG and KP (both Sloviaj ii) yellow: GRA (Slovenia), iii) green: SM, KR
and partly ST (all BiH), iv) brown: CE (BiH), v) dablue: CG (Montenegro), BV (Romania) and partly
by ST (BiH), vi) purple: GR (Greece) and MK (Macead and vii ) light blue: BG (Bulgaria).

BAPS analizo smo nadgradili s prostorskim modeldm,vklju¢uje koordinate
vzorénih mest in s tem poveje zmoZnost zaznavanja populacijske strukture li2aa

prostorskega zdruZevanja je kot najbolj optimakewifo skupin doldgilo K = 7.
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Slika 20: Razporeditev populacij Blagajevegadioh v dve skupini, kot ju predlaga program Struetur

na podlagi metode po Evannu. (zemljevid: P. Glasfov

Figure 20: The distribution and subdivision of populationsDdphne blagayananto two groups, as

proposed by the program Structure according t&Etr@no methodmap: P. Glasnoy).

V PCoA se Ze ob upoStevanju prve osi 123 vzorcedelav dve skupini (slika 21):

o
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bolgarske populacije (BG), vzorci iz vseh drugihpplacij (PCol < 0,32) pa so
razvr&eni v izrazitem postopu, od slovensko-italijanskipulacij (KP, GRA, TG,
ITA) prek populacij iz Bosne in HercegovineGiine Gore (CE, KR, CG, ST, SM) do
najbolj JV populacij (BV, MK, GR). VzdolZz druge ose z manjSim prekrivanjem
vzorci iz Bolgarije Se nadalje dgo od preostalih populacij, preostale JV populagp

si vzdolZ te osi sledijo v postopu v smeri sewsy-(BV, MK, GR). Skupaj 102 osi
pojasnita celotno genetsko varianco, od tega prwruga os pojasnita po 12,14 % in
8,86 % skupne variance, tretja os pa dodatnih %Zpreglednica 18).

Preglednica 18:Rezultati analize glavnih koordinat (PCoA); sezrfawih treh osi (PCo 1-3) z lastnimi
vrednostmi, odstotki pojasnjene variance ter kumiuriani odstotki pojasnjene variance.

Table 18: Results of the principal coordinate analysis (PCdi&) of the first three axes (PCo 1-3) with
eigenvalues, percentage of explained variance amdilative percentage of explained variance.

Os PCol PCo2 PCo3
Lastna vrednost 11,509 8,401 6,877
Odstotek pojasnjene variance 12,14 8,86 7,26

Kumulativni odstotek pojasnjene variai 12,14 21,01 28,2¢
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Slika 21: Projekcija vzorcev 123 rastlin Blagajevegaduad vzdolZ prvih dveh osi v analizi primarnih
koordinat (PCoA), izdelani v programu GenAlex. Pog pojasni 11,5 % in druga os 8,4 % skupne
genetske variabilnosti.

Figure 21: The projection of 123 samples Dfaphne blagayanalong the two primary axes in the
Principal coordinate analysis (PCoA) drawn in thegoamme GenAlex. The first and the second axes

explain 11.5 and 8.4% of the total genetic varighitespectively.

4.2.4 Analiza molekularne variance (AMOVA)

Stopnjo genetske diferenciacije med populacijambd @eenili z analizo molekularne
variance (AMOVA), s katero smo ocenili varianco tneh nivojih: znotraj vzatenih
populacij, med vzaenimi populacijami ter med 7 skupinami, ki jih plegh program
BAPS. Rezultati kazejo, da secima genetske variabilnosti pojavlja znotraj popijlac
(49 %), med populacijami znaSa 22 %, med skupinemi29 % (preglednica 19).
Analizo smo izvedli tudi za razine kombinacije skupin (skupine, ki jih predlaga
BAPS med K = 2-7), priemer je variabilnost znotraj populacij vednocjae od
variabilnosti med populacijami (podatki niso prikag).



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayans filogeografsko analizo. 85
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

Preglednica 19:Analiza molekularne variance Blagajevegaci@ na podlagi rezultatov AFLP. df —

stopinje prostosti, SS — vsota kvadratov, MS —rgiddvadrat / varianca, Est. Var. — ocena genetske

variance, % — odstotek variance

Table 19: Analysis of molecular variance 8faphne blagayan®ased of AFLP results. df — degrees of

freedom, SS — sum of squares, MS — mean square,VBst — genetic variance

proportion of variance

estimates, % —

df SS MS Est. Var. %
Med skupinami 6 352,371 58,728 2,230 29
Med populacijami 6 108,15: 18,02¢ 1,667 22
Znotraj populacij 110 406,930 3,699 3,699 49
Skupno 122 867,452 7,597 100
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Kljub hitremu razvoju molekularnih tehnik v zadnjifesetletjih in nar&ajotemu
Stevilu raziskav na podéu filogeografije in populacijske genetike rastlgg tovrstne
raziskave na Balkanskem polotoku razmeroma redkékaBski polotok velja poleg
Iberskega in Apeninskega polotoka za enega izmeld pomembnejSih obmniip
ledenodobnih refugijev Evrope. Zaradi ramk orientiranosti gorstev v teh treh
refugijalnin obmgjih (na Balkanskem polotoku poteka v smeri jugowdho
severozahod, na Apeninskem in Iberskem otoku panerisvzhod-zahod) je bila
kolonizacija Evrope iz treh refugijev rastia. Stevilne filogeografske Studije so
pokazale na kolonizacijo osrednje Evrope iz Balkaga obmdja refugijev,éeprav so

bile poti Sirjenja za razine organizme zelo razfe.

Prisotnost treh glavnih glacialnih refugijev v juZzBvropi podpirajo palinoloSki
podatki in paleoklimatske rekonstrukcije. Vse&ijeeStevilo filogeografskih Studij na
razlicnih rastlinskih in zivalskih skupinah s teh ohifga je pokazalo, da kazejo
nekatere vrste tudi znotraj refugijev émo genetsko strukturo. To pomeni, da so tudi
znotraj treh refugijev obstajale izoliranje popuikckar je vodilo v novo interpretacijo
filogeografije, kjer igra pomembno viogo konceptefugiji znotraj refugija.
Izoliranost populacij, ki je postopoma vodila v gé&ko separacijo, je vmoma
posledica geoloskih in klimatskih diskontinuiteBréssi in sod., 2009). Visoka
diverziteta znotraj juznih refugijev je po pred@odt refugijev znotraj refugija
posledica alopatthe diferenciacije Il&enih populacij, ki kaZzejo nizko
znotrajpopulacijsko, a mé@o medpopulacijsko diverziteto. Tak vzorec kaZzep n
primer Saxifraga callosaSm. ex Dicks. na Apeninskem polotoku (Grassi in.sod
2009), bukevkagus sylvaticd..) (Brus, 2010) teEdraianthus tenuifolius\.DC. inE.
serpyllifolius (Vis.) A.DC. na Balkanskem polotoku (Surina in sod., 2011) ali
vednozeleni hrastiQuercus subeL., Q. ilex L. in Q. cocciferalL. ) na lberskem

polotoku (Lépez de Heredia in sod., 2009).

Seveda pa omenjena tri refugialna objamiso edini obstojg ledenodobni refugiji v

Evropi. Med pomembnejSe refugije za bukev spadacdfamanasnje Slovenije, juzne
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Francije inCeSke. Na teh obnjih je evoluirala izvorna populacija in se nato3isia

v osrednji Evropi, medtem ko trije juzni polotokisa prispevali k Sirjenju bukve na
severu (Magri in sod., 2006). Omejena oljaov severni Evropi, kjer se je zaradi
lokalne topografije ohranjala stabilna mikrokling&tdwart in Lister, 2001), imenujemo

kripti¢ni refugiji.

Varstvena genetika ponuja nov vpogled v varovanjgt ¥n postaja vedno bolj
nepogresljivo orodje pri upravljanju z ogroZzenimistami ter pri né&tovanju
varstvenih akcij. V disertaciji smo predstavilioijjeografsko analizo in populacijsko
genetsko strukturo Blagajevega &ioh ([Daphne blagayana rastlinske vrste z
razSirjenostjo, omejeno predvsem na Balkanski p&ldPridobljeni podatki prispevajo
k razumevanju razSirjenosti in potencialne ogrosénoste in bodo lahko prispevali k
uspeSnejSemu varovanju populacij v primeru, ko t$lgp do vejih sprememb o
okolju. Poleg unievanja habitatov, ki mu botrujejo predvsem dejatindwveka,
predstavlja eno izmed grozenj tudi globalno segrgvazrdja, saj je Blagajev veéin

prilagojen na uspevanje v hladnejSih predelih.

5.1 UPORABA MONONUKLEOTIDNIH MIKROSATELITOV
KLOROPLASTNE DNA V FILOGEOGRAFSKIH RAZISKAVAH

Ceprav sodi kloroplastna DNA med najpogosteje ugigae markerje Vv
filogeografskih in filogenetskih raziskavah rastlife stopnja substitucij znotraj
kloroplastnega genoma priblizno desetkrat nizja \k@&ivalskem mitohondrijskem
genomu. Razmerje med stopnjo substitucije pri noitahijski, kloroplastni in jedrni
DNA rastlin znaSa priblizno 1:3:12 (Li, 1997). MedjpogostejSimi oblikami mutacij
kloroplastne DNA so mononukleotidni mikrosateliti.

Kljub temu, da se Studije, ki temeljijo na klorogtiaih mikrosatelitih, pojavljajo Ze
priblizno 20 let (na primer Powell in sod., 19950%an in sod., 2001), ¢@&a
filogeografskih raziskav mononukleotidne ponovityeoli-A in poli-T) izlo¢a iz
raziskav zaradi moznih napak pri sekvenciranju, akapri branju nukleotidnih

zaporedij ali zaradi suma na homoplazijo. Jakobssosod. (2007) so na primeru
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modelne vrsteArabidopsis thalianaznotraj 60 raztinih odsekov kloroplastne DNA
dolocili 244 mest s ponovitvami, daljSimi od 5 bp. Me@m je bilo kar 235
mononukleotidnih ponovitev in le 9 dinukleotidnih daljSih ponovitev. Pokazali so,
da zaporedja dolzine med 5 in 6 bp ne kazejo vilmiadti; ta se zéne pojavljati pri
lokusih dolzinex 7 bp in nara% do dolzine 12 bp. Pri zaporedijih, daljSih, ocbp2 so

variabilni skoraj vsi lokusi.

Na podlagi Studije Jakobssona in sod. (2007) lalgkbepamo, da uporaba
mononukleotidnih mikrosatelitov zmanjSuje zaneskivrezultatov, kadar gre za daljSe
ponovitve (nad 12 bp). Pri krajSih ponovitvah pakia ta zaporedja predstavljajo

doprinos k variabilnosti relativno ohranjenih klpfastnih regij.

V analizi petih kloroplastnih odsekov Blagajevegacina v skupni dolzini 3512 bp
smo zaznali 8 variabilnih mononukleotidnih zapore@boli-A oz. poli-T). Vsa
variabilna zaporedja so bila dolga najmanj 7 bp, patrjuje rezultate Jakobssona in
sod. (2007), da se variabilnost mononukleotidnised@v z&ne pri dolzini 7 bp. Le
dve izmed regij imata dolzino nad 12 bp. Zanimieappli-A regija v medgenskem
vmesnikupsbA-trnH, ki obsega dolzine 10, 11, 12, 14, 15 in 23 bgd€lna model
postopnih mutacij (anglstepwise mutation model SMM; Ohta in Kimura, 1973)
lahko predvidevamo, da je v zaporedju priSlo dotgqmsega kogienja adeninov. Pri
tem se nam poraja vpraSanje, ali bi na tamkahko sledili populacijski dinamiki vrste
v preteklosti. V tem primeru bi bilo smiselno prirjati, ali se vzorec ponavlja tudi pri
drugih mononukleotidnih mikrosatelitih, predvsemi pistih, ki kaZejo veliko

varibilnost v Stevilu mononukleotidnih ponovitev.

Zaradi ve&inskega mnenja raziskovalcev, ki zagovarjajo izktgy mononukleotidnih
mikrosatelitev iz analiz, smo se tudi v naSi ragiskodlaili, da mononukleotidnih
mikrosatelitov ne bomo vklgili v analize. Izjemo smo naredili le pri analizi
haplotipov, kjer smo mononukleotidne mikrosateliteljucili, ko smo analizirali
posamezne odseke kloroplastne DNA. Prav tako sntieApD zaporedja vklj@ili v
analizo haplotipov, v kateri smo zdruZili vseh pedsekov in dobljeno mrezo
haplotipov primerjali z mrezo haplotipov, iz katesmo poli-A/T zaporedja izklili.

Bistvene razlike v strukturi mrez haplotipov nigmaane.
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5.2 NEUSKLAJENOST FILOGEOGRAFSKIH VZORCEV PRI
KLOROPLASTNIH IN JEDRNIH MARKERJIH

Organelni genomi prinasajo nov hierdrtii vpogled v populacijsko genetiko. Jedrni
genom diploidnih organizmov se v vsaki somatskictcelahaja v dveh kopijah, od
katerih se na potomce prenese po ena kopija z gaak@ starSev. Mitohondrijski in
kloroplastni genom, oba haploidna, se v celicahajeia v vé& kopijah, zaradi
prisotnosti le enega alela v celici oz. organiznauj@ rekombinacija odsotna. &ia
prenosa organelnih genomov (po materini &Btovi liniji ali po obeh) meéno vpliva
na populacijsko strukturo vrste. Zaradi haploidngsefektivna velikost populacije za

organelne genome manjSa kot za jedrni genom.

Stevilne raziskave so pokazale, da uporabacriilimarkerskih sistemov ne pripelje

nujno do odkritja enake genetske strukture vrster e kloroplastna DNA deduje

enostarSevsko (po materini liniji pri &iai cvetnic) preko semen, ki se Sirijo preko
kratkih razdalj, ponavadi pri njej zaznamo dnejSo genetsko diferenciacijo, medtem
ko kaZe jedrna DNA zaradi biparentalneg&ima dedovanja SibkejSo diferenciacijo.
Kljub temu so raziskave pokazale, da lahko jedraikerji zaznajo prisotnost dodatnih

prepoznavnih skupin, ki jih kloroplastna DNA ne aldira (Heuertz in sod., 2004;

Magri in sod., 2006). Uporaba raglih genetskih markerjev (na primer kloroplastne
oz. mitohondrijske DNA in jedrne DNA) je tako izjeega pomena pri dalanju

filogeografske strukture.

Ce obstaja genski pretok med populacijami, bo tggatini DNA (ki se prena3a tako
preko peloda kot preko semen) vplival na zmanjSevganske divergence populacij.
Genski pretok pri kloroplastni DNA, ki se pridiri kritosemenk deduje po materini
strani, pa je odvisen samo od prenosa semen. Newmowenetski signal lahko

pricakujemo samo takrat, ko obstaja dolgotrajna izfganied populacijami.

Tudi pri Blagajevem vdinu, kot na primer pri jesenu (Heuertz in sod.,£208li bukvi
(Magri in sod., 2006), kloroplastna DNA in AFLP (& lahko upoStevamo kot jedrni

marker) ne kazeta popolnoma enakega filogeogragskegrca. Analiza molekularne
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variance AMOVA je pokazala, da kaze kloroplastnafD¥eliko mainejSo genetsko
strukturo kot AFLP, kar so dokazale tudi druge §euda razlénih rastlinskih vrstah
(npr. Naydenov in sod., 2005).

Oba markerska sistema kazZeta, da so vzorci iz Blevén Italije jasno Iéeni od
ostalih vzorcev. Predvidevamo, da je v preteklpslo do fragmentacije populacij
med severnim in osrednjim Balkanom in je od takganski pretok med tema
skupinama prekinjen. Slovenska skupina kaze vetilamjSo haplotipno raznovrstnost
(25,7 %) kot osrednja Balkanska skupina (82,1 %), Ik lahko nakazovalo obstoj
genetskega zdrsa neke preteklosti. Populacije so verjetno ostale rawle in zaradi
majhnosti je nakljtha izguba alelov lahko vplivala na njihov genetskakeup.
Analiza neskladja nakazuje moznost nedavne popsikacekspanzije v Sloveniji, ki bi
lahko £asoma privedla do nastanka novih haplotipov (otstg@nju poli-A/T regij),
ki se v slovenskih populacijah skoraj ne mesSajpgpulacijah se pojavljajo edinstveni
haplotipi, zn&ilni za posamezne populacije). Glede na to, da s&cie v slovenskih
in italijanski populaciji pojavljajo predvsem v dkil poli-A/T zaporedij, to dodatno
podpira moznost recentne ekspanzije na tem ofume&i je morda potekala iz enega
ali ve¢ bliznjih lokalnih ledenodobnih refugijev. Mutacijev kloroplastnih
mononukleotidnih mikrosatelitin (zlasti pri dolzim&12 bp) se kogijo hitreje kot
druge mutacije (npr. substitucije), zato lahko pdpulacijah, ki vsebujejo daljSe
mononukleotidne mikrosatelite, pakujemo véje Stevilo haplotipov, kar je razvidno

tudi iz slovenskih vzorcev.

Vzorci iz Granice se glede na rezultate analize AFLP razlikupgjoostalih, saj so
prepoznani kot samostojna skupina, ki jo predlagegram BAPS, medtem ko so
kloroplastni haplotipi, ki se pojavijajo v populpciz Gracnice, prisotni tudi v
nekaterih drugih populacijah. Razporeditev slovénsk italijanskih populacij v
enotno skupino nakazuje odsotnost genskega pre#diana nivoju semen kot tudi

peloda, saj oba markerska sistema kazeta enakdigygfski vzorec.

Neusklajenost filogeografskega vzorca ¢gra pri bolgarski populaciji, ki jo glede na
AFLP tako program BAPS kot tudi program STRUCTUR&mata kot samostojno

skupino, medtem ko so glede na kloroplastno DNAaplotipi uvr&eni v skupino
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osrednjega Balkana. Populaciji izdie in Makedonije sta glede na AFLP use$i v
isto skupino, kar sovpada tudi z geografsko blizieoa od moznih razlag je, da je pri
teh dveh populacijah prihajalo do d@@snega prenosa pelod#prav je razdalja med
njima razmeroma velika (¥ekot 150 km). Kloroplastna DNA po drugi strani tred
populaciji uvr§a v razltna klastra, makedonske vzorce v klaster juzneg&aBal
grSke pa v osrednji klaster. Prenos semen, v kateariprenaSa jedrna DNA, je bolj
uc¢inkovit na krajSe razdalje, medtem ko je prenostrega prahu (in z njim

kloroplastne DNA) omogten na daljSe razdalje.

Iz tega lahko sklepamo, da je bil Blagajevéuolv preteklosti na Balkanskem polotoku
sploSno razSirjen, njegovo prezivetje tekom ledelub je bilo zajeto znotraj refugijev
Balkanskega polotoka (t.i. refugiji znotraj refumij Velike divergence posameznih
skupin lahko po eni strani pripiSemo dolgotrajnogefski in klimatski izolaciji -
Naydenov in sod. (2005) na primer v raziskavicetg bora Rinus sylvestrid..) v
Bolgariji kot kljucen razlog za populacijsko diferenciacijo znotrajepenega prostora
omenjajo topografijo in visoke nadmorske viSine meavodji tekom glacialne
depresije, kar je onemogto genski pretok med populacijami - ter dodatno Se
morebitnemu prehodu na vegetativnéinarazmnozevanja, do katerega lahko pride, ko

vrsta v doléenem habitatu ne dosega svojega ekolosSkega optimuma

5.3 GENETSKA DIVERZITETA POPULACIJ IN POVEZAVA Z NAINOM
RAZMNOZEVANJA

Genetska diverziteta, alelno bogastno in privatf@na bogastvo pri populacijah
Blagajevega vd@ina ne kazejo konsistentnega vzorca vzdolz lirgjees-jug ali vzhod-
zahod. Tablerlet in sod. (1998) so v primerjallugeografski Studiji desetih evropskih
Zivalskih in rastlinskih vrst pokazali, da imajoZzpejSe populacije ponavadi viSjo
genetsko diverziteto in alelno bogastvo. Hewitt9@Rje ta trend, ki naj bi veljal na
regionalni ravni, imenoval »juZzno bogastvo naprawesnicistosti« (angl. southern

richness vs. northern puriy’. Petit in sod. (2003) so pokazali, da trend ngaveh

% Trend je bil opisan pri §tevilnih drevesnih in gvnih vrstah zmernega pasu, katerih juzna mejdaarea
sega v sredozemski prostor.
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znotrajpopulacijskem nivoju, saj imajo lahko celbzije populacije zelo razino
genetsko strukturo. Vendar omenjeni trend »juZrmggastva napram severfistosti«

ne drzi zmeraj in je lahko tudi drugen. Tako so na primer GrdiSa in sod. (2014)
pokazali, da sta pri vrstifanacetum cinerariifolium razsirjeni vzdolz vzhodne
jadranske obale, vrednosti genetske diverzitef@iiatnih alelov visji pri severnejsih

populacijah, kar razlagajo s potencialno recenime@vorom juznih populacij.

Pri Blagajevem vdlinu lahko zaznamo nizjo genetsko diverziteto, alddogastvo in
privatno alelno bogastvo pretezno v bolj robnih ydapijah (npr. ITA, TG, KP, BG in
GRC), medtem ko imajo populacije iz osrednjega detala ponavadi viSjo vrednosti
teh parametrov. Populacije z visoko genetsko ditetrzimajo ponavadi visoko alelno
in privatno alelno bogastvo in obratno. lzjema stakedonska in¢rnogorska
populacija, ki kljub razmeroma visoki genetski diiteti kazeta nizko privatno alelno

bogastvo.

Bolgarska populacija kljub svoji geografski izohsti kaze visoke vrednosti vseh
treh parametrov; zlasti pa privatnega alelnega $twvga ki je najviSje od vseh
analiziranih populacij. Visoko Stevilo privatniheddv / alelno bogastvo je gakovano
v populacijah z omejenim genskim pretokom, medtemirkajo vrste z visokim
genskim pretokom nizko alelno bogastvo. Pri bolgapopulaciji, ki kaze najvisje
alelno bogastvo, lahko to torej razlagamo z izalstjo in omejenim genskim

pretokom.

Rastline kazejo izjemno raznolikost v strategijaimnozevanija, ki so vezane bodisi
na okoljske dejavnike, bodisi na genetsko prediggozrste. Vegetativno ali klonsko
razmnozevanje je razmeroma pogost in evolucijsko mbjav pri rastlinah (Mogie in
Hutchings, 1990), saj ima za rastline d@oe prednosti, na primer zmoznost hitrega
poveianja populacije, mobilnost ali zmanjSanje »stroskaaradi redukcije organov,
ki sodelujejo pri spolnem razmnozevanju (Silvertowm Charlesworth, 2001).
Redukcija spolnega razmnozevanja pri rastlinate jpasebno pogosta pri populacijah,
Ki Zivijo na robu svojega areala (Eckert, 2011)diTemoznost samooploditve ima za

rastline prednosti, zlasti ko so rastline izoliranemed njimi tezko pride do stika
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(navzkrizne opraSitve). Hkrati pa ima samooploditea posledico genetsko

uniformnost in s tem ranljivost ob pojavu nakljih dogodkov, na primer bolezni.

Blagajev votin izkazuje oba nana razmnozevanja, tako spolno kot vegetativno. Z
izjemo diplomske naloge iz 50ih let 20. stoletjauiBsteiner, 1957), v kateri je opisano
razmnoZevanje Blagajevega &ola v Sloveniji, pa so podatki o d¢au
razmnozevanja skopi. Posamezni avtorji omenjajootndst (Costalonga in Bruna,
2006; Martini in Poldini, 1990; Brunsteiner, 196@)i prisotnost (Jegl 1963)
spolnega razmnozZevanja v dédmih populacijah. Razihi n&ini razmnoZevanja v
razlicnih populacijah iste vrste so pogosti (Wang in s@fi04), spreminjajo se dasu

in so najverjetneje posledica okoljskih dejavnikov.

Ocenjevanje stopnje klonskega razmnozevanja ptiimal ni enostavno. Ker lahko
vrste prehajajo od spolnega k vegetativneméimarazmnoZevanja in obratno, za
merilo ne moremo uporabiti zgolj genetske variadBln populacij; vrste, ki se danes
na primer razmnoZujejo vegetativno, v pretekloatsp se spolno, lahko kaZejo visoko
genetsko diverziteto. Tudi samo dalsna tvorba semen lahko pomembno vpliva na
genetsko diverziteto populacije. Na ta&imaBauert in sod. (2007) na primer razlagajo
visoko stopnjo genetske variabilnosti danes klonglste Saxifraga cernuaPri vrsti
Cladium jamaicenseki ima sposobnost spolnega in vegetativhega razewanja, so
Ivey in Richards (2001) odkrili nizko stopno vatiabsti v primerjavi z drugimi
rastlinami v njihovi okolici. Le ena od 18 populg@ bila monomorfna, pri ostalih so
rastline kazale e kot en genotip; raaini genotipi pa so bili v w@ni primerov
prisotni Ze na povrsini 1 mBalloux in sod. (2003) ocenjujejo, da meanihuyagij,

pri katerih je prisotno tako spolno kot klonsko mamZzevanje, prakiho ne moremo

razlikovati od subpopulacij, ki se razmnoZujejékstro spolno.

Genetska diverziteta Blagajevegadnoh je nizka KHe = 0,088-0,170), vendar nobena
analizirana populacija ni monomorfna. Kljub tema, mo popolnoma enake AFLP
genotipe zasledili le pri nekaterih vzorcih iz ptgmy CG, CE in GRA, ravno te
populacije presenetljivo kazejo visoke vrednostieNe genetske diverzitetél§(CG)

= 0,131;He(CE)= 0,130;He(GRA) = 0,170) v primerjavi z drugimi populacijami.
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Populacija TG, ki je po velikosti populacije najm&mn izmed vzatenih populacij
(lastno opazanje) in pri kateri smo ob nabiranjazilp skoraj popolno odsotnost
cvetenja, sicer kaze nizko genetsko variabilnb&t< 0,098),vendar kazejo podobno
ali Se nizjo genetsko variabilnost populacije BNeE 0,086), KP KHe = 0,088), GRC
(He = 0,104) in ITA He = 0,106), pri katerih je cvetenje prisotno. Zaradoraj
omenjenih dejstev genetske diverzitete ne morenposredno povezovati z &iaom

razmnozevanja.

5.4 GENSKI PRETOK MED POPULACIJAMI

Genski pretok je prenos alelov med populacijamkpmigrantov in diaspor. Stopnja
Sirjenja diaspor se z razdaljo zmanjSuje, zato padiagenetska razlika natas z
razdaljo, kar opisujemo s pojmom »izolacija zaraaltdalje« (angl.isolation by

distance.

Mantelov test, ki prikazuje korelacijo medler in geografskimi razdaljami parov
populacij Blagajevega v&iha, potrjuje, da je prisotna izolacija zaradi ragel To je

sicer prtakovan pojav pri vrstah, ki obsegajocjeareal in pri katerih je disperzija
omejena,cemur Blagajev vdin ustreza. Nasprotno pa izolacije zaradi razdage
pricakujemo pri vrstah, ki imajo velik disperzijski poicial in kjer so razdalje med
populacijami kratkegeprav lahko populacije kazejo izolacijo zaradi edgdtudi na

kratke razdalje (pri endexmi travi Arctophyla fulvavar. pendulinaz obale Baltskega

morja se izolacija kaze na primer ze pri razdaj@hih od 1 km (Kreivi, 2005).

Genetska diferenciacija je pri Blagajevem cuall visoka (kr = 0,4), kar nakazuje
izoliranost posameznih populacij in omejen genglatgk med njimi. Parni & pa
presenetljivo niso nujno naj¥e med geografsko najbolj oddaljenimi populacijami;
najvetji parni Fstse pojavljajo med pari CE in (TG, KP, BV), BV inPKTG) ter KP
in BG.

Tudi rezultati analize AMOVA kaZejo na precejSnjecenciacijo med populacijami.
Na podlagi AFLP se priblizno polovica variabilnogibjavlja znotraj populacij,
polovica pa med populacijamiie dodamo Se nivo skupin populacij, ta doseze

diferenciacija med skupinami 29 %. Kloroplastha DK&Ze v primerjavi z AFLP
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izjemno majhno variabilnost znotraj populacij (akal%). Velike razlike v vrednostih
pri obeh markerskih sistemih lahko razloZzimo ziinam prenosa kloroplastne oz.
jedrne DNA in njegovim vplivom na diferenciacijo pdacij, ki ga omenjamo v

podpoglavju 5.2.

5.5 RAZRESEVANJE TAKSONOMSKIH NEJASNOSTI IN
NARAVOVARSTVENE IMPLIKACIJE

Taksonomske kategorije pod nivojem vrste predsipvife desetletja predmet razprav.
V preteklosti so bile skupine sorodnih osebkov, dé geografsko izkljujejo,
opredeljene bodisi kot vrste ali kot nizje taksos&m enote, na primer podvrste,
varietete ali forme (Mallet, 2007). Medtem ko sevjeoologiji v z&etku 20. stoletja
kot edina veljavna taksonomska kategorija pod eiwojvrste uveljavila kategorija
geografske podvrste, se v botaniki Se vedno upajaklin so po Kodeksu botaime
nomenklature veljavne) tudi druge kategorije. Haonil in Reichard (1992)
ugotavljata, da se v botaniki najpogosteje upoeablpodvrstni katergoriji (podvrsta in
varieteta) uporabljata za isto kategorijo, peimer ameriSki taksonomi uporabljajo
vecinoma kategorijo varieteta, ostali (tudi evropskia podvrsta. V nasprotju s
podvrsto in varieteto, ki naj bi do neke mere pradgli koherentno evolucijsko
podskupino (z geografsko, ekolosko in/ali filogesket poripadnostjo), forma vkiuje
edinstvene fenotipe, ki pa se ne ohranjajo zngiogulacij (Cronquist, 1988). Kot
ekstremen primer veljavnega bot&mega imena lahko navedemo primer kamnékre
Saxifraga aizoorvar. aizoonsubvar.brevifolia f. multicaulis subf. sirculosa(Mallet,
2007).

V nasprotju z zooloSko botama podvrsta ne odraza nujno geografske omejenosti.
Oba kodeksa, botamii in zooloski, sicer ne zapovedujeta, v kateregatijo naj se
uvrsti posamezna prepoznavna populacija, témse osredottajo le na pravila

poimenovanja, ko je odittev o taksonomski kategoriji sprejeta (Mallet, ZD0

Ceprav se je koncept podvrste ¢asom spreminjal, je veljavnost podvrste kot

taksonomske enote podvrzena kritikam ze od sre2lnestoletja (Burbrink, 2000). V
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preteklosti koncept podvrste ni zavzemal evoluejstomponente (Mayr, 1942),
temve je Slo zgolj za osebke, ki se morfoloSko nekoli&mlikujejo od ostalih osebkov
iste vrste. V danaSnjerasu je v uporabi razlaga, da so podvrste skupimellpoij

znotraj vrste, ki zasedajo geografsko opredeljdnmoasje ali habitat in se od ostalih
populacij razlikujejo v v& genetskih znalnostih. Gre za skupine populacij, ki so v

evolucijskem procesu nastajanja novih vrst (amgjpient species

Zaradi bolj subjektivnega uwt8nja v razkne taksonomske kategorije v preteklosti je
uporaba genetskih metod v danasnjgmsu razkrila, da Stevilne podvrste ne kazejo
nikakrsne filogenetske razhosti, zato je ta klasifikacijai¢ upoStevamo evolucijsko

komponento) vprasljiva za Stevilne taksone, ki igobepoznani v preteklosti.

Pravilna opredelitev taksonomskega statusa ni pdmansamo z vidika poznavanja
odnosov med taksoni, temyvéma tudi prakitni pomen v varstveni biologiji. Ob
nepravilni opredelitvi statusa lahko pride do spmegnja napanih upravijavskih
odlocitev, bodisi da nekatere vrste (ali podvrste) nm@poznane in tako niso
vklju¢ene v sistem varovanja, bodisi se varovanje osoédata nepravilno definirane
taksone, za katere varstvo ne bi bilo potrebnonlfram in sod., 2012). Takim
nepravilnostim se lahko izognema@e kot osnovno enoto varstva uporabimo
evolucijsko pomembne enote - to so populacije, kigenetsko léene od ostalih
populacij in tako zahtevajo deno genetsko upravljanje (kar v mnogih primerihpae

nujno, ustreza konceptu podvrste).

O morebitni znotrajvrstni diferenciaciji Blagajexegokina ni veliko zapisov. V
literaturi se omenjajo tri podvrste: subsierchenfeldiana (Schur) za romunske
Karpate, subsgkellereri Stoj. & Stef. za Bolgarijo in subspogoviii Lakusi. Slednjo
smo zasledili samo v Zborniku s simpozija o flon vegetaciji jugovzhodnih
Dinaridov, kjer je omenjena kot ende&ma podvrsta severovzhodnih Prokletij
(Lakusi, 1973). Podatka o tem, kako se podvrsta morfolaSiatikuje od drugih
populacij, nismo nasli, prav tako z ob&w® Prokletij nismo uspeli pridobiti vzorcev

rastlin, zato podvrsteogoviii ne moremo komentirati.

Podvrsti ssplerchenfeldianain ssp.kellereri naj bi se 16ili po listih; pri ssp.kelleri
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naj bi bili zgornji listi topi, zaokrozeni, na zgyr strani temno zeleni in spodnji
modrikasti oziroma sivkasti (Praprotnik 2004). QGiiar®nem pregledu literature se je
izkazalo, da podvrstéerchenfeldianapravzaprav ne obstaja, saj so nekateri avtoriji
sinonim vrste zapisali kot podvrsto, napako paeiknat povzeli razlini avtorji (npr.
Fukarek, 1969).

Tudi z genetskega vidika omenjenih podvrst ne morguatrditi. Vzorci Blagajevega
vol¢ina, nabrani v romunskih Karpatih, se glede nadgt@stno DNA nahajajo v treh
haplotipih: v 1) osrednjem »Balkanskem« haplotigkupaj z vzorci iz Giije in treh
populacij iz Bosne in Hercegovine), ter v 2) dvaimsstojnih haplotipih, ki izhajata iz
osrednjega »Balkanskega«. Analiza AFLP je Wdjala samo vzorce iz parka Buila
Vanturarita. Glede na analizo STRUCTURE (K = 2)vzorci ne tvorijo enotne
skupine, temv&so uvrgeni v skupino skupaj z vzorci iz osrednjega Balkanadi pri
razporeditvi vzorcev v 7 skupin, kot jih predlagagram BAPS, so romunski vzorci
uvr&eni v skupino skupaj z vzorci Zrne gore. Karpatske podvrste torej na podlagi

tako kloroplastne kot jedrne DNA ne moremo potrditi

Vzorci iz Bolgarije sicer pri nekaterih posamezkibroplastnih regijaht(nL—F, trnK)
kazejo samostojen haplotip, pri drugih pa so ¢m§v osrednje haplotipe, skupaj z
vzorci iz Gkije, Romunije ter Bosne in Hercegovine. V kombiniranalizi vseh petih
kloroplastnih odsekov so uweni v haplotip skupaj z vzorci iz e in Smolina
(BiH). Bolgarski vzorci se od ostalihdigo, ¢e v analizo vkljgimo poli-A/T regije.
Takrat dobimo samostojen bolgarski haplotip, kipsek manjkajéega haplotipa k&
od osrednjebalkanskih in slovenskih haplotipov.sEnetljivo pa kaZze analiza AFLP
bolj jasno definirano pozicijo bolgarskih vzorceaj se Ze ob K = 3 (tako pri analizi v
programu STRUCTURE kot tudi v programu BAPS), ttijo od vseh ostalih
populacij in tako nakazujejo samostojno enoto. Ndlggi genetskih rezultatov ne
moremo potrditi, da bolgarski vzorci pripadajo satomi podvrsti. Vsekakor bi bilo
za dokokine sklepe potrebno vkiiti tudi morfoloSke podatke in morfometrijsko

analizo.

Glede na pridobljene rezultate predlagamo, da seopdastne linije Blagajevega

vol¢ina obravnava kot evolucijsko pomembne enote (ESu)¢de na kloroplastno
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DNA lahko potrdimo obstoj najmanj dveh oz. treh EStprvo enoto (ESU1) sodijo
severne populacije (Slovenija, Italija), v drugoS{E) populacije iz osrednjega
Balkana, v tretjo (ESU3) pa lahko uvrstimo popytadz Makedonije,Crne gore in
jugovzhodne Bosne in Hercegovine (Stolac). Bolgars&pulacijo, ki kaZze glede na
AFLP analizo drugéne frekvence alelov (visoko privatno alelno bogaktvpa

predlagamo kot keno upravljavsko enoto (MU).
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5.6 SKLEPI

Na podlagi genetskih rezultatov lahko deloma paidli hipotezo, da delitev
Blagajevega vd@ina na konvencionalne podvrste (subdgrchenfeldiana subsp.
kellereri, subsp.zogoviii) ne odraza dejanske filogeografske strukture viseprav
smo pri osebkih iz Bolgarije (potencialna podvrstdlerer) z metodo AFLP zaznali
samostojno skupino, s kloroplastno DNA te skupinsmo potrdili. Potencialna
podvrstazogovéii ni bila uradno nikjer opisana, prav tako z oljadProkletij nismo

uspeli pridobiti vzorcev rastlin, zato podvrgtegoviii ne moremo komentirati.

Delitev Blagajevega veina na tri klastre (cpDNA) nakazuje, da je na Batiiem
polotoku najverjetneje obstajalo &veobmaij ledenodobnih refugijev: obndge
refugijev v osrednjem delu areala, ohfjeorefugijev na jugozahodu areala (ohfjeo

med juzno BiH in Makedonijo) ter obrje refugijev na severu (obrje Slovenije).

Visoka genetska diferenciacija Blagajevegaciwa nakazuje, da so posamezne
populacije Blagajevega wbha izolirane in med njimi ni genskega pretoka.
Diferenciacijo potencialno povaje tudi prisotnost vegetativega razmnozevanja v

nekaterih populacijatteprav zanesljivi podatki o tismu razmnozevanja ne obstajajo.

Otockasta razporeditev osrednjin in juznih populacijadéjevega vdéina je
predvidoma posledica fragmentacije v preteklogthjshega areala, kar nakazujejo
nekateri haplotipi, ki se pojavljajo pri geografséddaljenih populacijah. Za severne
populacije pa lahko sklepamo o disperziji, kar rafa razporeditev neskladja
nukleotidnih  zaporedij ter kogenje adeninov/timinov v mononukleotidnih
mikrosatelitih (model postopnih mutacij), ki imajpa posledico prisotnost ¥e

haplotipov. Te smo zaznali v haplotipni analiziugimStevanju poli-A/T zaporedij.
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Slika 22: Spomenik ob vznoZzju Sv. Lovrenca v blizini Polhoae@radca, pos¥en obisku saSkega
kralja Friderika Avgusta .

Figure 22: Monument at the foothills of Sv. Lovrenc near Peolt@®radec, in memory of the visit of
Friderick August Il., the King of Saxony
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Namen naloge je bil ovrednotiti varstveni statusaddievega vdéina ([Daphne
blagayana na celotnem obnigu razSirjenosti. Kot orodje za oceno varstvenega

statusa smo uporabili kloroplastno DNA ter AFLP keaje.

Blagajev votin je nizka polegla grmovnica iz druzine ¥olovk (Thymelaeaceae).
Zaradi svoje redkosti je praktio v vseh drzavah, v katerih se pojavlja, zavaravan
nacionalnimi akti. Dana3nji areal Blagajevegaciwa je fragmentiran in obsega
Balkanski polotok in juzne romunske Karpate. ¢anastanka fragmentiranih
nahajali€ ni znan. Po eni od razlag naj bi Blagajevcéuolv interglacialu zasedal
strnjen areal in se iz njega Siril proti severuseverozahodu, po drugi pa naj bi bila
fragmentirana severna nahajatiosledica razkosanja v glacialu in kot taka maeb
ohranila do danes. N&m nastanka izoliranih populacij igra vlogo pri
znotrajpopulacijski genski variabilnosti populackar posledino vpliva tudi na

varstvo vrste.

Vzoréenje Blagajevega véiha je potekalo na 21 lokacijah znotraj celotnegasak
vrste med letoma 2009 in 2010. Za potrebe raziskave nabrali nekaj svezih listov,
iz katerih smo v laboratoriju izolirali celokupnoNA. Prvi del raziskav je obsegal
filogeografsko analizo, v katero smo vkijli 95 rastlin iz 21 populacij s celotnega
areala vrste: iz Slovenije, Italije, Bosne in Heoene, Crne gore, Makedonije,
Gréije, Bolgarije in Romunije. Raziskava je temeljila analizi petih regij kloroplastne
DNA: &tirih medgenskih vmesnikorpl20—rps12,atpB-rbcl, trnL—F, psbA—trnHter
vmesnikatrnK—-matK skupaj z genonmatK Analiza je pokazala na prisotnost 9
substitucij (4 tranzicije in 5 transverzij), 8 mcifav poli-A/T regijah, 2 indela v
dolzini 1 bp, 1 indel v dinukleotidnem mikrosatel{fTA), 1 insercijo dolzine 13 bp, in
inverzijo dolzine 5 bp. Najbolj variabilno zaporedpredstavlja vmesniknK—matK

skupaj z genommatK, najmanj variabilno pa vmesnigl20—rps12.
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Ob zdruzitvi vseh petih odsekov kloroplastne DNA3%12 bp dolgo nukleotidno
zaporedije je program DNAsp vzorce razporedil vdiBrfeupoStevanju poli-A/T regij)
0z. 27 haplotipov. V programu Network smo izrisadiezo haplotipov, ki kaze na
obstoj treh klastrov: severnega klastra (SLO), Kijwtuje slovenske in italijanske
populacije, juznega klastra (J), ki viijuje populacije iz Makedonije(rne gore in
Stolca (BiH) ter osrednjega klastra (SR), ki vkljje ostale vzdene populacije.
Razdelitev na tri klastre potrjuje tudi analizaregramu SAMOVA. Tako haplotipna
lahko sklepamo, da je bil Blagajev vl v preteklosti na Balkanskem polotoku
sploSno razSirjen, njegovo prezivetje tekom lededib je bilo vezano na refugije
Balkanskega polotoka. Velike divergence posamezskiupin lahko pripiSemo
dolgotrajni izolaciji ter dodatno Se morebitnemuelpydu na vegetativni tia
razmnozevanja, do katerega lahko pride, ko vrstiole¢cenem habitatu ne dosega

svojega ekoloSkega optimuma.

V drugem delu raziskave smo s pafjeo dominantnin AFLP markerjev ocenili
genetsko strukturo 13 populacij ter genski preto&dmjimi. Rezultati kazejo na
razmeroma mino genetsko diferenciacijo vrstes= 0,4) in na odsotnost genskega
pretoka med oddaljenimi populacijami. S pagoeoprogramov STRUCTURE in BAPS
smo populacije razvrstili v skupine. Medtem ko pagd program STRUCTURE
razdelitev populacij na 2 skupini, je program BAR&rce razvrstil v kar 7 skupin.
Skupine glede na rezultate AFLP niso popolnomaaijské s klastri kloroplastne
DNA. Neusklajenost vzorcev, ki ju kaZzeta kloroptestDNA in AFLP, lahko
pripiSemo razlinim na&inom razmnoZevanja posameznih populacij ter ¢aehnu
nainu dedovanja kloroplastne in jedrne DNAajbolj opazna razlika se kaze pri
bolgarski populaciji, ki kaze glede na AFLP analiraga&ne frekvence alelov (visoko
privatno alelno bogastvo), medtem ko je glede naodkllastho DNA uvr&na v

osrednji klaster.

S pomajo molekularnih metod smo skusali opredeliti, alittv Blagajevega voéina
na konvencionalne podvrste odraza filogeografskakgiriranost vrste ali ne. Podvrste

zogoveii, ki naj bi uspevala na obréjo Prokletij, ne moremo komentirati, saj zanjo



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayans filogeografsko analizo. 10c
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

nismo uspeli pridobiti vzorcev rastlin. Karpatskadprste (subsperchenfeldian® ne
moremo potrditi ne na podlagi kloroplastne nitipwlagi jedrne DNA (AFLP). Prav
tako na podlagi genetskih rezultatov ne moremditrda bolgarski vzorci pripadajo
samostojni podvrsti (subsgellereri), ceprav jih programa BAPS in STRUCURE Ze

ob K = 3 I&ita na samostojno skupino.

Na podlagi obeh markerskih sistemov lahko za Bkagayokin predlagamo

identifikacijo treh evolucijsko pomembnih enot (ESW prvo (ESU1) sodijo severne
populacije (Slovenija, Italija), v drugo (ESU2) pbacije iz osrednjega Balkana, v
tretjo (ESU3) pa lahko uvrstimo populacije iz Makeije, Crne gore in jugovzhodne
Bosne in Hercegovine (Stolac). Bolgarsko populadijkaze glede na AFLP analizo
drugane frekvence alelov (visoko privatno alelno bogagxtwa predlagamo kot

lo¢eno upravljavsko enoto (MU).



FiSer Pénikar Z. Ocena varst. statusa Blag.coh (Daphne blagayans filogeografsko analizo. 104
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015.

6.2 SUMMARY

The aim of this work was to assess the conservatains of Blagay's daphngdphne
blagayana throughout its distribution range, using chloagil DNA (cpDNA) and
AFLP markers.

Daphne blagayan# a small decumbent bush from the family Thymataae. Due to
its rarity it is protected by national legislationalmost all countries within its range.
The present distribution @aphne blagayan#s fragmented and comprises the Balkan
Peninsula and the southern Romanian Carpathiansevs, the mechanism leading
to such fragmented distribution range is not welderstood. According to one
interpretation, Daphne blagayanahad a smaller distribution range during the
interglacial, after which it expanded north and thewest. According to another
interpretation, the fragmented areal is the rasuitagmentation during the glacial and
is still preserved today. The mechanisms leadingstdated populations play an
important role in within-population genetic struey which in turn is relevant to

species conservation.

Sampling of Daphne blagayanavas conducted at 21 locations across the entire
distribution range in 2009 and 2010. We collecteesli leaves from which we
extracted total DNA. The first part of researchsisted of a phylogeographic analysis.
We included 95 plants from 21 populations (Slovettaly, Bosnia and Herzegovina,
Montenegro, Macedonia, Greece, Bulgaria and Rorahie study was based on the
analysis of five cpDNA regions: four spacer regi¢md20-rps12 atpB-rbcl, trnL-F,
psbA-trnH and thetrnK—matK spacer with thenatK gene. The results revealed the
presence of 9 substitutions (4 transitions andstrersions), 8 mutations in poly-A/T
regions, 2 indels of 1 bp, one indel in a dinudmtmicrosatellite region (TA), 1
insertion of 13 bp, and 1 inversion of 5 bp. TheK—matK spacer with thenatk gene
proved to be the most variable region, while thergenic spacapl20-rps12was the
least variable.

By merging the five cpDNA regions into a 3512 bpdsequence the program DNAsp
allocated the samples into 27 or 13 haplotypesenidpg on whether poly-A/T
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regions were taken into account in the analysisodr The program Network produced
a haplotype network, which suggests the existerfcéhree clusters: the northern
cluster (SLO), including Slovenian and lItalian plapions, the southern cluster (J),
including populations from Macedonia, Montenegra &tolac (BiH), and the central
cluster (SR), including the remaining populatiofse division into three clusters was
also corroborated by the SAMOVA analysis. Both bagde and nucleotide diversity
were highest in the central cluster and loweshi northern cluster. Based on these
results we hypothesise th&aphne blagayanawas widespread in the Balkan
Peninsula in the past, and its survival duringgdlaeials was limited to refugial areas
within the Balkan Peninsula. The divergence of pajons can be attributed to
prolonged isolation and a possible transition tgetative propagation, which can

occur when the species does not reach its ecolagitianum in a given habitat.

In the second part of the study we assessed gestetature and gene flow between 13
selected populations using dominant AFLP markehe fiesults showed a relatively
strong structuring (& = 0.4) and absence of gene flow among distant lpgipos.
Using programs STRUCTURE and BAPS populations vgettedivided into 2 and 7
groups, respectively. The groupings proposed by I 8BTRJRE and BAPS are not
fully congruent with cpDNA clusters. This incongnoe might be attributed to
different reproduction strategies within populaiprand to different modes of
inheritance of chloroplast and nuclear DNA. The tmm®minent difference can be
observed in the Bulgarian population, which show#fiérent allele frequencies (high
private allelic richness) in the AFLP analysis, l@hbeing assigned to the central

cluster using cpDNA.

Using molecular methods, we tried to determine twaethe division of Blagay's
daphne into conventional subspecies reflects itdogleographic structure. We were
unable to comment the subspogovéi, which should thrive in the Prokletije
Mountains, due to the lack of plant material frdme firea. The Carpathian subspecies
(subsp.lerchenfeldiang can not be confirmed on the basis of chloroptasbuclear

DNA (AFLP). We also could not confirm the putatiseibsp.kellereri based on
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cpDNA, although BAPS and STRUCURE separated thamandistinct group when
K=3.

Based on both marker systems we can suggest thfickgion of three evolutionarily

significant units (ESU): the first (ESU1) consisté northern populations (from

Slovenia and ltaly), the second (ESU2) of poputatirom central Balkan Peninsula,
while the third potential ESU (ESU3) consists ofpplations from Macedonia,

Montenegro and south-eastern Bosnia and Herzego(ftelac). The Bulgarian

population, which shows different allele frequesc{ligh private allelic richness) in
the AFLP analysis, should be treated as a separa@t@gement unit (MU).
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PRILOGE

PRILOGA A — Matrika prisotnosti in odsotnosti AFMPhov za kombinacijo B14.

APPENDIX A — Datamatrix of presence or absence IBER peaks for the

combination B14.
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PRILOGA B — Matrika prisotnosti in odsotnosti AFhMPhovB za kombinacijo G13.
APPENDIX B — Datamatrix of presence or absence A peaks for the combination

G13.
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PRILOGA C — Matrika prisotnosti in odsotnosti AFiFhov za kombinacijo G14

APPENDIX C — Datamatrix of presence or absenceFfApeaks for the

combination G14.
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PRILOGA D - Zdruzeno nukleotidno zaporedje za 2fdgplastnih haplotipov.
APPENDIX D — Combined nucleotide sequence for 2éroiplast haplotypes.

Hap_1
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGTGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_2
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCOGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATAATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA__ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_3

ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA



CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_4
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA _TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTITATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAAA __ GGAAAG GGTCA
TTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAG TTCT
TATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_5
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAAA __ GGAAAG GGTCA
TTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAG TTCT
TATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_6
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCOGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTITTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTT_CTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTTTCCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC



TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTCATTTACCTAAGTTTTITTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAAAAAAAAAAAAAAAAA_GGAAAG GGTC
ATTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAA GTTC
TTATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_7
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCOGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTITTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTT_CTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTTTCCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTCATTTACCTAAGTTTTITTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAAAAAAAAAAAAAAAA _GGAAAG GGTCA
TTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAG TTCT
TATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_8
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTTTAGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGT TAT
TCTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGITAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAA AG
TTCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAG ATA
CCTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCG GAGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAA A
TCTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGSTTAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATA A
TGACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTT CTTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATAQCTCT
TATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTATTCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTT CAA
AGCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATACTGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAA T
AAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATA
AAAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAA AAAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTITTTCT GA
AAAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGA ATCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAAT CT
TTTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCG T
CGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAALRCCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCT
CATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATA
AAGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAA AAAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAG
TGTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAA TTTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGT
TAGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCTCCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTT
CTACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA__ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_9

ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAAATATCTGTTATTGTGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAA__GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTGAA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA



AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA _ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_10
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCA GTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAA__ GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTGAA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGT/GT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA _ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_11
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA _ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_12
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAG@TAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAOGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT



TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_13
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCOGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATAAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_14
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATAAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_15
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTTCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A



AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTT_TTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA _ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_16
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTTCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_ATAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGT TATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCA GTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTT_TTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA _ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_17
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCA GTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGT/GT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAA GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_18
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T



GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_19
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTARAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTTTAGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGT TAT
TCTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGITAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAA AG
TTCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA _TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAG ATA
CCTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCG GAGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAA A
TCTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGSTTAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATA A
TGACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTT CTTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATAQCTCT
TATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTATTCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTT CAA
AGCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAA T
AAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATA
AAAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAA AAAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCT GA
AAAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGA ATCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAAT CT
TTTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCG T
CGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAALCCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCT
CATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATA
AAGAGAACATCTTTTTTTTTTTCCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAA AAAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGRAG
TGTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAA TTTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGT
TAGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCOCCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTT
CTACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAAA __ GGAAAG GGTCA
TTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAG TTCT
TATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_20
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_ATAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGE TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAAAGACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_21
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTTTAGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGT TAT
TCTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGITAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAA AG



TTCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAG ATA
CCTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCG GAGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAA A
TCTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGSTTAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATA A
TGACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTT CTTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATAQCTCT
TATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTATTCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTT CAA
AGCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAA T
AAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATA
AAAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAA AAAAAAAAAGACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTITITTTICT GA
AAAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGA ATCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAAT CT
TTTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCG T
CGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAALCCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCT
CATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATA
AAGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAA AAAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAG
TGTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAA TTTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGT
TAGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCOCCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTT
CTACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA__ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_22
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTTTAGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGT TAT
TCTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGITAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAA AG
TTCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAG ATA
CCTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCG GAGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAA A
TCTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGSTTAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATA A
TGACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTT CTTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATAQCTCT
TATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTATTCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAA
AGCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAA T
AAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATA
AAAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAA AAAAAAAAAGACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTITTTICT GA
AAAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGA ATCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAAT CT
TTTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCG T
CGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAALCCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCT
CATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATA
AAGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAA AAAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAG
TGTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAA TTTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGT
TAGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCOCCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTT
CTACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_23
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_ATAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTITATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTT_CTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTTTCCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTCATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAAAAAAGGAAAG GGTC
ATTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAA GTTC
TTATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_24
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC



AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTCTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAA__GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTGAA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTT_CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTAGCTTTCGACAATGATCCAATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA__ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTT CTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_25
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA _TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGA TAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTTTCTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTTTTTTTTTTTGAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTT__CCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACAGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGT GTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTTTGAGCGTT TGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAA AC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATACGCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAATTTGGTA TT
GCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTTATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAA __ GGAAAGG GTCATT
TTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATA_ATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAGTTCTTA
TTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_26
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT
AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_ATAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGA TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTTTGATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTAT TCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCOGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTITTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTT_CTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTTTCCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAST
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACRAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATACGCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCMTCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTCATTTACCTAAGTTTTITTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAAAA __GGAAAG GGTCA
TTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAG TTCT
TATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCGAA

Hap_27
ACTCATTCTTTCTTTCGGTTATTCTTTTTCCCTTTACTAGTCTATTAATAACAAAACGGATTCTTCCAATGTATAAAATAAAAATTCCAATGGCTTTTGCTA CTAT



AACCGTCCCGACCACGAGTTTTTGCCTTTTTTAGGCATTTTATTTTGCCTAAAATAAGAACTTAAATATTAGGTATAAAAAAAGCATAATCACTAAAAGAG TA
GTAAATAGAAATGGCTAACTAGTGGGTTCCATCGTCTCTATGGTTACTTCTAAACGGTGAGGTCCTCTCTATACACCGGAGCTCCTTACTTCATTTAATCATG
AATGCTATGGGTAACTTGTACAATTCACACTTTTTGGCTCTACCCCCCATGCCAATAATAGATCTTTCACAATCAGAGACCTATCTTATACAGTAACGGTATTC
AATTATGAAAATGAGTTGGGTAGCTGACCCTCTTAGTCCGTTCTTGGAAGATAATTTTTTCCCTTTTCAAATAGGATTTTAACCGCTTAATGGATAAGCATTTG
CTACCAATGGATACTTTTTTTTCATTGATACAGTTAAAAAAAAAGCTTTTA ATAGATTATTTTTTTT_AGAAGCTATCGTTCATCCAGCCAATTAAGTAAGTTATT
CTTTACCCTCCTTCAATAGTGAGTTAAAGCAGGCAACCATAGTACTTATGTTAAGTTAACAAATGAATAAGATAAAGATAAGTTAAAGTTAGTTCCTTAAAA GT
TCAACTTCGCTGGGTAAAAGTTTTATAGTTGACCTACTTATTTTTATAACTTTTTCAGAAAGTAAACAGATAGAAA_TATCTGTTATTGCGGGTAGAATAGATAC
CTTAAGCTTGAACTTGAGATAAATGCTAAAAGATAAATATAGAGTAATCGG AGAAAAAGTATAAACGTAAAATTAAAATCGTATAGTTACATTATATAAAAA T
CTAGGCCGGATAAGGGGGGAGAAAAATAGATATGGGGAAAAAGGTACCTGG TAAGCCGTATAAAAGTGTATGTATATCCTAAATGTATATGTTGTATATAA T
GACAGTTCTCACTTAAAGAATAAATATCAAGATAATTTATTTGTTTTTTTC TTCCCTAATCTTTTTTTTT_GATGTTCCTAACCCAACGCGATATGTATACTTCTT
ATATGTTATTACGACATAAACCACTTAGTTTATGGTACCGGATTAGATTATTCCTTGGTAAGCCTAATCAACTATTAAAAAACTTTCTAAGGACACTTTTTCAAA
GCAATTGAGGATTAAATATAGCTCATCTGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCAGTTTTACGAAAATAAATAAGGGTTCGGGTTCGTAAAGAAAGAATTTAAAT A
AAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGGGTTTGACTACCGTTAGTAAAGGAATCCTTCTATCGAAACTACAGAAAGGATAA
AAGATAAACCTATACACATACCTAAAGGTAATAAAAAACTATCTCAAAAAA AAAAAAA_GACGACCCAAACCCGTATTTATATATTTTTTATTTTTTTTCTG AA
AAATATAAAGAATTGTTGTGAATTCGTATTGATTCCAAATTGAAGAAGGAA TCAAATACAACATTCATTAATAAAATAATTTACCCCATAGTTTGATAAATC TT
TTGAACAACTGGTTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATATAAATGCTGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGT C
GACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACCCCCAAAACCGTTGACGCCCTACCTGTTTTTTT_CTTTTTCTAATGGGGTAAATATCTTCTC
ATGAGTGGATTTTTTATTTTTTTT_GAGTCCTAACTATTCTATATAGTTATTCCCTATTTCTTAGGGATTAAGCATGAATGTGTAAAAGAAGCAGTATATTGATAA
AGAGAACATCTTTTTTTTTTTCCAAAATCAAAAGAGCGATTAGGTTGAAAA AAAACGGCAGGATTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTTTCCCTACGAGTAGT
GTCTTATTTACAAGGGAAAGAAGTAGCAAAATCTCATAATTTAAAATCAAT TTATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTCTGTGTT
AGATGTAGTAATACCCCACCCCATCCATCTTGAAATCTTGGTTCAAGCCCTCGCTACTGGTTAAAAGATGCCTCTTTTTTGCATTTATTACGGCTTCTTTTTTC
TACGAGTATTTAAATTTGAAGAGTCTTAGTACTTCACAGAAATGCATTTCTATTTTGAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATATATGTGAATGC
AAATTCATTTTCCTTTTTCTCCGTAATCAGTCCTATCATTTACGATCAATATCTTATGTAATCTTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGAAAAAATCAAACAT CTTG
TAGAAGTCTCTTCGAATGATTTTCTCCCTCCCCAAACCGTGCTTGCATTTTCATTGCACACGGCTTTCTCTATGTATACATCTAAAATGCTCTTTCTTCCTAAA
CAAAACAGGACTCTAAAAAAGTTGTTAATTGAATACTCAGTGGATCACCCCTTACTTACTTGTAATTATATTCTTACTGCATGAACATTTAATAATTAATAA AA
AGAATGAATTCTTCTACTATCTCTTAATCATAAATTTTTTTTT_GAGCGTTTGATAAAAAATTCTCACTCATGATTGACCAAAGCGTTGATAGAAAAAATAT CCA
AATACCAAACCCGCCCCCGATATAACTTTCGAAAAGTAGAAGAAGTTTTTGGTAAGATCAAAGAAAGAAATTGTTCTTCTTCCGTAAGGAATTCTTCAAAAA A
CCCCGAACCTAATCTCTTCGAAAAAAGACGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAGCCAAAGTTTTAAGACAAGAAAGCCGAAGTATGTATTTTACTCGATACAAAC
TCTTTTTTTTTGAGGATCCACTGTAATAATGAGAAAAATTTCTGCATATAC GCACAAATCGGTCGATAATATCCGAATCTGGCAAATCAACCCAGGTTGGCTA
CTAATGGGATGTCCTGATGCGTTACAAAAATTCGCTTTCGACAATGATCCATCATAGCAATTTTTTGAAAGGAAAAATAAAGGGGCAATACCAAGTTGGTA T
TGCCCCTTTATTTTATTTTTAATAGTCTTTCTTTCATTTACCTAAGTTTTTTTCTTTATCTTCACTTTACCTTATCATAACAAAAAAAAAAAAA__ GGAAAG GGTCA
TTTTAATGGGTTTGGTTTAGTATCATACCTTTGTTTTGTACTCATATATAAATATATATATATTTCTATAAATGGATCAGTCCTTACCAATCTTTTGTGAAG TTCT
TATTTTACTGTTTTCAATTTAAATCAAAGCG



