Materialien

2. Materialien

2.1. Benutzte Geréate

Geréat Typ Hersteller
Autoklav 300 EP-Z H+P Labortechnik (Oberschlei3heim)
Brutschranke Heraeus (Osterode)
Elektroporator Electroporator 11 Invitrogen (Leeds, GB)
Feinwaagen Sartorius (Gottingn)
Analysenwaagen Analytic Sartorius (Gottingen)

Fermenter (101) Meredos

French Press SLM Instruments (Urbana, USA)
BioCAD- Workstation PerSeptive Biosystems (Freiburg)
BIA-Workstation BlAcore X BlAcore (Uppsala, Schweden)
Kuhlfalle Unicryo MC 4L Uniequip (Martinsried)
Magnetrthrer IKA Labrotechnik (Staufen)
Photometer GeneQuant Pharmacia (Freiburg)

Photometer UV-120-02 Shimadzu

Photometer Spectronic 3000 Array  Milton Roy

Schittelinkubatoren G25 Incubator Shaker New Brunswick Scientific (USA)
Sequenzgel - A pparatur BioMax STS 45 Kodak

Spannungsguelle ECPS 3000/150 Pharmacia (Freiburg)
Spannungsquelle EPS 600 Pharmacia (Freiburg)
Spannungsquelle EPS 3500 Pharmacia (Freiburg)
Sterilfiltriersystem Millipore (Eschborn)
Szintillationszéhler 1209 Rackbeta LKB Wallac (Finnland)

Thermozykler
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge
Ultrazentrifuge
UV-Trans [ luminator
Vortex
Vakuumpumpe

Trio Thermoblock
5415

Biofuge 13
Contifuge 17RS
RC5B

Rcb5C

18-50M7E

N 90

Vortex Genie 2
Vacuumbrand

Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Osterode)

Heraeus (Osterode)

DuPont (Bad Homburg)
DuPont (Bad Homburg)
Beckmann (Palo Alto, USA)
Konrad Bender (Wiesloch)
Bender&Hohbein AG (Zirich)
Brand (Wertheim)
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2.2. Bakterieng&mme und Plasmide
Stdmme und relevanter Genotyp Quédle
Plasmide
X11-Blue recAl hsdR17 (rK” mK")

[F proAB lacl9ZDM15 Tn10] Bullock et al., 1987
DH5a deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(r, m.), recA,

relAl, supE44, thi-1, D(lacZY A-argFV 169),

f 80lacZDM 15, F BRL (Bethesda, USA)
C600 lacY 1, leuB6, mcrB*, supE44, thi-1, thr-1,

tonA21, F Huynh et al., 1985
JB3034 DrcsA26 1on-100 cpsB10::lac(imml ) recA Brill et al., 1988
BL21 E. coli B F dcmompT hsdS(rg. ms.) gal Stratagene
DH2 C600 + fd Gen2 Geider und Baldes, 1988
DC283 P. stewartii Wildtyp, Nal' Coplinet al., 1986
pMalc2 Ap', Expressionsvector New England Biolabs
pQE30 Ap', Expressionsvector Qiagen
pBluescript KS™ Ap', Klonierungsvektor Stratagene

pfdA8

pEA131

PEA101

pM-RCSAga
pM-RcsAps
pM-RCSAgc
pQ-RcsBec

pQ' RCSBEA

K, fd ori, Klonierungsvektor

8.9 kb BamHI Fragment mit dem ams-
Promotor in pBluescript |1 KS', amsG-|

Cm, 3.6 kb HindlI 11 Fragment mit rcsAga
in pSUP106

rcsAea in pMalc2, Ap

rcsAesin pMalc2, Ap'

rcsAec in pMalc2, Ap'

rcsBec in pQE30, Ap'

rcsBea in pQE30, Ap'

Geider et al ., 1985

Bugert und Geider,1995

Bernhard et al. 1990

Keimet al., 1997
Wehland et al., 1999
Keimet al., 1997
Keimet al., 1997

Kdmet al., 1997
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2.3.  Medien, Puffer und L ésungen

L ésungen fur den b-Galactosidase -Assay

Z-Puffer

60 mM Na,HPO42H,0 (10,7 g/l), 40 mM NaH,PO,H,0 (5,5
g/l), 10 mM KCI (0,75 g/l), 1 mM MgSO,7H20 (0,25 g/l),
autoklaviert, pH 7,0

ONPG-Stamml6sung

4 mg/ml ONPG in Z-Puffer, Aufbewahrung bel -20 °C

Chloroform

0,1% SDS

191 SDSinH,0

ONPG-Stoplosung

1 M Na,CO;, sterilfiltriert

L ésungen fur die SDS-PAGE nach Laemmli

Trenngel-Puffer 0,4 M Tris*HCI; pH 8,8; 0,1 Gew.-% SDS

Sammelgdl-Puffer 125 mM Tris*HCI; pH 6,8 ; 0,1 Gew.-% SDS

Elektrophorese-Laufpuffer | 25 mM TrissHCI; pH 8,3; 250 mM Glycin; 0,1 Gew.-% SDS

APS-Stamml 6sung 10 Gew.-% APSin H,0O, Lagerung bei 4 °C

TEMED

10 x SDS-Probenpuffer 0,5M Tris*HCI; pH 6,8; 20 Gew.-% SDS; 1% 2-Mercapto-
ethanol, 10 Vol .-% Glycerin, 1 Gew.-% Bromphenolblau

Coomassie-Féarbel 6sung 0,2 g Coomassie Brilliant Blue G250, 25 ml techn. Ethanal,

17 m Perchlorsaure, 400 ml H,O

L ésungen fur die Agar ose-Gelelektr ophor ese von DNA

10x TBE

0,89 M Tris;, 0,89 M Borsaure; 10 mM EDTA

DNA-Probenpuffer

0,1 Gew.-% Bromphenolblau; 0,1 Gew.-% Xylencyanal;
50 Val.-% Glycerinin H,0O

Ethidiumbromid-Stamm-
|6sung

10 mg/ml Ethidiumbromid in TBE, Lagerung bei 4 °C

L 6sungen fur Protein-DNA-Bindungsassays

10x Bindungspuffer

0,5M TrissHCI; pH 7,5; 1 M NaCl; 0,1 M DTT, 1 mM EDTA

Probenpuffer (nativ)

1x Bindungspuffer mit 20 Gew.-% Saccharose und 100 pg/ml
Bromphenol blau

natives PA-gel, 5%

83,3 mL 30% Acrylamid-Bisacrylamid-Stammldsung, 50 ml
10xTBE, mit H,O ad 500 ml, entgasen, bei 4 °C aufbewahren

Ret-Mix (fur 100 Anséize)

200 pl I -DNA; 200pl 10x Bindungspuffer; 200 pl 10 mg/ml
BSA
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L 6sungen fur die analytische Plasmid-DNA-Isolierung

LOosung 1 50 mM TrisHCl; pH 8,0; 10 mM EDTA
Ldsung 2 0,2 M NaOH; 1 Gew.-% SDS
Ldsung 3 3M KOACc*ACcOH, pH 4,8; 4°C

Chloroform/lsoamylalkohol
24:1

4V ol.-% Isoamylakohol in Chloroform

Ethanol

L ésungen fur die prapar ative Plasmid-DNA-Isolierung

LOosung 1 50 mM Tris*HCl; pH 8,0; 10 mM EDTA
Ldsung 2 0,2 M NaOH; 1 Gew.-% SDS
Ldsung 3 3M KOACc*ACcOH, pH 4,8; 4°C

QBT (Aquilibrierungs-)
Puffer

50 mM MOPS; pH 7,0; 0,75 M NaCl, 15 Voal.-% Ethanal, 0,15
Gew.-% Triton X-100

QC (Wasch) Puffer

50 mM MOPS; pH 7,0; 1M NaCl; 15 Val.-% Ethanol

QF (Elutions-) Puffer

50 mM TrissHCI; pH 8,5; 1,25 M NaCl, 15 Vol.-% Ethanol

L ésungen fir den Souther n-Blot

Nicking-Losung

0,25 M HCI

Denaturierungs-L6sung

0,5M NaOH; 1,5M NaCl

Neutralisierungs-Losung

IM TrissHCI; pH 7,4; 1,5 M NaCl

20x SSC

3M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0

Hybridiserungs-Lésung

5x SSC; 0,1 Gew.-% N-Laurylsarcosin, Na-Salz; 0,02 Gew.-%
SDS, 1 Gew.-% Milchpulver

Waschlésung 1

2x SSC; 0,1 Gew.-% SDS

Waschlésung 2 0,1x SSC; 0,1 Gew.-% SDS

Detektionspuffer 1 100 mM Tris*HCI; pH 7,5; 150 mM NaCl

Detektionspuffer 2 0,5 Gew.-% Milchpulver in Detektionspuffer 1

Detektionspuffer 3 100 mM TriseHCI; pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,
Detektionspuffer 4 10 mM TrissHCI; pH 8,0; 1 mM EDTA

Férbel 6sung 45 pl NBT-Losung (75mg/ml in 70 % DMF); 35 ul 5-Brom-4-

Chlor-3-Indolyl-Phosphat (50 mg/ml
Detektionspuffer 3

in DMF) in 10 ml

L ésungen fur die SPR

HBS

10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005%
v/v Surfactant P20

1M NaCl

63,5gNaCl in11 H,O

Bindungspuffer

50 mM Tris*HCI; pH 7,5; 0,1 M NaCl; 10 mM DTT, 0,1 mM
EDTA

Regenerations 6sung

0,05% SDSin HBS

Eluent-Puffer (Me-Chelat)

0,01 M HEPES; 0,15 M NaCl; 50 uM EDTA; pH 7,4

Nickel-Puffer

500 uM NiCl, in Eluent-Puffer

Stripping-Puffer

10 mM HEPES, 0,15 M NaCl, 0,35 M EDTA, pH 8,3
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L ésungen fur die DNA-Markierung durch Fill-in

dATP-Stammlsung keine ndhere Angabe
dCTP-Stamml6sung keine néhere Angabe
dGTP-StammlGsung keine néhere Angabe
dTTP-StammlGsung keine néhere Angabe
a-[*P]-dATP-Stammlésung | 40 MBq in 100 pl, 3000 Ci/mmol spezifische Aktivitét
Reaktionspuffer keine néhere Angabe

Klenow-Enzym

1 unit /ul in 50 mM K-Phosphat pH 6,5, 10mM 2-Mercapto-
ethanol, 50% Glycerin.

L 6sungen fir die Reinigung radioaktiv markierter DNA-Fragmente

Puffer PN enthdlt chaotrope Salze
Puffer PE (Konzentrat) wird mit Ethanol rekonstituiert
Puffer EB 10 mM Tris*HCI, pH 8,5

L ésungen fur die DNA-Extraktion aus Agar ose-Gelen

Losung Al enthat NaClO,; TBE-Solubilisierer und NaCl

Losung A2 wird mit Ethanol rekongtituiert, enthélt NaCl, EDTA und
TrissHCI

JETSORB Suspension Glasmilch-Suspension mit einer Bindungskapazitét von 7,5 ug

DNA /10 pl Suspension

L ésungen zur Isolation bakterieller chromosomaler DNA

TE 20/1 20 mM Tris*HCI pH 7,5, ImM EDTA
Lysozym:Stammldsung 5 mg/ml Lysozym
10 % SDS 10 g SDSin 100 ml H,O

Phenol mit TE geséttigt

Chloroform /
|soamylalkohol

4V ol.-% Isoamylakohol in Chloroform

5M NaCl

317,5gNaClinl1| H)O

L 6sungen zur EPS-Extraktion und zum Anthron-T est

Suspensiond ésung

0,7 % NaCl in deionisiertem Wasser

Anthron-Reagenz

200 mg Anthron in 100 ml konz. H,SO,4

Glucose-Stammldsung

10 mg/ml Glucose in deionisiertem Wasser
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L ésungen fur die Polymer ase K ettenreakton (PCR)

10 x ThermoPol-Puffer

100 mM KCI; 20 mM TrissHCI pH 8,8; 100 mM (NHy4),SOq;
2mM MgSOy; 1 % Triton X-100

Formamid-Stamml6sung 100 % Formamid

MgSO,4-Stammldsung 100 mM MgSO,

Nukleotid-Mix je25mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP

Vent-Polymerase 1.000 unitsin 100 mM KCl; 10 mM Tris*HCI pH 7,4; 1 mM

DTT; 0,1 mM EDTA; 0,1 % Triton X-100; 50 % Glycerin

L ésungen fur die DNA-Sequenzierung

5x Reaktionspuffer

200 mM Tris*HCI, pH 7,5; 100 mM MgCl,, 250 mM NaCl

T7-Sequenase-Aufbewah
rungsuffer

20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,4; 1 mM DTT; 0,1 mM
EDTA; 50 % Glycerin

Enzym Verdinnugspuffer

10 mM TrissHCl, pH 7,5; 5mM DTT

Labeling-Mix

75UM dGTP, 7,4 UM dCTP, 7,5 uM dTTP

Terminations-Mix

ale vier Losungen enthaten je 80 uM dATP, 80 uM dCTP,
80 uM dGTP, 80 puM dTTP und 50 mM NaCl. Zusétzlich
enthdlt der ,A“-Mix 8 uM ddATP, der ,C*-Mix 8 uM ddCTP,
der ,G*-Mix 8 UM ddGTP und der , T“-Mix 8 um ddTTP

Stop-L6sung

95 % Formamid; 20 mM EDTA; 0,05 % Bromphenolblau;
0,05 % Xylencyanol

L 6sungen fir diein-vitro-Protein-Phosphorylierung

10x Phoshorylierungspuffer

500 mM Tris*HCI pH 7,0; 200 mM MgCl,; 1 mM DTT;
200 mM Acetyl phosphat

L 6sungen fur die DNA-Elution aus Polyacrylamidgelen

Elutionspuffer

| 50 mM TrissHCI pH 7,4; 0,5 M Natriumacetat

L ésungen fur die Diogoxigenin-Markierung einzelstrangiger Oligonukleotid-Sonden

5 x Reaktionspuffer

1 M Kaliumkakodylat; 125 mM TrissHCI pH 6,6; 1,25 mg/ml
BSA

CoCl »-L6sung

25 mM CoCl,

DIG ddUTP-Stamml6sung

100 mM DIG ddUTP

Terminale Transferase

25 Einheiten/pl in 200 mM Kaliumkakodylat; 200 mM KCI;
1 mM EDTA; 4 mM 2-Mercaptoethanol; 50 Vol.-% Glycerin;
pH 6,5
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L 6sungen fir DNA-Restriktionsver daue

10 x NEBuffer 1 100 mM Bis Tris PropaneHCI, pH 7,0; 100 mM MgCl;
10mM DTT

10 x NEBuffer 2 500 mM NaCl; 100 mM TriseHCI , pH 7,9; 100 mM MgCl;
10mM DTT

10 x NEBuffer 3 1 M NaCl; 500 mM Tris*HCI, pH 7,9; 100 mM MgCl,;
10mM DTT

10 x NEBuffer 4 500 mM NaOAc; 200 mM TrissAcetat, pH 7,9;
100 mM MgCl,; 10 mM DTT

10 x EcoRlI-Puffer 500 mM NaCl; 1 M Tris*HCl, pH 7,5; 100 mM MgCl2;
0,025 % Trition X-100

10 x BamHI-Puffer 1,5 mM NaCl; 100 mM TrissHCI, pH 7,9; 100 mM MgCl,;
10 mM DTT

100 x BSA-Stamml6sung 10 mg/ml BSA
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2.4. Primer fur die PCR bzw. zur Rekonstitution von Promotor fragmenten
Primer Sequenz Restriktionsstelle
Pwzags-up CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACC  BamHI
Pwzasgs-low  CGGAATTCATCAATTTCATTTTGGATTTCATCATTG  EcoRl
Pwzaz-up CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACC  BamHI
Pwzas,-low  CGGAATTCGGTAATTGGCTATTTTTAAG EcoRI
Pwzass-up CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACC  BamHI
Pwzags-low AAGAATTATATTAAGTGTCATTC
Pwzaug-up CGGAATTCACCATATTGAATGACACTTAATA EcoRI
Pwzag-low  GGTAATTGGCTATTTTTAAG
Pwzay-up CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACC  BamHI
Pwzag-low  GTGTCATTCAATATGGTTTTTAGGAGTT
Pwzags-up CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACC  BamHI
Pwzag-low  TCATTCAATATGGTTTTTAGGAGTTTCTTTAGG
Pwza;-up  AACTCCTAAAAACCATATTGAATG
Pwzay-low  TGTCATTCAATATGGTTTTTAGGAGTT
Pwzaz,
(Ga2)-Up CGGGATCCGTCAACCGAAAGAAACTCCTAAAA BamHI
ID‘Nza72
(C110T-108Ca06)-Uup CGGGATCCGTCAACCTACATACACTCCTAAAA  BamHI
Pwzaz, (Gap)-up CGGGATCCGTCAACCTAAGGAAACTCCTAAAA BamHI
ID‘Nza72
(G.100A-108)-Up CGGGATCCGTCAACCTAAGAAAACTCCTAAAA BanmHI
Pwzaz,
(CesC.o6)-Up CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTACAC BanmHI
Pwzazy(G.112C. 100
T.106C.1207)-Up CGGGATCCGTCAACCGAACTCAACTCCTAAAA  BanmHI
Pwzay, CGGGATCCGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAA
(G.91C.o0)-Up ACCAGC BamHI
Pwzay, (C.70G.e0 CGGAATTCGGTAATTGGCTATTTTTAAGAATCC
GggAe7)-low GATT EcoRl
Puwwsi-up CGCTGCAGAGATCTGTCAACCTAAAGAAACTCCTA

AAA Pstl, Bglll
Puwze-Up GCAGATCTGTCAACCGAACTCAACTCCTAAAAACC

ATATTGAATG Balll
Pywo-up GCAGATCTACCATATTGAATGACACTTAATAT Balll
Pudek-low  GCCTGCAGCTTTAAAGGTCAGTTCGTTCAACT Pstl

PtviA-up

TTGTAACAGATTATTTCAAATACGATTAGGAATATTC
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Primer Sequenz Restriktionsstelle

PtviA-low TGCTAAGCCATTCCTCAAAATAAGAATATTCCTA
Pgalf-up GCTGAATAACCTGAACGAAAATAAGATTATTCTCA
Pgalf-low CCCCCTTTTACCAACAGTCAGAAGTGAGAATAAT
PrcsAecor-up CGGAATTCCATGTTATCCTAAGGATTATCCGAAAA
AT EcoRl
PrcsAecor-low CATGGCATACCCTCACTCAATGCG
PrcsAecs-up CATGTTATCCTAAGGATTATCCGAAAAAT
PrcsAecss-low GTATTATTTTTCGGATAATCCTTAGGATA
PrcsAecy-up CGGAATTCCATGTTATCCTAATTCTTATCCGAAAAA
TAATAC EcoRI
PrcsAecy-low CATGGCATACCCTCACTCAATGCG
PrcsAceup  TCATTTGAAGTAAGGAAATTCTG
PrcsAce-low  TACTTTCAGAATTTCCTTACTTC
PrcsAea-up TGGCTAAATTTAAGAATAGTCCTATC
PrcsAen-low  CAATGATAGGACTATTCTTAAATTT
PrcsAgr-up CCTGTTTTACTAAGGTTTATCCG
PrcsAgr-low TATTTTCGGATAAACCTTAGTAAAACAGG
PrcsAwr-up  CGGGATTCGCCATTAATATAATTCCGTAACGTTTAT

CATG BamH|I
PrcsAnr-low  CGAAGCTTTTAGCGCATGTTGACAAAAATACCATT

AGTC Hindll
PrcsAusup  CCGAATTCTTATCCGAAAAATAATACCTACGAAC EcoRI
PrcsAvs-low  CCGAATTCGGATAACATGATAAACGTTACGGA EcoRI

Pfha-up AGGGTTTGATGGTTTGACTAAGAAATTTCCTACA

Pfha-low ATATTTATACAAGACTTGTAGGAAATTTCTTAGT

PovgAs-up GGGTGCCAGCGCAGGAATTCAGACTTTTCCTAT
PovgAge-low  CAGTATCCTATACCAAAATAGGAAAAGTCTGAA

PovgAsa-up  GGGCGCCAGCGCGGGAATTCAGAATTTTCCTAT
PovgAga-low CGGTATCCTACGCCAAAATAGGAAAATTCTGAA

PamsGig-up CGGAATTCCTTGCAAAGCTATTTTCATGC EcoRI
PamsG,g-low GCGGATCCCACCTACCCCTCGTTTTAGC BamH|I
PamsGy-up TATATTGAGAATAATCTTAATTTTGAGT

PamsGy-low TTTTACTCAAAATTAAGATTATTCTCAATATA

PamsGy-up TATATTGAGAATAATCTTAATTT

PamsGy-low AAATTAAGATTATTCTC

PamsGys (As

CoT4GsCg)-up ACTTGTGCGAATAATCTTAATTT

PamsG,3(A; AAATTAAGATTATTCGC
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Sequenz

Restriktionsstelle

CoT4GsCo)-low  AAATTAAGATTATTCGC

PamsG,3 (Gx

G21CrA)-up TATATTGAGAATAATCTTAGGCA

PamsG,3 (Gx

GxCrAz)-low  TGCCTAAGATTATTCTC

PamsG,3
(Gag)-Up
PamsG,3
(Gug)-low
PamsG,3
(A17Gag)-Up
PamsG,3

TATATTGAGAATAATCTGAATTT

AAATTAACATTATTCTC

TATATTGAGAATAATCAGAATTT

(A17Gig)-low  AAATTCTGATTATTCTC

PamsG,;

(Konsensus)-up  ACTTGTGCGAATAATCTGAGGCA

PamsG,;

(Konsensus)-low TGCCTCAGATTATTCGC

PcpsA-up
PcpsA-low
PcpsA
(Go)-up
PcpsA
(Gg)-low
RcsAps-Up
RcsApslow
PwcaA-up
PwcaA-low
PmanB-up
PmanB-low
PwcaK-up
PwcaK-low
PamsH-up
PamsH-low
PamsB-up
PamsB-low
PamsD-up
PamsD-low
PamsF-up

AACATGGAATAAATCTGATTTTTCTCTT
AAGAGAAAAATCAGATTTATTCC

CAACATGGGATAAATCTGATTTTT

TTAAAAATCAGATTTATCCCATGTTG
GGGGATCCATGCCAACGATTATTATGGATTCC
GGAAGCTTCTATCTTACGTTCACGTAAATACCAG
CGGAATTCTAACGACGCCTGCATTCGCACCGC
CGGAATTCCATAGGTTGTTCTCCCGGGCTTATG
CGGAATTCTAAACGTCGCATCAGGCAATG
CGGAATTCCATATCGTTACCCTTTTTCAGGC
CGGAATTCTGAGTTGCTGTTTTCGGTTCCGAC
CGGAATTCCATTTTTTCCTCATAAATTTGATG
CGGAATTCAACGAGGGAGCGAAGGATAGTG
CGGAATTCTCTGGTTCATCGTCATCGGTAATTTG
CGGAATTCCTAGCTGCCGTGCGGAACCTTTTG
CGGAATTCTATGCAGGTATGACAACCGAAAAG
CGGAATTCTTAGCTGACTGGATAAAAGGTCGTG
CGGAATTCCATCAATAAGGATTAACAACTTGTAC
CGGAATTCACAAGAATCATTATTCTACATATGAAC
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Hindlll
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
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EcoRl
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Primer Sequenz Restriktionsstelle
PamsF-low  CGGAATTCAGCGCCGCTGTTGCCACGATAG EcoRl
PamsJ-up CGGAATTCCTGATGACTGGCGGGATCATTCCC EcoRl
PamsJ-low  CGGAATTCCCGCATGTGTGATTGCCAACTCCA EcoRl
RcsBi-up CGGTCGACCATCCTATTGTTCTGTTCGGCA Sall
RcsBy-low  CGGTCGACGGCAATAATGACATTCAGATTA Sall
RcsBy-up  CGCACTAGTTCTGTTCGGCATTCGTAAGTCACTCG  Spel
RcsBy-low CGCACTAGTGGATGGGCGTCGGCAATAATGACAT
TCAGATTATTC Spel
RcsBse-up  GCACCGGTCTTTCGATGCCTGGCGAAAAATACGG Agel
RcsBge-low  GCACCGGTGACCAGCACGTTAGCATCGAGTTTGG Agel
SelA-up GCAAGCTTAAATTAAGATTATTCTCAANNNNACG
GCCAGTGAGCGCGCGTAATACG HindllI
SelB-up CGAAGCTTAAATTAAGATTATTCNNNNTATAACG
GCCAGTGAGCGCGCGTAATACG HindllI
SelC-up GCAAGCTTAAATTAAGATTANNNTCAATATAACG
GCCAGTGAGCGCGCGTAATACG HindllI
SelD-up CGCTGCAGCGGTATATTGAGAANNNNCTTAATTT
GGCGAGTTACAGTATCCCCCATGTTG Pstl
SelE-up CGCTGCAGCGGTATATTGAGAATAATNNNNATTTG
GCGAGTTACATGATCCCCCATGTTG Pstl
SelF-up CGCTGCAGCGGTATATTGAGAATAATCTTANNNNG
GCGAGTTACATGATCCCCCATGTTG Pstl
SelABC-up CCGAATTCCTGCAGCCCGGG EcoRl
SelABC-low  GCAAGCTTAAATTAAGATTA HindllI
SelDEF-up CGCTGCAGCGGTATATTGAGAA Pstl
SelDEF-low  CGGGATCCCACTATTCTCAGAATGACTTGGTGG BamHI
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