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  Genetika rostlin


  Elektronická skripta Genetika rostlin jsou určena jako učební text k předmětu Bi8240 Genetika rostlin v rámci oboru Molekulární biologie a genetika na Přírodovědecké fakultě Masarykovy univerzity, ale i pro další biologické obory se vztahem k vyšším rostlinám. Zahrnuje popis genetických a známých molekulárních mechanizmů základních procesů vyšších rostlin jako je rozmnožování, kvetení, determinace pohlaví, inkompatibilní systémy a rezistence k biotickým a abiotickým stresovým faktorům prostředí. Jsou zde prezentovány souhrnné poznatky o genomech rostlin, o jejich struktuře a nezbytných nástrojích studia genů a genomů. U popisovaných mechanizmů je uváděna i genetická determinace konkrétními geny nebo jejich významnými skupinami, pokud byly charakterizovány, i perspektiva jejich využití při genetických modifikacích rostlinného genomu. Rostlinným biotechnologiím, transgenozi rostlin a jejím praktickým aplikacím v zemědělství, lékařství a ve výživě člověka, jsou věnovány samostatné kapitoly. U jednotlivých témat je důraz kladen na současné teoretické poznatky, ale i na využití některých poznatků molekulární genetiky rostlin v oblasti aplikovaného výzkumu. Pro zvládnutí problematiky zahrnuté v tomto učebním textu se předpokládají znalosti základních principů genetiky a molekulární biologie, které jsou obsahem jiných přednášek a nejsou součástí tohoto textu.
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  Struktura rostlinného genomu


  Genetická informace rostlinných buněk je obsažena vmolekulách DNA, chromozomech, aje součástí tří různých organel; jádra, chloroplastů amitochondrií. Struktura chromozomů jednotlivých organel se liší. Jádra rostlinných buněk obsahují lineární molekuly DNA, jejichž počet adélka je ujednotlivých rostlinných druhů odlišná (tab. 1.1). Chloroplasty amitochondrie také obsahují DNA, ale ve formě kružnicových molekul; organely obsahují více kopií genomu.


  
    
      	Druh

      	Jednoděložné (J) Dvouděložné (D)

      	Počet chromozomů (n)

      	Ploidie

      	Velikost genomu (bp)
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	D

      	5

      	2

      	1,25x108
    


    
      	Oryza sativa

      	J

      	12

      	2

      	4,20x108
    


    
      	Brassica oleracea

      	D

      	9

      	2

      	6,00x108
    


    
      	Lycopersicon esculentum

      	D

      	12

      	2

      	1,00x109
    


    
      	Brassica napus

      	D

      	19

      	2

      	1,23x109
    


    
      	Antirrhinum majus

      	D

      	8

      	2

      	1,54x109
    


    
      	Vicia sativa

      	D

      	6

      	2

      	1,60x109
    


    
      	Solanum tuberosum

      	D

      	12

      	4

      	1,80x109
    


    
      	Zea mays

      	J

      	10

      	2

      	2,70x109
    


    
      	Pisum sativum

      	D

      	7

      	2

      	4,10x109
    


    
      	Nicotiana tabacum

      	D

      	24

      	4

      	4,40x109
    


    
      	Hordeum vulgare

      	J

      	7

      	2

      	4,80x109
    


    
      	Secale cereale

      	J

      	7

      	2

      	9,50x109
    


    
      	Triticum aestivum

      	J

      	21

      	6

      	1,60x1010
    


    
      	Fritillaria assyriaca

      	J

      	12

      	2

      	1,30x1011
    

  


  
    Tab. 1.1 Charakteristika jaderných genomů některých druhů rostlin (vbp haploidního genomu, 2 diploid, 4 tetraploid, 6 hexaploid).
  


  Jaderný genom


  Velikost celého genomu určitého druhu není závislá na počtu chromozomů. Např. pšenice má vhaploidním genomu 21 chromozomů, ale asi 10x více DNA ve srovnání sgenomem bramboru, který obsahuje 12 chromozomů. Rozpětí velikostí genomů uvyšších rostlin je uvedeno vtab. 1.1. Široká rozmanitost existuje iudruhů vrámci téhož rodu. Např. Vicia faba má asi 10x větší množství jaderné DNA ve srovnání sblízce příbuzným druhem V. sativa, přestože tyto dva druhy mají stejný počet chromozomů. Obecně lze říci, že rostlinný genom je mnohem větší vporovnání sgenomem živočichů. V. faba má téměř 4x větší množství jaderné DNA než je vgenomu člověka (3,3 x 109 bp). Arabidopsis thaliana má genom porovnatelný sživočišným modelovým druhem Drosophila melanogaster (1,65 x 108 bp) avelikost genomu kukuřice (2,7 x 109 bp) je srovnatelná sgenomem člověka.


  Také hodnota C nezreplikovaného haploidního jaderného genomu byla určena uřady kvetoucích rostlin bez ohledu na taxonomickou příbuznost abiologické vlastnosti arozsah hodnot C je urostlin velmi široký, od 0,2 pg uA. thaliana po 127,7 pg uFritillaria assyriaca. Většina druhů má však méně než 10 pg DNA vhaploidním genomu.


  Jestliže bereme vúvahu druhy blízce příbuzné nebo naopak vzdáleně příbuzné, velikosti jejich genomů nekorelují sbiologickou komplexností organizmů nebo spočtem genů (tzv. záhada C-hodnoty DNA). Rozdílnost ve velikosti genomů je spojena srozdílností vdélce intronů, což jsou nekódující sekvence uvnitř genů. Velikost intronů je vkorelaci snekódujícími sekvencemi mimo geny. Velikost intronů může hrát roli ivregulaci genové aktivity prostřednictvím kondenzace chromatinu. Předpokládá se, že všechny rostlinné druhy potřebují kzajištění svých funkcí přibližně stejný počet genů. Průměrná velikost genu bez intronů je 1,3 kb, sintrony 4 kb. Nekódující sekvence na 5´ konci genu obvykle obsahují elementy, které mají funkci při regulaci transkripce genů. 3´ konec genu obsahuje elementy pro modifikaci mRNA apro konec transkripce, ale idalší regulační elementy. Určení, kde končí 3´ ohraničující oblast jednoho genu akde začíná 5´ regulační oblast druhého genu, není jednoduché. Většina DNA rostlin svelkými genomy spadá právě sem afunkce avýznam těchto nekódujících sekvencí se stále studují.


  Existuje úzká spojitost mezi velikostí genomu aživotním cyklem určitého rostlinného druhu. Jednoleté rostliny, především autogamní efemerní druhy, mají malé genomy, zatímco vytrvalé druhy mají genomy větší. To je také spojeno srelativně rychlejším buněčným cyklem ujednoletých druhů ve srovnání svytrvalými druhy.


  Struktura DNA


  Dvouřetězcovou jadernou DNA lze působením vyšších teplot denaturovat do dvou jednořetězcových molekul. Za vhodných podmínek může nastat opět komplementární párování mezi jednořetězcovými molekulami. Jestliže všechny ostatní parametry zůstanou zachovány, rychlost párování bude záviset na koncentraci komplementárních sekvencí. Genotyp srepetitivní DNA má frakci svysokým počtem opakování, která bude hybridizovat rychleji než sekvence, které jsou jedinečné avyskytují se vgenotypu pouze jednou. Taková analýza kinetiky renaturace homologické rostlinné jaderné DNA ukázala, že kromě jedinečných sekvencí (genů) je velká část rostlinného genomu tvořena repetitivními sekvencemi.


  Protože průměrná velikost kódované oblasti rostlinného genu je asi 1300 bp, 25 tisíc genů by znamenalo 3,25 x 107 bp jedinečných sekvencí DNA kódujících produkty genů. UArabidopsis tento předpoklad ponechává určitý minimální prostor pro introny ahraniční regulační oblasti. Avšak ukukuřice se předpokládá, že méně než 1 % genomu tvoří kódující sekvence. Tento hrubý předpoklad se blíží počtu bp, které jsou transkribovány do mRNA udruhu se srovnatelným genomem. Utabáku (Nicotina, 4,40 x 109 bp) jsou pouze 2% genomu transkribována do mRNA. Avšak biochemické analýzy ukazují, že až 40% genomu tabáku je tvořeno jedinečnými sekvencemi DNA. Zřejmě tedy tento genom obsahuje mnoho jedinečných sekvencí, které nejsou transkribovány. Umnoha genomů je skutečně pouze asi 1% transkribováno atranslatováno vprůběhu buněčného cyklu. Kódující kapacita rostlinných genomů sodlišnou velikostí je přibližně stejná agenomy kódují přibližně stejný počet genů.


  V80. a90. letech 20. století byla pozornost věnována podstatě jaderné DNA, která je nezbytná pro identifikaci funkcí rostlinných genů. Hlavní frakce nekódujících sekvencí urostlin jsou repetice DNA; konkrétní druh může mít vgenomu 1 tisíc až 40 tisíc různých rodin repeticí. Tyto elementy jsou složeny asi ze 30 různých sekvenčních motivů, které mají délku od 1 bp po více než 10 tisíc bp. Daný motiv může tvořit 5 % ale i50 % celkové velikosti genomu, jestliže se opakuje vrozsahu 102krát až 105krát. Existuje pozitivní korelace mezi velikostí genomu arozsahem repetitivních sekvencí. Repetice jsou vgenomu uspořádány jako tandemové nebo rozptýlené. Význam těchto repeticí je spojen sregulační funkcí při rekombinaci, replikaci atranskripci, rDNA je vhodným nástrojem studia evolučních vztahů mezi druhy určitého rodu imezi druhy různých rodů, jsou vhodným zdrojem genetických markerů využívaných vzákladním výzkumu ive šlechtění.


  Repetitivní sekvence je možné rozdělit na:


  
    	málo až středně se opakující sekvence,


    	vysoce se opakující sekvence.

  


  Větší rostlinné genomy obsahují více repetitivní DNA. Např. Pisum sativum (4,10 x 109 bp) obsahuje až 70 % repetitivní DNA, Vigna radiata smenším genomem (5,00 x 108 bp) má pouze 40% repeticí. Hordeum vulgare má asi 80 % repeticí aOryza sativa, která má nejmenší genom zobilovin, pouze 50 % agenom Arabidopsis thaliana obsahuje pouze asi 14 % repeticí.


  Málo- astředně repetitivní sekvence DNA se opakují maximálně několik tisíckrát ajsou často rozptýleny vchromozomech mezi jednokopiovými sekvencemi. Některé ztěchto sekvencí mají známou funkci. Např. histonové geny ageny ribozomální RNA (rRNA) 5,8S, 18S a28S jsou soustředěny na chromozomu do určitého místa, tzv. organizátoru jadérka. Tyto typy RNA jsou transkribovány jako jediný prekurzor. Jaderný genom Vicia faba má asi 4750 rRNA genů, zatímco V. sativa smenším genomem má jen 1875 těchto genů.


  Vysoce repetitivní sekvence DNA jsou obvykle krátké sekvence, které jsou přítomny v105 až 107 kopiích na genom. Tento typ DNA často souvisí se strukturou chromozomů (např. centromera). Velké úseky vysoce repetitivních sekvencí mohou také souviset srůznou formou kondenzace DNA během buněčného cyklu ve srovnání se zbývající částí genomu, což má za následek různou intenzitu barvení těchto oblastí chromozomu (heterochromatin).


  Většina repetitivních sekvencí jsou tandemové repetice, včetně sekvencí spojených se strukturami chromozomů jako jsou centromery atelomery, tzv. satelitní DNA, tvořená heterochromatinem ageneticky inaktivní. Zatímco uvětšiny živočichů akvasinek je satelitní DNA bohatá na báze A-T, urostlin je bohatá na báze G-C. Rozptýlené repetice zahrnují transpozony aretrotranspozony.


  Centromera


  Většina chromozomů eukaryot obsahuje specializovanou oblast tvořenou heterochromatinem centromeru. Podle její polohy jsou chromozomy klasifikovány na metacentrické, akrocentrické atelocentrické. Tyto primární chromozomové konstrikce jsou důležité při segregaci chromozomů vmitóze ameióze. Během profáze jaderného dělení se vytváří složitá proteinová struktura, tzv. kinetochor. Centromerický chromatin je vysoce kondenzovaný. Centromerická oblast může být 1 Mb např. uA. thaliana nebo více než 100 Mb upšenice. Opakování repetice asi 180 bp avysoce heterochromatinový stav naznačuje, že tato struktura je potřebná pro aktivitu centromery. Ačkoli je organizace auspořádání repetic voblasti centromery vysoce konzervativní, mezi organismy, dokonce mezi příbuznými druhy, je vysoce variabilní.


  Telomera


  Konce eukaryotických jaderných chromozomů (telomery), jsou nezbytné pro stabilitu chromozomů achrání je před strukturními přestavbami aexonukleázovou degradací. Umnoha organizmů včetně rostlin jsou telomery tvořeny krátkými jednoduchými repetitivními sekvencemi DNA svysoce konzervativními sekvencemi Cn Tm An/Tn Am Gn, kde m = 0 až 1, n = 2 až 4. Například telomery člověka atrypanosom mají telomery tvořeny stejným motivem TTAGGG. Motiv telomer Arabidopsis je TTTAGGG. Připojení těchto repeticí kchromozomové DNA je katalyzováno enzymem terminální telomerovou transferázou (telomerázou). Telomeráza je enzym, který zajišťuje kompletní replikaci chromozomů akompenzuje tak neúplnou replikaci 5΄-konců chromozomů DNA polymerázou. Je to reverzní transkriptáza, která ke 3΄-konci telomerového G-řetězce přidává další telomerové repetice. Enzym obsahuje RNA molekulu, která je komplementární s3΄-koncem chromozomové DNA. Telomeráza není schopna prodlužovat tupé konce dvouvláknové DNA, ale jako substrát využívá pouze přesahující jednořetězcové 3΄-konce DNA. Zvláštní forma replikace konců lineárních DNA molekul je nezbytná pro připojení DNA polymerázy ajejí pohyb po templátu ve směru 3΄ → 5΄. Konce DNA molekul jsou pravděpodobně citlivé kexonukleázám. Nereplikující se telomera tvoří komplex sproteinem, který má ochrannou funkci. Telomery mohou navíc obsahovat další oblast repeticí, která je lokalizována proximálně (blíže kcentromeře) od telomerových repeticí. Užita tvoří tato DNA 12 až 18 % genomu.


  Mikrosatelity


  Mikrosatelity (STR angl. short tandem repeats nebo SSR angl. simple sequence repeats) jsou sekvence DNA složené zmnohokrát se opakujících motivů 1 až 6 nukleotidů (např. (A)n, (AG)n, (GATA)n). Jejich celková délka obvykle nepřesahuje 100 bp. Mikrosatelity jsou součástí nekódujících sekvencí genomu. Nejvíce informací omikrosatelitech bylo získáno zživočišné říše, mnohem méně zříše rostlinné. Nejedná se onadbytečnou DNA, ale DNA, která se podílí na regulaci rekombinace, replikace atranskripce.


  Základní mikrosatelitní motiv bývá zastoupen vrůzném počtu opakování (n). Podle složení lze mikrosatelity rozdělit na:


  
    	dokonalé,


    	nedokonalé,


    	složené.

  


  Dokonalý mikrosatelit je tvořen souvislým motivem, např. (AG)24, unedokonalého mikrosatelitu je základní mikrosatelitní motiv přerušen sledem náhodných bazí. Složený mikrosatelit je tvořen několika různými motivy, např. (AG)14(AT)35. Počet dinukleotidových mikrosatelitů vgenomu rostlin je asi desetkrát nižší než vlidském genomu. Odhaduje se, že mikrosatelit delší než 20 bp se vgenomu rostlin vyskytuje průměrně na každých 23,3 kb. Nejhojnější jsou dinukleotidové mikrosatelity, nejméně časté jsou mono- atetranukleotidové mikrosatelity. Vrostlinných genomech je nejčastější motiv (AT)n. Ztrinukleotidových opakování jsou vgenomu rostlin nejčetnější (AAG/CTT)n a(AAT/ATT)n. Oligonukleotidy odvozené od GATA- aGACA- mikrosatelitních motivů jsou jedny znejčastěji používaných pro otisk DNA rostlinných genomů. Postupné poznávání mikrosatelitních sekvencí vedlo kvyvinutí postupů pro rychlou detekci jejich polymorfizmu. Toho lze využít při genetickém mapování.


  Kromě chromozomů, které se pravidelně rozdělují do dceřiných buněk během mitotického ameiotického dělení jádra, se umnoha rostlinných druhů hlavně zčeledě Poaceae, Liliaceae aAsteraceae, vyskytují tzv. přídatné neboli B chromozomy. Během miózy se tyto chromozomy nepárují schromozomy základní sady, protože snimi nejsou homologní, nerekombinují. Segregace těchto chromozomů během jaderného dělení je náhodná, uskutečňuje se mechanizmem non-disjunkce, ajednotlivé rostliny vpopulaci druhu mají odlišný počet těchto B chromozomů. Dědičnost B chromozomů je tedy nemendelistická. Jsou tvořeny především heterochromatinem ajejich funkce není zcela objasněna. Neobsahují stejný typ genetické informace jako standardní Achromozomy, ale mají fyziologický efekt, jako je např. užita lepší zdatnost klíčních rostlin ve stresových podmínkách. Větší počet B chromozomů vgenomu může negativně ovlivnit fertilitu rostlin. Urostlin byly poprvé identifikovány roku 1982, ukukuřice roku 1986, užita roku 1993. Pravděpodobně vznikly introdukcí cizorodé DNA.


  Rozptýlené repetice


  Rozptýlené repetice tvoří významnou část genomu. Kopie jednotlivých repeticí jsou rozptýlené po genomu, nevyskytují se pohromadě. Mnohé znich jsou transpozony aretrotranspozony, aurostlin tvoří většinu rozptýlených repetic. Například více než 12 transpozonů odvozených od inaktivního transpozonu se vyskytuje vokolí genu Adh1 ukukuřice.


  Metylace DNA


  Cytozinová rezidua jaderných chromozomů rostlin jsou silně metylována. Vgenomu pšenice je asi 30 % všech cytozinových bazí a82% CpG dinukleotidů metylováno. Pro porovnání vgenomu živočichů je metylováno jen 1 až 7 % C bazí. Na rozdíl od živočichů jsou vrostlinném genomu metylovány kromě CpG dinukleotidů také cytoziny vtrinukleotidech CpXpG. Inkorporace 5-metylcytozinu do DNA je postreplikační modifikací. Vgenomu živočichů je méně CpG dinukleotidů než se teoreticky očekává na základě zjišťování obsahu C+G. DNA Arabidopsis má extrémně nízký obsah metylcytozinu; pouze 4,6 % metylcytozinů je metylováno, což je nejnižší obsah známý urostlin. Metylace DNA urostlin má za následek modifikaci exprese příslušných genů (epimutace).


  Struktura jaderných genů


  Genom vyšších rostlin tvoří 25,5 tisíc (Arabidopsis) až 50 tisíc genů. Mnoho genů je přítomno vjediné kopii, ale velká část genů je přítomna jako více- amnohogenové rodiny, které jsou tvořeny skupinami téměř identických genů vgenomu. Základní struktura jaderných genů je obdobná jako ujiných eukaryotických organizmů. Obr. 1.1 ukazuje schematicky strukturu jaderného genu chromozomové DNA, primárního transkriptu (pre-mRNA) amRNA.


  Eukaryotický gen se skládá zněkolika částí: promotoru, zaváděcí sekvence, kódující sekvence aterminační sekvence. Promotor je místo, na které nasedá RNA-polymeráza. Sekvence promotoru nepodléhá transkripci, avšak rozhoduje otom, kdy bude docházet ktranskripci genu asjakou intenzitou. Účinnost promotoru silně zvyšuje zesilovač transkripce. Je to regulační oblast, která může sousedit spromotorem, ale většinou bývá od promotoru vzdálená. Zaváděcí sekvence je umístěna za promotorem aje již přepisována do RNA, ale ještě se nepřekládá do struktury polypeptidů. Pak následuje kódující sekvence, která se zpravidla skládá zkódujících úseků (exonů), přerušených nekódujícími úseky (introny). Za ní následuje terminační sekvence, která spolurozhoduje ostabilitě mRNA.


  
    [image: Obecná struktura rostlinného genu]

    Obr. 1.1 Obecná struktura rostlinného genu

    (bp pár bazí, začátek transkripce 1 bp; AUG začátek translace; UAA, UAG, UGA stop kodony, konec translace; mRNA vytvořená zprimárního transkriptu po odstranění intronů mezi 5΄ a3΄)

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  Promotor


  Promotor je oblast chromozomu ležící ve směru 5΄ od transkripční oblasti. Je to sekvence DNA, která má schopnost vázat RNA polymerázu, atím zahajovat přepis genu. Aby mohl promotor plnit svoji regulační funkci, musí mít určitou sekvenční charakteristiku, danou specifickou sekvencí nukleotidů aurčitým optimálním poměrem A+ T/G + C. Zvláště důležité jsou určité krátké specifické sekvenční úseky (boxy), společné všem promotorům, které byly podle své konvenční sekvence označeny zjednodušeně symboly TATA aCAAT, případně AGGA. Kromě těchto obecně se vyskytujících sekvenčních úseků mají promotory další sekvenční úseky, které rozhodují ospecifičnosti transkripce. Všechny tyto důležité sekvenční úseky mají afinitu kregulačním proteinům, které migrují mezi cytoplazmou ajádrem, případně některé se trvale nacházejí vjádře. Tyto regulační proteiny se za určitých podmínek (po své aktivaci) vážou na specifické sekvence promotorů, atím promotory aktivují (nebo inaktivují). Promotor se obvykle dělí na dva základní úseky. Nejblíže počátku transkripce je tzv. TATA box, který váže specifický protein, jenž sám váže RNA polymerázu II. Tento úsek leží 16 až 54 bp od počátku transkripce. Pak následuje další úsek, předřazená sekvence (sekvence proti směru exprese genu). Jeho významnou doménou je krátký sekvenční úsek CAAT vpoloze 74 bp od počátku transkripce, který však může chybět. Často se na jeho místě nachází sekvenční úsek označovaný AGGA (obr. 1.1).


  Zesilovač


  Zesilovač (angl. enhancer element) obsahuje krátké sekvenční úseky, jež svou přítomností zesilují projev genu. Krátké sekvence zesilovačů mohou měnit stupeň projevu genů nezávisle na své orientaci ado vzdálenosti až několika kb od počátku transkripce. Např. usóje zesilovač exprese genu pro zásobní protein conglycinin tvoří sekvence čtyř opakování A(A/G/C)CCA azesiluje expresi genu asi 25x.


  Zaváděcí sekvence


  Zaváděcí sekvence je počáteční úsek struktury mRNA odélce několika desítek párů bazí, na níž se uchycují ribozomy apostupují naprázdno až kprvnímu iniciačnímu kodonu.


  Sekvence kolem počátku translace, určeného prvním tripletem ATG za promotorem, rozhodují oúčinnosti translace apodílejí se tedy na regulaci na úrovni translace. Sekvence počátků translace jsou ujednotlivých genů tzv. genových rodin vysoce konzervativní.


  Kódující sekvence


  Kódující sekvence rostlinných iostatních eukaryotických genů (exony) jsou často na jednom nebo více místech přerušeny nekódujícími sekvencemi (introny), které na konci 5΄ začínají dinukleotidem GT ana konci 3΄ končí dinukleotidem AG. Sekvence počátků akonců intronů jsou ivdelších úsecích ugenových rodin značně konzervativní.


  Terminační sekvence


  10 až 33 bp před ukončením transkripce je obvykle polyadenylační signál, který má velmi konzervativní konvenční sekvenci AATAAA. Většina rostlinných genů má druhý polyadenylační signál blízko stop-kodonu. Nedaleko ve směru 3΄ od tohoto místa dochází kenzymatickému odstřižení konce molekuly RNA anavázání enzymaticky syntetizovaného úseku polyA (polyadenylace RNA) (obr. 1.2). Doplnění sekvence polyA na 3΄-konci je jedním zklíčových kroků projevu většiny eukaryotických genů, která zvyšuje stabilitu mRNA. Některé geny mají na 3΄-konci terminační sekvenci, kterou je struktura, schopná tvořit na vlákně DNA vlásenku, tedy převrácené opakování komplementárního úseku DNA. Tato struktura vede kukončení transkripce.


  Geny rostlinného genomu


  Experimentální práce zabývající se klonováním rostlinných genů obvykle končí sekvenováním genů. Zpravidla jsou pak kdispozici dva typy sekvencí genů: sekvence klonu cDNA odvozeného od mRNA (odpovídající proteinovému produktu genu) asekvence klonu zgenové knihovny. Klon cDNA je komplementární kmRNA. Ten zahrnuje zaváděcí sekvenci, kódující sekvenci aterminační sekvenci. Nukleotidy jsou obvykle značeny od místa počátku translace ve směru 5´- 3´ od jednotky ana opačnou stranu od počátku translace se záporným znaménkem.


  Úsek odvozený od klonu genu zgenové knihovny je delší opromotorovou sekvenci (která není ve směru 5´přesně ohraničena). Na konci 3´ přesahuje konec transkripce. Kódující sekvence obsahuje nejen sekvenci exonů, ale také intronů. Číslování takového klonu obvykle začíná od počátku translace. Vsekvenování se uvádí to vlákno DNA, které svou sekvencí odpovídá mRNA. Opakující se úseky vsekvenci nebo důležité regulační úseky se označují čarou nad sekvencí.


  Základní klasifikace genů může být založena na tom, jakým typem RNA-polymerázy jsou geny transkribovány, protože každý ztypů má jiné regulační sekvence (promotor, zaváděcí sekvenci, terminátor transkripce). Geny pro rRNA jsou transkribovány RNA-polymerázou I, geny pro tRNA RNA-polymerázou III. Tento typ genů můžeme zahrnout do společné skupiny jako geny složek genetického aparátu. Druhou skupinu tvoří geny kódující proteiny, které jsou transkribovány prostřednictvím RNA-polymerázy II.


  Některé geny jsou vgenomu jedinečné, jiné se vyskytují vrodinách s20 až 25 členy. Geny však netvoří tandemové repetice, ikdyž mohou být vgenetické vazbě. Jedním příkladem je rodina genů pro zein ukukuřice, které kódují zásobní proteiny semen. Rodinu tvoří dvě podjednotky, každá spřibližně 25 členy. Homologie kódujících oblastí vrámci podjednotky je vysoká (více než 90% identita aminokyselinových sekvencí), ale homologie mezi skupinami je nižší.


  Geny kódující 25S 18S rRNA


  Eukaryotické ribozomy obsahují čtyři typy rRNA (Tab. 1.2). Znich tři, ato a) 25 až 28S, b) 5,8S ac) 5S jsou součástí větší (60S) podjednotky ribozomů ad) 17 18S rRNA je součástí menší (40S) podjednotky ribozomů. Vrostlinném genomu je genová rodina lokalizována obvykle vjediném bloku haploidního genomu jako mnohokrát se opakující série kopií genového bloku pro 18S 5,8S 28S rRNA. Tyto typy RNA jsou transkribovány jako jediný prekurzor, jehož posttranslační úpravou vznikají uvedené tři typy rRNA. Část DNA, na základě které se transkribuje tato prekurzorová rRNA (rDNA) je přítomna vgenomu jako blok tandemových sérií spočtem opakování řádově 103 až 104krát. Nejmenší počet opakování na haploidní genom je 125 kopií upomerančovníku anejvyšší 31 900 uhyacintu. Délka segmentu DNA se pohybuje vrozmezí 7 800 až 185 000 bp. Počet opakování je všeobecně asi ojeden řád vyšší než upodobných genových rodin vživočišném genomu. Tuto opakující se jednotku rDNA je možno lokalizovat do určitého chromozomu metodou hybridizace in situ, do tzv. organizátoru jadérka (ang. nucleolar organizer region NOR).


  
    
      	Genom

      	Typy rRNA
    


    
      	Větší podjednotky ribozomů

      	Menší podjednotky ribozomů
    


    
      	Bakteriální chromozom

      	23S, 4,5S, 5S

      	16S
    


    
      	Chloroplastová DNA

      	23S, 4,5S, 5S

      	16S
    


    
      	Mitochondriální DNA

      	23S, 4,5S, 5S

      	18S
    


    
      	Jaderná DNA rostlin

      	2528S, 5,8S, 5S

      	17S18S
    

  


  
    Tab. 1.2 Typy rRNA různých genomů
  


  Počet kopií základní jednotky rDNA se liší nejen mezi taxony, ale imezi jednotlivými rostlinami. Diference byly dokonce zjištěny imezi pletivy jedné rostliny. Mezi rostlinami ječmene (Hordeum spontaneum) byly nalezeny až šestinásobné rozdíly amezi rostlinami bobu (Vicia faba) dokonce stonásobné rozdíly. Pletiva téže rostliny bobu se lišila počtem kopií rDNA až dvanáctinásobně. Příčinou rozdílů je nerovnoměrný somatický crossing-over.


  Místo na chromozomu, vněmž jsou geny rRNA lokalizovány, se vyznačuje vmitóze zaškrcením (sekundární konstrukce) asoučasně je vinterfázi základem jadérka, které obsahuje rRNA transkribovanou ztohoto úseku. Předpokládá se, že existuje regulační protein, který má afinitu kpromotorům genů rRNA. Svou vazbou na promotor působí protein jeho aktivaci. Aktivita genů rRNA je spojena shypometylací cytosinu vúseku promotoru.


  Geny pro 5S rRNA


  Geny, které kódují ribozomální 5S rRNA, tvoří samostatnou velkou multigenní rodinu. Jsou lokalizované vtandemové repetici na jiném místě genomu než geny pro úsek 18S 5,8S 28S rRNA. Transkripce těchto genů se děje prostřednictvím RNA-polymerázy III. Geny existují vještě větších tandemových repeticích než předchozí skupina (ulnu až 50 000 kopií). Geny jsou podstatně kratší, celková délka nepřesahuje 500 bp. Rozdíly jsou ive stupni metylace cytozinu.


  Geny tRNA


  Urostlin byly popsány jednotlivé geny pro některé tRNA usóji afazolu. Usóji bylo zjištěno, že na genom připadá asi 400 genů. Tyto geny jsou vzásadě shodné sgeny tRNA uprokaryot aostatních eukaryot. Ve všech genomech je velký počet různých genů tRNA, které kódují téměř všech 61 smysluplných kodonů. Vgenomu existuje více typů tRNA smírně odlišnými primárními sekvencemi, které jsou specifické pro stejný triplet. To jsou izoakceptorové tRNA. Kromě toho téměř všechny typy tRNA jsou kódovány malými genovými rodinami. Každá buňka obsahuje 50 až 100 různých typů tRNA. Délka molekul tRNA kolísá vrozmezí 79 až 90 nukleotidů. Geny tRNA jsou transkribovány jako prekurzorové molekuly, které jsou oněco delší než konečná délka tRNA. Transkripce začíná upurinového nukleotidu, obvykle méně než 10 nukleotidů ve směru 5´ před sekvencí upravené tRNA akončí usekvence oligo T, která bývá vkrátké vzdálenosti ve směru 3´ za délkou upravené tRNA. Úpravy obstarávají specifické nukleázy. Pak následuje přidání terminální sekvence CCA amodifikace specifických bazí.


  Geny pro tRNA jsou vgenomu obvykle uspořádány rozptýleně, ale jsou známy itandemové repetice. Jen asi 10 až 20 % genů pro tRNA obsahuje introny, které jsou obvykle extrémně krátké (8 až 60 bp). Nejvýznamnějším rysem genů pro tRNA je, že jejich promotory jsou součástí vlastní sekvence tRNA. Vpřepisované sekvenci jsou dva promotorové úseky: jeden blízko konce 5´, obvykle začínající asi mezi 8. až 12. nukleotidem, druhý poblíž konce 3´ spočátkem vpoloze asi 53 až 62. Pro úsek blízký konci 5´existuje tato konsensus sekvence: 5´ T Pu Pu N N APu Py G 3´. Účinek promotorů je modulován úseky DNA přilehlými ke kódující sekvenci. Ty jsou bohaté na páry bazí AaT aobsahují domény, které snižují, ajiné, které aktivují expresi genů tRNA. Geny pro tRNA jsou transkribovány působením RNA-polymerázy III. Jsou schopny tvořit sRNA-polymerázou III stabilní transkripční komplexy, které přetrvávají mnoho cyklů transkripce. Je charakteristický výskyt neaktivních pseudogenů. Jde onepřesnou kopii strukturního genu, která vznikla pravděpodobně nepřesnou duplikací nebo mutací, kterou se původně aktivní gen vgenové rodině inaktivoval.


  Většina typů tRNA byla odvozena ze společného genu. Specifičnost genu pro tRNA může být změněna in vitro pouhou změnou několika nukleotidů. Značný konzervativní charakter existuje také mezi prokaryotickými aeukaryotickými tRNA. Gen, který kóduje tRNA pro tyrozin vgenomu Arabidopsis, vykazuje vysoký stupeň homologie smitochondriálním genem fenylalaninové tRNA ukukuřice.


  Geny pro histony


  Histony jsou proteiny, které jsou hlavní komponentou chromatinových proteinů. Pět genů pro histony je uspořádáno vrepeticích sopakováním 10 až 600krát. Kódující oblast genů pro histony je vysoce konzervativní dokonce urůzných druhů, ale jejich organizace vrámci repetice je odlišná. Během fáze Sbuněčného cyklu se obsah histonů zdvojnásobí atyto histony jsou součástí nově replikované DNA.


  Geny kódující proteiny


  Geny zásobních proteinů semen ahlíz


  Zásobní proteiny semen jsou syntetizovány vpoměrně krátkém období několika týdnů po oplození vaječné buňky. Vtéto době vbuňkách vyvíjejících se děloh, případně endospermu zrajících semen, mRNA těchto genů tvoří velkou až převažující frakci typů mRNA vpletivech vyvíjejících se semen. To je optimální situace pro izolaci mRNA pro zásobní proteiny semen, konstrukci kopií cDNA reverzní transkripcí ake klonování ve vektorových plazmidech E. coli.


  Studium těchto genů má významnou praktickou aplikaci. Uobilovin tvoří zásobní proteiny semen asi 10% sušiny endospermu obilek, učeledě Fabaceae je obsah proteinů semen 20 až 40 % auněkterých rostlinných druhů obsah zásobních proteinů semen činí až 50 % sušiny. Nutriční hodnota zásobních proteinů semen je značně snížena tím, že tyto proteiny nejsou plnohodnotné. Zásobní proteiny obilovin jsou chudé na lysin athreonin, případně lysin atryptofan (ukukuřice) azásobní proteiny luskovin jsou chudé na methionin acystein.


  Zásobní proteiny semen se dělí na tyto typy:


  
    	Albuminy rozpustné ve vodě,


    	Globuliny rozpustné v5% solném roztoku,


    	Prolaminy rozpustné v70% alkoholu,


    	Gluteliny rozpustné ve slabých kyselinách ahydroxidech.

  


  Albuminy se vyskytují jako minoritní frakce vsemenech téměř všech rostlinných druhů. Globuliny tvoří podstatnou část zásobních proteinů semen učeledě Fabaceae, ale vyskytují se ivzásobních proteinech mnoha jiných čeledí. Prolaminy se vyskytují především vsemenech obilovin. Jejich název je odvozen od toho, že obsahují velký podíl prolinu aglutaminu. Všeobecně obsahují velmi málo lysinu, threoninu atryptofanu. Gluteliny se vyskytují rovněž především uobilovin.


  Zásobní proteiny semen musí být po své syntéze vbuňkách zásobních pletiv uloženy vnerozpustné formě. Jsou ukládány vproteinových tělíscích, což jsou modifikované vakuoly. Pro transport do proteinových tělísek mají zásobní proteiny specifický signální peptid. Rostlinný genom obsahuje tyto geny pro zásobní proteiny:


  
    	Geny pro zeiny,


    	Geny pro leguminy,


    	Geny pro viciliny,


    	Geny zásobních proteinů brazilského ořechu.

  


  Dalšími skupinami genů svýznamnými funkcemi urostlin jsou:


  
    	Geny pro leghemoglobiny,


    	Geny pro enzymy fotosyntézy,


    	Geny pro stresové proteiny.

  


  Geny pro zeiny


  Geny pro zásobní proteiny kukuřice zeiny byly první rostlinné geny studované metodami genového inženýrství. Zeiny jsou směs prolaminů, znichž nejhojnější mají Mr 22 kD a19 kD, ale jsou izeiny sMr 15 kD avelmi malou frakci tvoří zeiny sMr 10kD. Přes rozdíly molekulové hmotnosti je struktura proteinů ajejich primární pořadí aminokyselin uvšech typů vzásadě shodná. Vgenomu kukuřice je asi 25 až 30 genů kódujících zeiny 22 kD, astejný počet genů pro zeiny 19kD, dále 2 až 3 kopie genů pro zeiny 15kD a1 až 23 kopie genů pro zeiny 10 kD. Jednotlivé geny každé skupiny se nepatrně liší svými sekvencemi, vykazují mikroheterogenitu. Podstatně se liší iintenzita jejich transkripce. Jen malý počet genů vkaždé skupině je transkribován intenzivně aněkteré geny jsou přepisovány poměrně vzácně nebo nejsou přepisovány vůbec.


  Geny pro zeiny se vyskytují vgenomu kukuřice vtandemových repeticích, lokalizovaných na třech místech genomu: na krátkém rameni chromozomu 7, na krátkém rameni chromozomu 4 ana chromozomu 10. Geny pro zeiny obsahují krátké sekvenční úseky promotorů obvyklé upromotorů jiných rostlinných genů: úsek TATA vpoloze asi 35 aúsek AGGA vpoloze asi 70. Některé geny pro zeiny však jsou zvláštní tím, že mají dva promotory, P1 aP2. Promotor P1 leží 900100 bp před promotorem P2 ve směru 5´ aapromotor P2 leží 4060 bp před počátkem kódující sekvence. Kódující sekvence genů pro zeiny nemají žádný intron. Na konci 3´ jsou dva polyadenylační úseky AATAAA.


  Kaktivaci genů pro zeiny dochází výhradně vprůběhu vývoje obilek zcela specificky: specifická mRNA pro zeiny se objevuje vdobě 10 až 15 dnů po opylení, smaximem 35 dnů po opylení. Kvysokému stupni exprese genů pro zeiny vtéto době přispívá izvýšení obsahu DNA vjádrech endospermu. Obsah DNA vjádrech pak tvoří až dvěstěnásobek základní jednotkové hodnoty obsahu DNA (C) vhaploidním jádře ve fázi buněčného cyklu G1 na rozdíl od očekávaného trojnásobku. Nedochází však kselektivní amplifikci genů pro zeiny.


  Geny pro leguminy


  Základní formou zásobních proteinů luskovin jsou globuliny. Existují dva typy globulinů, které se vyskytují nejen učeledě Fabaceae. První typ, který je podle základního proteinu nazván vicilinový, má sedimentační konstantu 7S adruhý typ, leguminový, má sedimentační konstantu 11S. Každá proteinová molekula leguminového typu je složena ze dvou tříd podjednotek: acidické α abázické β, které jsou spojeny do dimeru amolekuly leguminu se skládají ze šesti takovýchto dimerů. Podjednotka α uhrachu má Mr asi 40 kD apodjednotka β asi 20 kD, které obsahují kovalentně vázanou jednu acidickou ajednu bázickou podjednotku. Kúpravě dochází při průchodu membránou do proteinového tělíska. Vmístě spojení obou úseků nedochází kúpravě, ale kprostému zlomu. Prekurzor leguminů obsahuje krátký signální peptid, který umožňuje jeho transport do proteinových tělísek. Obě podjednotky jsou kodovány jedním genem. Geny pro leguminy tvoří malou genovou rodinu. Kexpresi genů dochází výhradně ve vyvíjejících se semenech. Geny byly opakovaně klonovány asekvenovány.


  Existují dva základní typy leguminů: AaB. Oba byly definovány na základě diferencí prekurzorového polypeptidu určených translací in vitro. Liší se také obsahem nedostatkové aminokyseliny methioninu. Typ Aobsahuje více methioninu, typ B méně nebo žádný. Ujednoho zklonovaných genů pro legumin B Vicia faba má kódující sekvence délku 1649 bp, zaváděcí sekvence 57 bp ana konci 3´ jsou 4 signální místa pro polyadenylaci. Gen kóduje pre-polypeptid, který má délku 484 aminokyselin azahrnuje signální peptid délky 22 aminokyselin. Kyselý hydrofilní řetězec má 281 aminokyselin abázický, poněkud hydrofobní řetězec má délku 181 aminokyselin. Oba úseky na sebe navazují. Každý zobou úseků je přerušen krátkým intronem. Introny mají délky 95 bp a100 bp. Introny mají vyšší obsah A+ T (76 %) než exony (53 %). Gen pro leguminy Asóji ahrachu mají introny ve stejných polohách, ale kromě toho mají ještě třetí intron. Byly také porovnávány promotorové sekvence na konci 5´a bylo zjištěno, že vpoloze asi 100 nukleotidů od počátku transkripce mají všechny tři geny konzervativní sekvenci, která má délku nejméně 28 bp abyla nazvána leguminový box. Ten pravděpodobně podmiňuje specifičnost exprese ve vyvíjejících se semenech. Geny pro legumin tvoří malé genové rodiny spočtem méně než 10 genů na haploidní genom.


  Geny pro viciliny


  Druhou hlavní frakcí zásobních proteinů semen hrachu avikve jsou viciliny. Jsou vsemenech přítomny vmnožstvích, která odpovídají 25 až 75 % váhového množství leguminů. Viciliny mají molekulovou hmotnost 180 až 200 kD. Skládají se ze tří podjednotek, samostatných polypetidových řetězců, které mají uhrachu hmotnost 48, 50 a72 kD ajsou kódovány třemi různými geny. Uvicilinů dochází ke dvěma typům modifikací: 1. kotranslační modifikaci (odstranění signálních polypetidů oMr menší než 1 kD při transportu do proteinových tělísek) a2. posttranslační modifikaci, kdy dochází knarušení (nicking) polypeptidových řetězců akjejich glykozylaci. Geny pro viciliny mají 5 intronů ajsou kódovány malou rodinou genů.


  Geny zásobních proteinů brazilského ořechu


  Paraořech (Bertholetia excelsa) obsahuje vpletivech endospermu zásobní proteiny zvláště bohaté na aminokyseliny obsahující síru, methionin acystein. Ty jsou nedostatkové uluskovin. Uvedené aminokyseliny činí 8,3 až 9,1 % hmotnosti zásobních proteinů. Geny se tedy zdály výhodné pro vnášení do genomu luskovin. Paraořechy jsou však uněkterých lidí silně alergenní atento protein patří kproteinům, které mohou způsobovat alergické reakce. Proto gen pro transgenozi ukulturních druhů nelze využít. Klonovaný gen pro zásobní protein je velmi zajímavý. Kódující sekvence má pouze 231 bp. Gen tedy kóduje polypeptid, který má 77 aminokyselin. Znich je 14x zastoupen methionin a6x cystein. Gen má značnou sekvenční homologii sjedním zgenů pro zásobní proteiny semen skočce (Ricinus communis) asjiným zřepky olejné.


  Lektiny


  Rostlinné lektiny (aglutininy) jsou proteiny, které mají alespoň jednu nekatalytickou doménu, kterou se specificky váží kurčitému mono- nebo oligosacharidu. Jsou to obecně rostlinné obranné proteiny. Různé typy lektinů mohou mít antivirové, antibakteriální, antihoubové, antiinsekticidní nebo antifeedantní účinky. Některé typy lektinů také působí specificky toxicky pro vyšší živočichy aněkteré jsou toxické pro všechna eukaryota. Jsou známy např. náhodné otravy lidí syrovými nebo nedostatečně uvařenými fazolemi. Lektin se váže na střevní buňky adochází kjeho endocytóze. Pak způsobuje zvýšenou metabolickou aktivitu ato vede khypoplazii buněk tenkého střeva. Podobné účinky má také lektin akátu abezu černého. Tyto stromy také nikdy nejsou poškozovány hlodavci aspárkatou zvěří. Některé lektiny působí zvětšení pankreasu adalší toxické vlivy.


  Lektiny se vyskytují především vsemenech, ale na rozdíl od zásobních proteinů semen, mohou se vyskytovat také vjiných částech rostlin. Lektiny kořenů leguminózních rostlin se například účastní interakce rostlinných buněk sbuňkami bakterií fixujících dusík.


  Lektiny jsou kódovány všeobecně malými genovými rodinami. Tyto malé genové rodiny mají obvykle aktivní ineaktivní geny. Uhrachu je například aktivní jen jeden ze čtyř genů, přítomných vgenomu.


  Lektiny se dělí na:


  
    	Merolektiny: váží se jen na jeden glycid. Nemají schopnost aglutinovat buňky.>


    	Hololektiny: váží se také výhradně na glycidy, ale mají dvě nebo více vazebných domén, takže mohou podmiňovat aglutinaci.


    	Chimérolektiny: fúzní proteiny, které mají karbohydrát vazebnou doménu kombinovanou senzymaticku doménou (např. chitinázovou). Chovají se jako merolektiny nebo hololektiny, podle toho, kolik mají domén, nebo jsou schopny vázat glykoproteiny. Například typ 2 RIP je schopen štěpit chloroplastové proteiny.


    	Lektiny typu 2 RIP: Jsou to lektiny, které mají kromě domény, vážící se na karbohydráty ještě další doménu, která má přesně definovanou enzymatickou aktivitu. Typ 2 RIP má dokonce 2 domény, které se vážou na glykoproteiny. Lektiny typu 2 RIP jsou silně cytotoxické. Jejich řetězec B se váže na glykokonjugátový receptor na buněčném povrchu adostává se dovnitř buněk. Řetězec Akatalyticky inaktivuje ribozómy tím, že štěpí n-glykozidickou vazbu na velké rRNA. Tento protein je vysoce toxický pro všechna eukaryota.

  


  Tento lektin obsahuje např. Ricinus communis ricin. Lektin je toxický pro houby, ne pro bakterie, ale překvapivě podmiňuje také odolnost krostlinným virům.


  Zhlediska perspektiv přenosu genů do kulturních rostlin, geny pro lektiny jsou skupinou, se kterou je třeba zacházet velmi obezřetně. Některé lektiny totiž mohou být toxické ipro obratlovce (viz lektin sněženky  Gallanthus nivalis lektin GA-lektin nebo ricin).


  Geny pro leghemoglobiny


  Leghemoglobiny jsou proteiny, které se vyskytují vkořenových hlízkách leguminóz, které fixují vzdušný dusík vsymbióze sbakterií rodu Rhizobium. Mají zde dvojí funkci: snižují hladinu volného kyslíku, čímž chrání enzym nitrogenázu katalyzující tvorbu amoniaku ze vzdušného dusíku. Enzym je poškozován již nízkými hladinami kyslíku. Fungují také jako přenašeči kyslíku kmístům jeho terminálních akceptorů při dýchání.


  Leghemoglobiny jsou tvořeny monomerními polypeptidy. Apoproteinovou složku kóduje rostlina, zatímco hemová složka je determinována genem rizobakterií. Leghemoglobiny jsou proteiny růžové až červené barvy. Tvoří až 30 % rozpustných proteinů kořenových hlízek ajsou lokalizovány vcytoplazmě buněk azpůsobují tak načervenalé zbarvení hlízek. Při tvorbě kořenových hlízek jsou leghemoglobiny syntetizovány dříve než nitrogenáza, ale další zvyšování aktivity nitrogenázy je vkorelaci se syntézou leghemoglobinů. Exprese genů pro leghemoglobiny vkořenových hlízkách je podmíněna nejen rostlinným genomem, ale igenomem rizobakterií. Primární regulace syntézy leghemoglobinů je na úrovni transkripce. Leghemoglobiny jsou kódovány malou genovou rodinou, která obsahuje také pseudogeny.


  Struktura genů pro leghemoglobiny má mnoho společného se strukturou živočišných genů pro globiny. Živočišné globinové geny, které se účastní tvorby krevního barviva, mají jen dva introny, zatímco rostlinné geny pro leghemoglobiny mají tři introny. Lokalizace intronů vživočišných genech pro globiny odpovídá spřesností na nukleotid lokalizaci prvního atřetího intronu leghemoglobinových genů.


  Globiny jsou vpřírodě všeobecně rozšířeny. Zahrnují tetramerní hemoglobiny vyšších vertebrát, monomerní hemoglobiny prochordát, různé další globiny bezobratlých adimerní globiny vkořenových pletivech neleguminózních rostlin fixujících dusík. Sekvenční shoda živočišných arostlinných genů pro globiny se původně vysvětlovala tím, že došlo kpřenesení živočišného genu do rostlin prostřednictvím neznámého vektoru. Dnes však převažuje názor, podle něhož geny pro globiny jsou přítomny již vrané fylogenezi uprimitivních eukaryont avprůběhu fylogeneze se uchovaly, protože mají vrostlinách obecnou funkci. Leghemoglobinové geny byly podrobně studovány zejména usóji afazolu. Vposlední době je věnována velká pozornost struktuře leghemoglobinových genů tropické rostliny Sesbania rostrata, která tvoří hlízky fixující vzdušný dusík nejen na kořenech, ale ina nadzemních částech rostliny. Projev leghemoglobinových genů udruhu S. rostrata je tedy odlišný od specifičnosti projevu odpovídajících genů usóji. Příčinu těchto odlišností je třeba hledat ve struktuře promotorů. Při analýze sekvencí bází dvou leghemoglobinových genů S. rostrata ajednoho genu sóji byla shledána sekvenční podobnost od počátku translace až kpoloze 240, ale dále byly již sekvence odlišné. Významné promotorové sekvenční úseky TATA aCAAT mají urůzných leghemoglobinových genů shodnou polohu, obvyklou iujiných rostlinných genů. Počátek transkripce vpoloze 48 adruhý, méně často využívaný vpoloze 44 jsou zvláštností leghemoglobinových genů. Analýza promotorů ukázala přítomnost několika významných krátkých sekvenčních úseků DNA, které se podílejí na regulaci leghemoglobinových genů. Byl zjištěn sekvenční úsek 16 bp, skonsenzus sekvencí NTNAATNNTTTATTTN, který se vúseku promotoru vyskytuje 3x. Vbuněčných jádrech buněk vyvíjejících se kořenových hlízek se podařilo prokázat protein, který pravděpodobně funguje jako transkripční faktor. To znamená, že se specificky váže na uvedený úsek DNA. Jedná se oregulační protein ajeho Mr je 50 kD. Vpromotorové oblasti 195 až 157 genu kódujícího leghemoglobin uS. rostrata byly zjištěny dva krátké sekvenční úseky AAAGAT aCTCTT, které jsou vysoce konzervativní upromotorů rostlinných genů, jež se projevují specificky vkořenových hlízkách.


  Geny pro enzymy fotosyntézy


  Přestože fotosyntéza probíhá vchloroplastech, celá řada enzymů tohoto procesu je kódována jaderným genomem. Ktranslaci dochází vcytoplasmě apak jsou proteiny transportovány do chloroplastů. Při transportu dochází kjejich posttranslační úpravě, odštěpení transportního proteinu při průchodu membránou chloroplastů.


  Jaderné geny pro enzymy fotosyntézy tvoří malé genové rodiny. Některé ztěchto genů patří knejlépe prostudovaným rostlinným genům zhlediska primární struktury. První závažný výsledek, který byl při studiu fotosyntézy na úrovni genů získán, je zjištění, že celá řada proteinů chloroplastů, účastnících se při fotosyntéze, se skládá zpodjednotek, které jsou kódovány chloroplastovou DNA, ajiných, kódovaných jadernými geny. Nejvýznamnějším výsledkem studia genových rodin enzymů fotosyntézy je poznání regulace aktivity genů. Bylo umožněno nejen porovnáním sekvencí bází úseků promotorů, ale také pokusy, vnichž byly různým způsobem modifikované klonované geny přenášeny do jiných genomů.


  Geny pro menší podjednotky enzymu Rubisco


  Enzym ribulóza-1,5-bisfosfátkarboxyláza/oxygenáza (Rubisco, rbc, RuBPC) je výchozí enzym fotosyntetické redukce CO2 afotorespirační oxidace uhlíku. Katalyzuje karboxylaci ahydrolytické štěpení ribulóza-1,5-bisfosfátu na dvě molekuly 3-fosfoglycerátu. Uplatňuje se jak vCalvinově cyklu, tak vC4 fotosyntetickém cyklu, který je aktivní vbuňkách pochev cévních svazků. Také urostlin sfotosyntetickým cyklem C3 je tento enzym pletivově specifický. Vyskytuje se především vlistech, méně vostatních zelených pletivech, ale nevyskytuje se vkořenech, pokud nejsou zelené. Aktivní enzym se skládá zosmi jednotek akaždá jednotka je složena ze dvou podjednotek: menší, která je kódována jaderným genomem (gen rbcS) amá velikost asi 14 kD avětší, která má velikost 53 kD aje kódována chloroplastovým genomem (gen rbcL). Uspořádání aktivního enzymu zpodjednotek se uskutečňuje vchloroplastech. Prekurzor menší podjednotky má velikost 20 kD amá signální (transportní) část oMr asi 8 kD, která se odděluje posttranslační úpravou při aktivním transportu do chloroplastů. Tohoto procesu se účastní ATP.


  Geny pro menší podjednotku jsou přítomny vgenomu jako multigenní rodina, obvykle o6 až 12 členech. Geny mají jeden, dva nebo tři introny. Aktivita genů pro menší podjednotku je regulována světlem. Uplatňují se přitom na světlo reagující signální proteiny, fytochromy. Ty nepůsobí přímo jako regulační proteiny na promotory, ale jejich působení je zprostředkováno dalšími proteiny. Velikost úseku promotoru, který ovlivňuje expresi při regulaci světlem iorgánovou specifičností vplné intenzitě, je asi 1 kb. Promotor obsahuje proximální krátké specifické sekvenční úseky adistální zesilovače. Aktivita jednotlivých genů genové rodiny se mění vrůzných pletivech aběhem vývoje rostliny. Část genů existuje vtandemových repeticích ačást je jich na dalších místech genomu jednotlivě. Například urajčete se genová rodina skládá zpěti genů, znichž dva existují izolovaně na různých místech genomu atři tvoří tandemovou repetici, jejíž délka na chromozómu činí 10 kb. Srovnání sekvencí bází DNA pro rbcS zrůzných genomů ukázalo vysoký stupeň homologie mezi kódujícími iregulačními sekvencemi všech genů. Geny mají tři, dva nebo jeden intron apoloha intronů je urůzných genů stálá.


  Geny pro menší ivětší podjednotku enzymu byly nalezeny také uněkterých bakterií asinic. Původně byly geny pro menší avětší podjednotku na DNA řazeny tandemově. Toto seřazení genů, kde gen pro větší podjednotku (rbcL) sousedí ve směru 3´ sgenem pro menší podjednotku (rbcS) aoba dohromady tvoří operon. Tato organizace existuje také usinic. Vprůběhu evoluce byly geny pro menší podjednotku enzymu (rbcS) přeneseny do jádra agenové produkty pak mohly získat jiné funkce. Především to bylo připojení transportního peptidu pro transport do chloroplastů. Musely vzniknou inové regulační signály ke koordinaci genů větší amenší podjednotky. To obstarává působení fytochromů.


  Dalšími geny podílejícími se svými produkty exprese na fotosyntéze jsou geny pro proteiny světlosběrných komplexů (CAB angl. chlorophyll a/b binding proteins) fotosystému II afotosystému I. Geny pro všechny typy proteinů CAB jsou kódovány malými genovými rodinami, které se obvykle skládají z7 až 16 členů. Další komponentou jsou geny pro fosfoenolpyruvátkarboxylázu.


  Geny pro stresové proteiny


  Existuje několik skupin stresových proteinů kódovaných geny, jejichž promotory jsou aktivovány při různých typech stresů. Většina těchto genů je přítomna vgenových rodinách, ale některé jsou zastoupeny jen dvakrát, popř. vjsou jedinečné. Podle typu stresového faktoru, můžeme geny rozdělit na následující typy:


  
    	Geny proteinů aktivovaných patogeny,


    	Geny proteinů aktivovaných nízkými teplotami,


    	Geny proteinů tepelného šoku,


    	Geny proteinů aktivovaných nedostatkem kyslíku při zaplavení,


    	Geny proteinů aktivovaných poraněním.

  


  Regulace genové exprese


  Naskýtá se otázka, jak vznikají rozdíly mezi různými typy buněk, když každé jádro mnohobuněčného organizmu obsahuje kompletní genetickou informaci (totipotence). Odpověď je jednoduchá; ne všechny geny jsou stále aktivní ve všech buňkách. Exprese genů je regulována vývojovými signály asignály zprostředí, které jsou detekovány regulačními oblastmi genů apodle toho dochází kaktivaci nebo supresi exprese genů.


  Exprese genů rostlin asyntéza enzymů abílkovin je regulována vněkolika různých stupních:


  
    	konformace chromatinu,


    	kontrola transkripce,


    	kontrola úprav transkriptu atransport,


    	stabilita mRNA,


    	kontrola translace,


    	kontrola posttranslačních procesů, jako je fosforylace proteinů,


    	transport bílkovin.

  


  Budou popsány elementy DNA regulující transkripci RNA adiskutováno, jak geny detekují aodpovídají na signály aktivující transkripci.


  Orgánově abuněčně specifická regulace


  Buňky, které jsou součástí jednotlivých pletiv aorgánů, mají aktivovány různé skupiny genů pro regulační proteiny (trans-aktivační faktory). Ty působí na soubor genů agenových rodin se společnými krátkými promotorovými sekvenčními úseky. Orgánově specifickou regulaci genových aktivit nelze oddělit od ontogeneze rostliny. Velké skupiny genů, které jsou aktivní během embryonálního vývoje araných fází vývoje semen, jsou zapínány avypínány současně aspokračujícím vývojem se jejich aktivace mění. Stejné rozdíly jsou imezi orgány, pletivy orgánů abuňkami pletiv aspektrum právě aktivovaných genů se mění vprůběhu vývoje rostliny. Současně se mění kvalita ikvantita regulačních signálů istupeň odpovědi na tyto signály.


  Polyzómy všech rostlinných orgánů transkribují tisíce až desetitisíce typů mRNA; část je společných, ale každý orgán má specifické jinde se nevyskytující typy mRNA. Například uembryí bavlníku se transkribuje asi 30 tisíc různých sekvencí mRNA.


  Dobře charakterizovaný gen kukuřice, který má důležitou funkci vdeterminaci průběhu buněčného dělení, je Knotted1 (Kn1). Tento gen je nezbytný při zachování meristému výhonu adochází-li kjeho expresi vlistech, kde je normálně inaktivní, stimuluje proliferaci cévních buněk, které tvoří hrbolky pletiva, protože buňky se dělí mimo plochu listu. Toto abnormální buněčné dělení se vyskytuje poté, co proliferace buněčného dělení by se měla zastavit učepele plně diferencovaného listu. Knotted1 je označován za dominantní nebo aktivační mutaci (angl. gain of function), protože fenotyp vzniká na základě exprese genu spíše než na základě ztráty exprese. Geny podobné tomuto byly identifikovány iujiných druhů KNAT1 uArabidopsis, avždy mají funkci vmorfologii avývoji listů.


  Vnitřními signály genové regulace jsou rostlinné hormony auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisová (ABA) aetylén, které působí na regulaci různých genů rostlinného genomu přímo na úrovni transkripce, ale současně ina dalších úrovních. Toto působení se děje modifikačním vlivem na regulační proteiny. Auxiny regulují buněčné dělení, prodlužování adiferenciaci buněk. Byla pozorována jak pozitivní tak negativní regulace auxinem. Cytokininy působí na mnoha úrovních. Aktivují buněčné dělení, stimulují růst buněk, snižují apikální dominanci rostliny, oddalují stárnutí buněk, aktivují chloroplastový aparát, způsobují otevření průduchů, mají ochranný vliv vůči nepříznivým faktorům prostředí. Gibereliny výrazně ovlivňují růst rostlin, významně se uplatňují při regulaci klíčení semen akvetení. Klasickým příkladem vlivu giberelinů na transkripční úrovni je indukce aktivity amyláz vpočátečních fázích klíčení obilek ječmene. Kyselina abscisová reguluje mnoho významných vývojových procesů jako je vývoj aklíčení semen, funkci průduchů, odpověď rostliny na vodní deficit. Je antagonistou giberelinu. ABA inhibuje předčasné klíčení semen, ale stimuluje normální embryogenezi. Etylén ovlivňuje klíčení semen, růst klíčních rostlin, odpověď na poranění ajiná stresová působení ataké zrání plodů.


  Regulace podněty zprostředí


  Vnější prostředí rostliny vysílá směrem krostlině řadu podnětů, které fungují jako signály pro aktivaci transkripce genů. Takovými hlavními podněty jsou světlo, délka dne, denní (cirkadiální) rytmy, patogeni, poranění ajiné stresy, které se často překrývají. Například sucho způsobuje stres vlivem nedostatku vody pro kořeny aindukuje aktivaci genů pro syntézu rostlinného hormonu ABA. ABA potom iniciuje kaskádu procesů končících ztrátou iontů zochranných buněk, tím zavírání průduchů scílem minimální transpirace aztráty vody.


  Regulační elementy promotoru


  Většina regulačních elementů genů je umístěna proti směru (5´) transkripce, jako promotor. Regulační elementy umístěné na stejném řetězci DNA jako kódující oblast genu, se nazývají cis-elementy. Je to především TATA box, který je uvětšiny eukaryotických genů, vpozici -30 (tj. 30 nukleotidů od začátku transkripce). Vedle něj je lokalizován další cis-element CAAT box. TATA je místem vazby RNA polymerázy II. Inducibilní geny obvykle obsahují TATA box aalespoň dva další cis elementy, které mají významnou funkci vkonečných fázích přenosu signálu zprostředí.


  Regulační elementy jsou často idále od TATA boxu proti směru transkripce, ive směru transkripce, vnetranslatované oblasti adokonce ivintronech. Tyto elementy obvykle fungují jako zesilovače apřispívají kefektivnosti RNA polymerázy II při aktivaci transkripce genu.


  Sekvence zesilovače často tvoří stovky bp amohou obsahovat kazety repetic, znichž každá může fungovat nezávisle jako cis-element. Zesilovače mohou fungovat vobou směrech ive značné vzdálenosti od kódující oblasti genu. Působí-li jako cis-elementy, musí být na stejném řetězci DNA jako oblast genu, který ovlivňují. Zesilovače mohou také regulovat specificitu exprese, kdy je určitý gen exprimován jen vurčitém pletivu nebo orgánu. Tato funkce je zachována ivpřípadě, že je zesilovač odstraněn zobvyklého místa aumístěn vjiném genu, kde aktivuje tkáňově specifickou expresi nového hostitelského genu. Strukturálně podobné umlčovače fungují proti regulaci exprese genu.


  Zesilovače je možné vrostlinném genomu identifikovat prostřednictvím systému pasti na zesilovače, který souvisí saktivitou transpozonů. Ac element je modifikován, takže nedochází kjeho transpozici, akódující sekvence transponázy jsou pod kontrolou promotoru 35S CaMV. Jde tedy oDs element obsahující bezpromotorový gen pro β-glukuronidázu (GUS). Jestliže se konstrukt Ds/GUS transponuje před promotor vblízkosti vhodného zesilovače, buňka exprimuje enzym GUS, což lze detekovat kalorimetricky.


  Rostlinné geny spodobnou funkcí mají elementy promotoru podobné. Například řada genů aktivovaných signály zvnějšího prostředí má konzervativní cis-element nazývaný G-box (5´-TCCACGTGGC-3´), který rozpoznává tento typ signálů. Deleční amutační analýzy promotorů citlivých ke světlu, UV záření, ABA, kumarové kyselině (fenolická látka), chladu adehydrataci ukazují, že změna G-boxu ovlivňuje schopnost promotoru reagovat na konkrétní signál. Významným rysem všech těchto promotorů je nezbytná přítomnost ještě jednoho cis-elementu kromě G-boxu, aby transkripce genu byla dostatečná. Jeden znich je ABA-responzivní element ABRE vpromotorech několika genů, které jsou aktivovány ABA. Mutační adeleční analýza spromotory obsahujícími ABRE element ukazuje, že ačkoli je G-box nezbytný pro funkci genů sABRE elementem, přítomnost G-boxu není dostačující pro rozpoznání signálu zprostředkovaného ABA. G-box asi plní funkcí při vazbě nějakého obecného transkripčního faktoru, který funguje vkombinaci se specifickými regulačními proteiny při aktivaci RNA polymerázy II.


  Transkripční faktory


  Cis-elementy promotorů fungují ve spojitosti sproteiny (transkripční faktory, trans-elementy), které se vážou na DNA, aumožňují navázání RNA polymerázy II. Transkripční faktory mají alespoň dvě domény; jedna funguje při rozpoznání anavázání kcis-elementu adruhá při vazbě sdalšími proteiny, které se účastní aktivace transkripce. Transkripční faktory jsou kódovány rodinami genů vždy pro populaci příbuzných proteinů.


  Transkripce genů je řízena multifaktoriálním nukleoproteinovým transkripčním komplexem. Modelová situace je uvedena na obr. 1.2. Aktivita RNA polymerázy II vyžaduje spolupráci řady základních transkripčních faktorů, bílkovin, které se vážou na TATA box (TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH) spolu sTATA vazebným proteinem (TFIID). Kromě toho je do transkripce RNA polymerázou II zahrnut specifický transkripční faktor (aktivátor), který se váže na distální promotorové elementy. Tyto transkripční faktory určují typ exprese určitého genu.
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    Tab. 1.3 Transkripční faktory rostlin ajejich regulační funkce

    (Myb transkripční faktor kvasinek, živočichů irostlin; SRF savčí transkripční faktor; bZIP transkripční faktor; "" neurčeno)
  


  Sekvence distálních promotorových elementů byla identifikována uřady genů:


  Box leguminu TCCATAGCCATGCAAGCTGCAGAATGTC determinuje regulaci genů pro tvorbu leguminu během vývoje semen.


  
    	Element ABRE (angl. abscisic acid-responsive element) CGAGCAGGC byl zjištěn vpromotorových oblastech několika genů, které jsou regulovány rostlinným hormonem kyselinou abscisovou.


    	Element LRE (angl. light-responsive element) sboxem GATAAG, sboxem II GTGTGGTTAATATG aboxem III ATCATTTTCACT byl zjištěn uněkterých genů kódujících fotosyntézu, které jsou regulovány světlem.


    	Element ARE (angl. anaerobic responsive element)

  


  Specializované transkripční faktory, které se mohou vázat na distální promotorové elementy, byly izolovány uněkterých rostlinných druhů. Byl klonován transkripční faktor EmBP-1 pšenice. Interaguje specificky selementem ABRE. Některé transkripční faktory avazebná místa promotorů jsou uvedena vtab. 1.3.


  Proteiny shomeodoménami jsou kódovány geny stzv. homeoboxy, což jsou sekvence dlouhé 180 bp. Tyto proteiny fungují jako transkripční faktory při regulaci různých vývojových stadií rostlin aspecifitě mnoha orgánů apletiv. Geny shomeoboxy byly poprvé identifikovány uDrosophila. Mutace těchto genů mají za následek značné vývojové defekty, jako je tvorba jiných orgánů. Ukukuřice jsou takovými geny Knotted1 aZMH1/ZMH2. Knotted1 byl prvním takovým genem identifikovaným urostlin.


  Funkce chromatinu


  Hlavním kritériem pro aktivní transkripci genu RNA polymerázou II je dostupnost DNA, která je naopak determinována konformací chromatinu.


  Histony pomáhají regulovat transkripci prostřednictvím stupně kondenzace DNA. Specifické enzymy jako je histonová acetyl transferáza mohou modifikovat histony atak inhibovat kondenzaci atím vytvořit oblast genomu přístupnou pro transkripční faktory. Odstranění acetylových skupin zhistonů prostřednictvím deacetylázy zvyšuje kompaktnost chromatinu azpůsobuje, že geny jsou méně přístupné pro RNA polymerázu.


  Genomy vyšších eukaryot jsou pravděpodobně organizovány do smyčkových domén chromatinu prostřednictvím připojení kjaderné síti (angl. scaffold). Smyčky, které jsou vrozsahu 5 až 200 kb, jsou zde připojeny vmístech MAR (angl. matrix attachment region). MAR jsou bohaté na motiv DNA AT ajsou dlouhé 200 až 1000 bp. MAR plní funkci ve strukturní organizaci genomu amohou usnadňovat transkripci genů nebo skupin genů prostřednictvím tvorby méně kondenzované struktury chromatinu. Chromatinové vlákno je koblasti MAR připojeno proteinem MAR. Oblasti MAR obklopují kódující oblasti genů ačasto jsou spojeny sregulačními elementy. MAR byly charakterizovány ugenů sóje, tabáku, hrachu akukuřice. Také gen pro β-fazeolin ufazolu je ohraničen takovou sekvencí MAR na 5´ konci apři transkripci funguje společně se zesilovačem genu. Také bylo zjištěno, že tato oblast genu má zvýšenou citlivost kDNáze I.


  Epigenetické mechanizmy genové regulace


  Exprese genů může být ovlivněna epigenetickými změnami vgenomu, které jsou dědičné areverzibilní.
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    Obr. 1.2 Vytvoření aktivního transkripčního komplexu (TCS začátek transkripce)

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  Transpozony


  Transpozony jsou sekvence DNA, které mají schopnost měnit svoji lokalizaci vgenomu transpozicí, kterou umožňují produkty genů, které jsou součástí daného nebo příbuzného elementu. Transpozony mohou být rychle apoměrně stabilně fixovány vpopulaci, přestože snižují zdatnost rostlin amají mutagenní účinek.


  Podobně jako ujiných eukaryot, také urostlin byly objeveny transpozony. Transpozony tak odlišných organizmů jako je Drosophila, kvasinky akukuřice mají značně konzervativní způsob transpozice. Vlastnímu objevu transpozonů předcházely neobvyklé výsledky hybridizačních analýz ukukuřice. Vroce 1938 analyzoval Marcus Rhoades neobvyklé výsledky po samosprášení mexické kukuřice. Linie, která se vyznačovala zbarvenými obilkami, dala po samosprášení rostliny se zbarvenými, skvrnitými abezbarvými obilkami vpalici vmodifikovaném mendelovském dihybridním štěpném poměru 12 : 3 : 1. Analýza ukázala, že se jednalo omutace ve dvou genech, genu pro zbarvení (tvorba pigmentu) A1/a1 agenu podmiňujícího skvrnitost Dt/dt. Formální genetické vysvětlení tohoto štěpného poměru bylo založeno na tom, že původní linie byla genotypu A1A1 dt dt amutacemi se změnila na dihybridní A1a1 Dt dt, kde alela A1 podmiňuje zbarvení obilek aalela Dt skvrnitost. Barevné skvrny se však mohou fenotypově projevit pouze na pozadí jinak nezbarvených obilek. Po samosprášení dihybridního genotypu vzniklo potomstvo: 9/16 A1- Dt- a3/16 A1- dt dt se zbarvenými obilkami, 3/16 a1a1 Dt- se skvrnitými obilkami a1/16 a1a1 dt dt sobilkami bezbarvými.


  Rhoades předpokládal, že skvrnitost by mohla být zapříčiněna reverzními mutacemi alely a1 na A1 vsomatických buňkách, avšak velký počet skvrn na obilkách by zároveň znamenal extrémně vysokou rychlost reverze. Různým křížením nakonec prokázal, že alela a1 je opravdu nestabilní mutantní alelou, ukteré svysokou četností dochází kreverzním mutacím. Tato nestabilita je však závislá na přítomnosti alely Dt jiného nevázaného genu.


  Podobné pokusy ukukuřice prováděla vpadesátých letech iBarbara McClintock, jejíž výsledky vedly kobjevu transpozonů ukukuřice.


  B. McClintock (nar. vr. 1902) se zabývala vlaboratořích Cold Spring Harbor vUSA cytogenetikou kukuřice. Prováděla velká množství křížení, při kterých zjistila iprojevy různé genetické nestability. Vtěchto případech zjistila chromozomové zlomy atvorbu skvrn vsomatickém pletivu kukuřičného zrna. Tyto své výsledky zveřejnila vroce 1951 formou přednášky apoté vr. 1953 je publikovala. Avšak její genetické analýze jevu, který, jak dnes víme, byl podmíněn chováním transpozonů, bylo obtížné porozumět, aproto se její práce nesetkala sodezvou ve vědecké komunitě (dostala pouze dvě žádosti oseparát své publikace zr. 1953). McClintock objevila autonomní aneautonomní transpozony ukukuřice (slovo transpozice použila poprvé vr. 1949). Našla genetický faktor Ds (disociátor), který podmiňuje vysokou náchylnost kchromozomovým zlomům vmístě, kde se nachází. Tyto zlomy mohou být lokalizovány buď cytologicky nebo geneticky (obr. 1.3). Navíc se zjistilo, že tato nestabilita je závislá na přítomnosti nevázaného genu Ac (aktivátoru), podobně jako nestabilita a1 byla závislá na přítomnosti Dt.


  Když se McClintock pokusila lokalizovat gen Ac na chromozom, zjistila, že to není možné, neboť se urostlin téže linie nacházel vrůzných místech. Také lokus Dt měnil svou polohu na rameni chromozomu, jak se zjistilo podle exprese různých recesivních fenotypů projevujících pseudodominanci (obr. 1.3). Na základě dalších pokusů bylo zjištěno, že se ukukuřice vyskytují mobilní elementy, které se mohou přemísťovat vjaderném genomu azpůsobovat nestabilní mutace genu, do nichž se začlení. Její práce byla přijata až za deset let, kdy byly transpozony objeveny ubakterií.


  Teprve molekulární analýza potvrdila pozorování avysvětlení tohoto jevu atřicet let po publikování svých výsledků dostala B. McClintock za svou práci Nobelovu cenu (1983).


  Obecná charakteristika transpozonů


  Transpozony či mobilní elementy jsou části DNA, které se mohou přemísťovat (transponovat) vjaderném genomu.


  Ukukuřice bylo nalezeno několik systémů podobných a1/Dt aDs/Ac. Jejich působení je obdobné mají cílový gen, který je inaktivován inzercí nějakého receptorového elementu do jeho struktury, asamotný regulátorový gen udržující mutační nestabilitu. Například mobilní element Ds se může začlenit do genu waxy, který podmiňuje charakter endospermu (škrobový či voskový) azpůsobit za přítomnosti Ac jeho nestabilitu. Uvedené příklady jsou příkladem neautonomního transpozonu, který pro svou transpozici vyžaduje přítomnost jiného mobilního elementu vgenomu. Autonomní transpozony se naopak mohou přemísťovat vgenomu nezávisle na jakémkoli jiném elementu.


  Transpozony často způsobují inzerční mutace tím, že se začlení do funkčních genů aporuší tak jejich integritu. Následné vyčlenění transpozonu zmutantního genu (atedy obnova funkce genu) způsobí somatické reverzní mutace vpříslušných buňkách. Tyto mutace se často projeví jako skvrnitost nebo variegace barvy nebo struktury pletiva, které vzniklo dělením buněk, vnichž byl příslušný gen aktivován. Na rozdíl od variegace způsobené virovými chorobami, chimérickým stavem nebo chloroplastovými mutacemi, jeví mutace způsobené transpozony mendelistickou dědičnost.


  
    [image: Detekce chromozomových zlomů u kukuřice vlivem genetického faktoru Ds]

    Obr. 1.3 Detekce chromozomových zlomů ukukuřice vlivem genetického faktoru Ds

    A/ cytologicky aB/ geneticky, podle recesivních fenotypů c (bezbarvý), sh (svraštělý), bz (bronzový), wx (voskový).
  


  Struktura mobilních elementů Ac aDs kukuřice


  Element Ac je dlouhý 4563 bp skoncovými 11 bp dlouhými obrácenými repeticemi. Transpozon kóduje transkript o3,5 kb avýsledný protein s807 aminokyselinami stransponázovou aktivitou. Gen pro transponázu je rozdělen na exony, jak ukazuje schematický obrázek 1.4. Vgenomu je přítomna vždy jedna jeho kopie. Při větším počtu kopií by docházelo kjejich vzájemné inaktivaci. Elementů Ds může být až 10 kopií vgenomu.


  
    [image: Struktura autonomního transpozonu Ac kukuřice]

    Obr. 1.4 Struktura autonomního transpozonu Ac kukuřice

    (1 5 exony, a d introny)

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  Struktura Ds elementů vykazuje rozsáhlou homologii sAc; tyto elementy jsou však kratší azjevně vznikly delecí vnitřní části čtecího rámce Ac. Poněvadž Ds elementy nemají úplný čtecí rámec, nemohou produkovat aktivní transponázu, aproto se nemohou samy autonomně transponovat. Mobilizace jejich transpozice je možná pouze za přítomnosti transponázy produkované elementy Ac. Ne všechny elementy Ds kukuřice vykazují deleci ve srovnání sAc. Byly nalezeny ijiné svelmi malou homologií sAc, např. Ds2 nebo Ds5933. Celkem bylo identifikováno asi 20 členů rodiny Ds.


  Ukukuřice byly popsány idalší systémy působení mobilních elementů ajejich struktura, například systém En/Spm (angl. enhancer/supresor mutator).


  Strukturně podobný jako Ac je mobilní element Tam3 objevený uhledíku (Antirrhinum majus); má však 12 bp dlouhé invertované repetice aobsahuje čtecí rámec bez intronů. Produkovaný protein vykazuje asi 60% identitu aminokyselin stransponázou Ac. Oba srovnávané elementy mají 8 bp dlouhé cílové místo pro včlenění do DNA. Srovnání Tam1 hledíku sSpm kukuřice odhalil téměř identickou sekvenci terminálních repetic iexonů obou elementů. Tyto elementy při začleňování do DNA vytváří 3 bp dlouhé duplikace. Při sekvenování DNA se podle těchto duplikací odhalí místo, ve kterém byl transpozon začleněn. Duplikace aneúplné duplikace jsou způsobeny při transpozici nepřesným štěpením DNA atvorbou jednovláknových zlomů působením transponázy. Vmístech transpozice tak dojde kposunutí ourčitý počet nukleotidů (3 až 12). Při reparačním procesu je struktura rostlinné DNA uzavřena dosyntetizováním jednovláknových úseků aligací obou konců vláken DNA.


  Transpozice elementů Tam je silně ovlivňována prostředím. Při množení rostlin hledíku při 15ºC se frekvence transpozice zvyšuje až 1000krát ve srovnání smnožením při 25ºC. Transpozony se začleňují do genů pallida anivea, které podmiňují syntézu antokyanu. Inaktivace těchto genů se projeví fenotypově různě pigmentovanými askvrnitými květy.


  Při klonování genu Rugosus (R/r) Pisum sativum byla identifikována duplikace dlouhá 12 bp, která je homologní sterminálními sekvencemi elementu Ac kukuřice. Svědčí to ominulé přítomnosti transpozonu. Gen tvoří enzym SBEI (angl. starch branching enzyme) zodpovědný za větvení molekuly škrobu. Při inaktivaci genu transpozicí dochází kakumulaci sacharózy, zvýšení obsahu vody azměnám vosmotickém tlaku. Při zrání semen genotypu rr tato ztrácí více vody než semena genotypu R- avdůsledku toho se vytváří charakteristický svraštělý fenotyp.


  Transpozonové mutace (transpozon tagging)


  Sekvence transpozonů lze využít jako sondy při klonování transpozonů stejného typu aizolaci mutantních genů.


  Mobilní element Ac, který byl nalezen ujednoděložné rostliny, je schopen transpozice ido genomu různých dvouděložných druhů rostlin (heterologní transpozice) jako je Arabidopsis, tabák, rajče, sója nebo brambor. To otevřelo možnost použít tyto elementy pro získávání nových mutací. Byly navrženy postupy efektivního vyhledávání aizolace inzerčních transpozonových mutací. Schéma tohoto postupu je na obr. 1.5. Element Ds astabilizovaný element Ac (sAc) byly vneseny zvlášť do genomu jednotlivých rostlin standardního typu. Tyto rostliny se následně mezi sebou kříží. Poněvadž rostliny F1 obsahují oba typy elementů, bude Ds mobilizován transponázou produkovanou elementem Ac. Mobilizovaný Ds se může náhodně začlenit do příslušného žádoucího genu (Ph) za vzniku inzerční mutace Ph::Ds. Vznikne-li začleněním elementu mutace recesivního typu, je možno ji detekovat křížením F1 srostlinami homozygotně recesivními pro tento gen (ph ph). Většina potomstva ztohoto křížení bude heterozygotní (Ph ph) astandardního fenotypu, avšak budou zde irostliny, které zdědily od jedinců F1 alelu stranspozonem aty budou mutantní, genotypu Ph::Ds ph.


  Jinou možností indukce transpozonové inzerční mutace je využití autonomního elementu Ac. Ten je součástí konstruktu vytvořeného zT-DNA Agrobacterium tumefaciens (vzaváděcí sekvenci markerového genu pod řízením promotu 35S). Po transformaci rostlin tímto konstruktem může dojít kexcizi Ac aaktivaci markerového genu. Expresi tohoto genu je možné detekovat jen vurčitých pletivech, tedy vpotomstvech buněk, unichž došlo kexcizi. Po excizi se může Ac začlenit do sousedního genu azpůsobit jeho inaktivaci.


  
    [image: Indukce transpozonové mutace. Postup využití klonovaného neautonomního transpozonu Ds při inzerční mutagenezi a klonování genu Ph]

    Obr. 1.5 Indukce transpozonové mutace. Postup využití klonovaného neautonomního transpozonu Ds při inzerční mutagenezi aklonování genu Ph

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  Retrotranspozony


  Uvyšších rostlin, jako například uArabidopsis nebo Nicotiana, byly objeveny částice strukturálně podobné retrovirům abyly nazvané retrotranspozony. Jsou to úseky DNA schopné vkládat své vlastní kopie do nových pozic vgenomu. Jsou virového původu ajako retroviry mají gen kódující reverzní transkriptázu, která umožňuje přepis RNA (vzniká transkripcí retrotranspozonu) do komplementární DNA. Tato DNA je přesnou kopií původního retrotranspozonu aje vložena do nového místa vgenomu (retropozice). Přímým důsledkem transpozice retrotranspozonů je zvyšování jejich počtu. Genom kukuřice je jimi tvořen až z50%. Voblasti genu Adh1 je několik kopií retrotranspozonu Opie. Ubobu představují elementy typu Ty1-copia kolem 40 % genomu. Konkrétní retrotranspozon se může vyskytovat ivněkolika desítkách kopií, například Tnt1 se vyskytuje vgenomu tabáku vněkolika stovkách kopií. Vgenomu ječmene je přítomen element bis1, který tvoří několik procent celkové genomové DNA.


  Délka retroelementů je vrozmezí 1 až 13 kb. Těmto rostlinným retrotranspozonům však chybí sekvence homologní soblastí env kódující strukturální bílkovinu plášťového obalu, která je nezbytná pro pohyb mezi buňkami. To znamená, že retrotranspozony nemohou tvořit částice podobné virům. Strukturní podobnost mezi retroviry aretrotranspozony je pravděpodobně výrazem jejich evoluční příbuznosti. Pro retroelementy jsou typické sekvence: gen gag kódující strukturální protein, gen prot (proteáza), gen pro reverzní transkriptázu, RNázu H aintegrázu. Vsoučasné době se studuje jejich schopnost retropozice do různých rostlinných genomů. Podobně jako transpozony mohou sloužit jako nástroje kcílenému vnášení požadovaných genů do různých genomů, jsou zdrojem rozmanitosti vlivem své schopnosti inaktivace genu po svém začlenění retropozicí.


  Retrotranspozon kukuřice Mu (Mutátor) transponuje tak často, že dochází až k50krát vyšší četnosti mutací než vgenomu bez tohoto elementu amutace jsou většinou nestabilní. Vgenomu se vyskytuje 20 až 40 kopií. Při křížení kukuřice sMu1 skukuřicí bez něj, dojde kretropozici Mu1 aintegraci do nových míst genomu, přičemž počet kopií se doplní na původní počet. Vhostitelském genomu tvoří Mu 9 bp dlouhou repetici. Od konce 70. let minulého století, kdy byl Mu objeven, byla pomocí něho získána ukukuřice řada mutací.


  Další elementy kódující transponázy


  První skupina obsahuje elementy scharakteristickou obrácenou terminální sekvencí, které se pohybují po chromozomu prostřednictvím mnohonásobných zlomů aligací. Jsou to např. elementy TphIupetúnie aTagIuhuseníčku. Ktranspozici dochází převážně do genů na témže chromozomu.


  Byly identifikovány dvě další rodiny mobilních elementů této skupiny. Alespoň uněkterých druhů rostlin se vyskytují ve velkém počtu kopií. Elementy trav Tourist se často vyskytují ukukuřice (přibližně na každých 30 kb genomu) ve více než 10 tisících kopiích. Element Stowaway je široce rozšířen ujednoděložných idvouděložných druhů. Jsou malé, mají konzervativní terminální obrácenou repetici azačleňují se do sekvencí TA.


  Mimojaderná DNA


  Jedním zhlavních rysů eukaryotických buněk, ve srovnání sprokaryotickými, je přítomnost různých vnitrobuněčných organel. Organely jako jsou mitochondrie achloroplasty mají svůj původ vsymbióze sprimitivními buňkami ana rozdíl od dalších organel mají vlastní genetickou informaci. Během evoluce eukaryot byla řada jejich genů přenesena do jaderných genomů. Dlouhé úseky organelové DNA byly přeneseny do jaderných chromozomů až později během evoluce. Tyto sektory jsou snadno detekovatelné prostřednictvím hybridizace sklonovanou chloroplastovou DNA. Důsledkem původu plastidů amitochondrií jsou shodné znaky sprokaryotickými organizmy, jako je např. organizace jejich genomů do operonů nebo charakter ribozomální RNA.


  Existence chloroplastové amitochondriální DNA byla objevena před 40 lety avýzkum směřuje ke studiu struktury afunkce těchto genomů. Funkce genů jednotlivých organel je silně regulována jadernými geny adochází ke koordinaci exprese jaderných, chloroplastových amitochondriálních genů. Některé sekvence jaderné, chloroplastové amitochondriální DNA jsou homologní. To dokazuje existenci mechanizmů, které umožňují přenos (výměnu) genetického materiálu mezi organelami. Dědičnost organel atím ijejich genomů je u vyšších rostlin většinou uniparentální.


  Chloroplastová DNA


  Chloroplasty jsou organely, které se diferencují na světle zcytoplazmatických organel nazvaných proplastidy přítomných vmeristematických buňkách. Chloroplasty jsou 5 až 10 μm velké čočkovité struktury obklopené dvojitou membránou. Buňky listového mezofylu obsahují až 100 chloroplastů.


  Dvojitá membrána chloroplastu obklopuje vlastní tělo chloroplastu, které obsahuje enzymy pro fixaci oxidu uhličitého, biosyntézu aminokyselin ametabolizmus lipidů. Uvnitř těla je systém thylakoid, který obsahuje proteiny pro světelnou reakci fotosyntézy. Chloroplasty jsou organely, které mají schopnost množit se aobsahují mnoho kopií dvouřetězcového kružnicového chromozomu, který je tvořen DNA. Jednotlivé buňky se liší počtem jeho kopií vkaždém chloroplastu. Buňky mezofylu mladých listů jich obsahují až 100, zatímco chloroplasty starých listů mají jen 20 až 30 kopií. Počet kopií chloroplastového chromozomu vjednotlivých buňkách listu se tak pohybuje kolem 500 až 10 000 atvoří 10 až 20 % DNA přítomné vbuňkách listů.


  Chloroplastové chromozomy se nacházejí uvnitř těla chloroplastu aněkterými rysy své struktury se podobají prokaryotickým chromozomům. Jsou to kružnicové molekuly DNA, které na rozdíl od jaderných chromozomů netvoří komplex shistony. Replikace chloroplastové DNA (cpDNA) ajejí distribuce mezi dceřinými proplastidy je komplexním procesem. Uvětšiny rostlin je cpDNA dlouhá 120 až 160 kb. Celý chloroplastový chromozom druhů A. thaliana, Nicotiana tabacum, Marchantia polymorpha (porostnice mnohotvárná), ale iOryza sativa, Triticum aestivum, Zea mays, Pinus thumbergii, Spinacia oleracea, Medicago truncatula aLotus japonicus byl již sekvenován. Jsou známy kompletní sekvence chloroplastových geonomů více nez 100 druhů rostlin.


  Chromozom tvoří obvykle čtyři segmenty: velká amalá oblast sjednokopiovými geny, advě kopie invertovaných repetic, které tyto dvě oblasti oddělují. Chloroplastové genomy byly klasifikovány do tří typů. První skupinu tvoří čeleď Pinaceae aleguminózy (včetně hrachu afazolu), které mají chloroplastové chromozomy bez obrácené repetice. Chloroplastové chromozomy ostatních vyšších rostlin mají velkou (6 až 76 kb) obrácenou repetici. Do třetí skupiny patří řasa Euglena gracilis spěti tandemovými repeticemi.


  Organizace chloroplastového genomu


  Chloroplastové genomy obsahují 120 až 140 genů. Poznatky otěchto genech byly získány genetickou analýzou, studiem syntézy proteinů uizolovaných chloroplastů, RNA-DNA hybridizací (která umožnila identifikovat některé geny pro rRNA atRNA) aklonováním společně se sekvenační analýzou. Další geny kódují některé proteiny ribozomů, podjednotky RNA polymerázy aněkteré procesy fotosyntézy.


  Syntéza proteinů


  Chloroplastový genom obsahuje většinu genetické informace pro syntézu chloroplastem kódovaných proteinů a4 geny rRNA, které jsou součástí velké obrácené repetice (udruhů stouto obrácenou repeticí). Další geny determinující chloroplastové proteiny zahrnují geny pro ribozomové proteiny, geny asi pro 30 tRNA ageny pro RNA polymerázu aelongační faktory.


  Syntéza chloroplastových proteinů má podobný mechanizmus jako uprokaryot. Chloroplastové ribozomy (70S) jsou menší než eukaryotické cytoplazmatické ribozomy (80S) ana rozdíl od nich jsou inhibovány antibiotikem chloramfenikolem. Vtab. 1.4 jsou uvedeny rRNA chloroplastových ribozomů kukuřice. Molekuly 23S a16S jsou podobné ekvivalentním molekulám prokaryotických ribozomů. Molekula 5S je přítomna ve všech ribozomech kromě ribozomů hub aživočichů, ale molekula 4,5S rRNA se vyskytuje pouze uchloroplastů. Chloroplastové ribozomy obsahují asi 60 různých proteinů aasi jedna třetina znich je pravděpodobně kódována chloroplastovou DNA. Podobné uspořádání genů chloroplastového operonu rpl23 tabáku ahomologních genů spc aα operonu E. coli S10 naznačuje, že geny E. coli atabáku mohou pocházet od společného předka.


  Introny


  Chloroplastové ribozomové geny tabáku rpl2 arpl16 obsahují intron stejně jako několik dalších chloroplastových genů. Většina těchto genů obsahuje jediný intron. Ne všechny chloroplastové genomy mají stejnou strukturu.


  Uchloroplastových genomů byl zjištěn způsob trans sestřihu stejně jako umitochondrií (kap. Mitochondriální DNA).


  
    
      	Podjednotka

      	rRNA

      	Počet nukleotidů

      	Poznámka
    


    
      	Velká podjednotka

      	23S

      	2860

      	Podobné prokaryotickým ribozomům
    


    
      	5S

      	122

      	Uvšech ribozomů kromě mitochondrií hub aživočichů
    


    
      	Malá podjednotka

      	4,5S

      	95

      	Pouze uchloroplastů vyšších rostlin
    


    
      	16S

      	1450

      	Podobné prokaryotickým ribozomům
    

  


  
    Tab. 1.4 Chloroplastová ribozomální RNA uZea mays.
  


  Dědičnost chloroplastových genů


  Chloroplasty se dědí po mateřské linii, nemohou tedy být přenášeny samčími gametami. Tento způsob dědičnosti byl poprvé dokázán roku 1909 Corrensem uMirabilis jalapa. Odrůda albomaculata tohoto druhu má žlutobílé skvrny. Rostliny obsahují dva typy chloroplastů; normální zelené chloroplasty, které obsahují chlorofyl, achloroplasty, které jsou vdůsledku mutace vchloroplastovém genu bezbarvé. Buňky listových primordií obsahují směs těchto dvou typů chloroplastů. Příležitostně mohou být výhony tvořeny meristematickými buňkami, které neobsahují chlorofyl, takže celý výhon je žlutobílý. Naopak jsou zde ivýhony vzniklé zmeristematických buněk obsahujících pouze normální chloroplasty, takže tyto výhony jsou zelené.


  Květy těchto jednobarevných výhonů lze využít při kontrolních kříženích ke studiu dědičnosti zbarvení listů atedy itypu chloroplastů. Zrůzných kombinací křížení vznikne potomstvo vždy pouze jednoho typu, ato mateřského rodiče (tzv. maternální dědičnost). Fenotyp výhonů nesoucí květy, které byly použity jako zdroj pylu, se upotomstva neprojeví. Tato chloroplastová mutace je letální ažlutobílé klíční rostliny se dále nevyvíjejí.


  Replikace cpDNA


  Každý chloroplast obsahuje mnoho kopií jednoho chromozomu, často až 150. Vysoký počet molekul DNA vchloroplastech odráží vysoké nároky na expresi proteinů aktivních při fotosyntéze. Podstatně menší množství molekul DNA bylo zjištěno vamyloplastech adalších nefotosyntetizujících plastidech. Poznání replikace cpDNA není úplné, ale je známo, že replikace DNA vorganelách je většinou nezávislá na replikaci DNA vjádře. Replikace DNA je regulována četností iniciace replikace DNA, buď vsynchronizaci sbuněčným cyklem urychle se dělících buněk, nebo mechanizmem nezávislým na buněčném cyklu během diferenciace buněk.


  Mechanizmy replikace cpDNA jsou podobné mechanizmům replikace uE. coli. Vdlouhé obrácené repetici je lokalizován začátek replikace amísta specifická pro rekombinaci. Utabáku začíná replikace ve specifickém počátku replikace blízko genu pro 16S rRNA. Uhrachu, ikdyž nemá obrácenou repetici, je počátek replikace také blízko genu pro rRNA. Plastidové genomy mohou obsahovat ještě další replikační začátky než ty spojené srRNA operonem.


  Všechny enzymy aregulační proteiny nezbytné pro replikaci cpDNA jsou kódovány jaderným genomem. Vplastidech rostlin byly detekovány specifické enzymy jako jsou DNA polymerázy, primázy, topoizomerázy ahelikázy. Jejich funkce vprocesu replikace se studuje.


  Kontrola exprese chloroplastových genů


  Kontrola transkripce


  Studium promotorů šesti chloroplastových genů odhalilo podobné motivy jako upromotorů E. coli. Jsou to pozice kolem nukleotidu -35 (konvenční sekvence TTGACA) apozice kolem nukleotidu -10 (konvenční sekvence TATACT). Sekvence podobná jadernému TATA boxu leží mezi těmito dvěma prokaryotickými promotorovými motivy.


  Většina chloroplastových genů je transkribována jako polycistron podobně jako geny prokaryot, takže více než 120 genů je seskupeno asi do 50 transkripčních jednotek. Na rozdíl od prokaryot tyto jednotky obsahují ifunkčně odlišné geny.


  Rostlinné chloroplasty mají dva typy RNA polymeráz. Prvním typem je RNA polymeráza podobná prokaryotické RNA polymeráze E. coli. Její podjednotky α, β aβ´ jsou determinovány chloroplastovými geny, gen pro podjednotku δ je jaderný aslouží jako další důkaz kooperace obou genomů aregulace chloroplastové transkripce. Plastidová RNA polymeráza rozpoznává chloroplastové promotory obsahující -10 a-35 prokaryotické konsenzuální sekvence. Poslední poznatky naznačují, že chloroplastové geny mohou být transkribovány také RNA polymerázou sestávající zjedné podjednotky. Tato polymeráza je podobná polymeráze bakterofága T3 aT7 aje determinována jaderným genem. Tento typ RNA polymerázy chloroplastů nahrazuje funkci RNA polymerázy prvního typu jestliže nějaký inhibitor zablokuje translaci vchloroplastech anevznikají podjednotky α, β aβ´. Jaderným genem kódovaná polymeráza pokračuje vtranskripci chloroplastových genů. Promotorové sekvence pro pro tento druhý typ RNA polymerázy nejsou známé.


  Post-transkripční kontrola


  Některé chloroplastové geny jsou konstitutivně transkribovány, ačkoli se transkripční úrovně mění. To naznačuje, že post-transkripční zpracování primárních transkriptů je důležitým krokem vkontrole chloroplastových genů.


  Akumulace transkriptů genů během vývoje chloroplastů byla sledována uřady rostlinných druhů.


  Prokaryotické charakteristiky chloroplastového genomu:


  
    	Kružnicová dvouřetězcová molekula DNA.


    	DNA netvoří komplex shistony.


    	Obsah bazí G/C je podobný jako ubakterií (36 40 %).


    	Žádné metylcytosiny.


    	Prokaryotické motivy promotorů.


    	Polycistronová mRNA.


    	70S ribozomy.


    	Syntéza proteinů je inhibovaná antibiotikem chloramfenikolem.


    	Syntéza proteinů začíná A-formylmethioninem.


    	Chloroplastová mRNA není modifikována na 5´konci ana 3´konci tvoří typickou vlásenku.

  


  Interakce mezi chloroplastovou ajadernou DNA


  Chloroplastový genom není dostatečně velký, aby kódoval všechny proteiny přítomné vtéto organele. Všechny hlavní proteinové komplexy thylakoidních membrán, které jsou součástí fotosyntézy, obsahují proteiny kódované jadernými geny. Komplex ATP syntetázy, fotosystém I, fotosystém II akomplex cytochromu blf obsahuje komponenty kódované jak chloroplastovým tak jaderným genomem. Jaderné geny tvoří malé genové rodiny (1 až 5 genů), zatímco chloroplastové geny jsou přítomny až v10 000 kopiích na buňku. Ztoho vyplývá, že musí existovat přísná kontrola funkcí jaderných ichloroplastových genů, aby byla zajištěna koordinovaná souhra všech struktur. Kontrola exprese jaderných genů vlivem světla je důležitou komponentou této interakce.


  Dalším rysem chloroplastových proteinů kódovaných jadernými geny je nutnost jejich transportu zcytoplazmy do chloroplastů. Tyto proteiny jsou syntetizovány jako prekurzorový protein, který je delší než vlastní zralý protein. Např. vazebný protein ferredoxin PS1-2 reakčního centra fotosystému Ije syntetizován jako polypeptid sestávající z212 aminokyselin, avšak zralý protein lokalizovaný vperiferní thylakoidní membráně je dlouhý pouze 162 aminokyselin. Vysvětlením tohoto rozdílu je, že první A-terminální aminokyseliny vznikajícího PS1-2 polypeptidu tvoří signální místo pro přesnou lokalizaci tohoto proteinu uvnitř buňky. Tyto aminokyseliny jsou vyštěpeny zproteinu při transportu chloroplastovými membránami. Signální protein způsobuje jednak třídění proteinů do chloroplastů ataké transport přes chloroplastovou membránu. Transportní peptid se váže nejdříve na lipidy aproteiny vnější membrány chloroplastu apak je uchopen transportním aparátem, který tvoří proteinový pór. Tento aparát se skládá zproteinů vnější membrány TOC159, TOC75 aTOC34 (TOC angl. translocon of the outer membrane of the chloroplast), aproteiny vnitřní membrány, TIC110 ajeden neznámý protein (TIC angl. translocon of the inner membrane of the chloroplast). Složení tohoto komplexu je dynamické amění se během procesu translokace. Po přenosu proteinu dovnitř chloroplastu, existují tři různá místa určení:


  Proteiny, které zůstávají ve stromatu (např. Rubisco) ztrácejí svoje transportní peptidy ajsou skládány do funkčních proteinů procesem vyžadujícím ATP avelký chaperon Hsp60.


  Proteiny, které fungují vthylakoidní membráně jsou rozpoznány auchopeny chloroplastovou signální rozpoznávací částicí SRP apřítomného GTP.


  Proteiny určené do lumenu thylakoidů (vnitřní prostor mezi thylakoidními membránami). Tyto proteiny mají dva signální peptidy. První je odstraněn při transportu přes chloroplastovou obalovou membránu stromatovou peptidázou. Druhý signální peptid je nyní na A-signálním konci polypeptidu. Umožňuje lokalizaci proteinu na thylakoidní membráně aje odstraněn při transportu do prostoru thylakoidní membrány thylakoidní peptidázou. Vzávislosti na proteinu, který je transportován, tento proces přenosu vyžaduje pouze rozdílné pH aATP.


  Kromě těchto tří kompartment může být cílovým místem proteinu transportovaného zcytoplazmy vnitřní ivnější membrána chloroplastu.


  Enzym Rubisko (ribulózo-1,5-bifosfát karboxyláza) pro fixaci CO2, je multiproteinový komplex spodjednotkami dvou typů. Gen pro menší podjednotku (rbcS) je lokalizován vjádře, gen pro větší podjednotku (rbcL) je vcpDNA. Podjednotka enzymu determinovaná jaderným genem je transportována zcytoplazmy do chloroplastu, malé podjednotky enzymu jsou ve stromatu. Protein se skládá zosmi malých aosmi velkých podjednotek ve formě dimerů amá tvar krychle. Rubisco je jeden znejčastějších proteinů na Zemi, tvoří až polovinu proteinů ve stromatu chloroplastů. Tvorba tohoto proteinu vyžaduje koordinaci tří subbuněčných kompartmentů, jádra, cytosolu achloroplastu.


  Mitochondriální DNA


  Organizace mitochondriálního genomu


  Mitochondrie, stejně jako chloroplasty, obsahují vlastní chromozom, mtDNA. Mitochondriální genomy rostlin jsou větší než mitochondriální genomy savců nebo kvasinek. Existují však značné rozdíly imezi jednotlivými druhy rostlin. Např. Brassica campestris má mitochondriální genom 218 kb, zatímco Cucumis melo 2 400 kb. MtDNA A. thaliana má asi 366 kb aobsahuje 57 genů. MtDNA některých druhů rostlin byla kompletně sekvenována (A. thaliana, Oryza sativa aBeta vulgaris).


  Rozdíly ve velikosti mitochondriálního genomu nelze vysvětlit rozdíly vmnožství repetitivních sekvencí. Ty tvoří většinou jen 10 % genomu. Větší velikost genomu nelze vysvětlit ani větším počtem mitochondriálních genů, neboť studium syntézy proteinů izolovanými mitochondriemi ukázalo podobný počet mitochondriálních polypeptidů ato iurostlinných druhů, které mají velice rozdílné genomy. Velikost astruktura mitochondriálních genů také nezpůsobuje tuto variabilitu, ikdyž mitochondriální geny mohou obsahovat introny. MtDNA neobsahuje větší množství cpDNA, ikdyž určité množství zde bylo zjištěno (ukukuřice asi 4 až 5 %). Vmitochondriích některých linií kukuřice scytoplazmatickou samčí sterilitou jsou kromě mtDNA přítomny iplazmidy. Jsou to malé kružnicové nebo lineární útvary, jejichž velikost se pohybuje vrozmezí od 1,4 do 7,4 kb, ajejich hlavní význam je spojen spylovou sterilitou. Hlavní typy jsou označeny S, R aD. Plazmidy Smohou zůstat extrachromozomální nebo se mohou integrovat do mtDNA. Rostliny kukuřice scytoplazmatickou samčí sterilitou ascytoplazmou cms-S mají mitochondriální plazmidy S-1 aS-2. Tyto plazmidy se začlenily do mtDNA. Kromě mitochondriálních plazmidů mohou mitochondrie rostlin obsahovat i1- a2-řetězcovou plazmidovou RNA dlouhou až 18 kb. Kompletní sekvence plazmidů mitochondrií jsou známé uZea mays, Beta vulgaris, O. sativa aVicia faba.


  Analyzovat strukturu rostlinných mitochondriálních genomů je obtížné částečně proto, že se jejich struktura rychle mění. Malé kružnicové molekuly mtDNA vživočišných buňkách (asi 16 kb) mohou být vizualizovány elektronovou mikroskopií. Urostlinných buněk se elektronovou mikroskopií nedaří kružnicové molekuly mtDNA identifikovat. Byly identifikovány pouze kružnicové struktury, které však byly příliš malé, než aby šlo ocelý mitochondriální genom. Předpokládá se, že mtDNA existuje vbuňkách ve formě několika subgenomových kružnicových struktur, které vznikají častými rekombinacemi voblastech smalými repeticemi.


  Mitochondriální genom kukuřice má 570 kb, ztoho je 540 kb jedinečných sekvencí. Vgenomu je 7 velkých repeticí větších než 700 bp amnoho krátkých repeticí. Velké repetice mohly vzniknout jako důsledek rekombinace mezi malými repeticemi aty mohly vzniknout reverzní transkripcí nefunkčních částí mitochondriálních transkriptů.


  Sekvenování mtDNA odhalilo, že mtDNA obsahuje isekvence homologní scpDNA. Navíc také tyto sekvence byly zjištěny vjaderném genomu. To odhalilo možnost přenosu DNA mezi organelami ajádrem ar. 1982 vzniklo označení promiskuitní DNA pro sekvence, které byly nalezeny ve více než jednom ze tří genetických systémů jádro, mitochondrie, chloroplast, jako relikty extenzivního přenosu DNA mezi organelami.


  MtDNA obsahuje geny pro enzymy, které se podílejí na oxidativní respiraci, syntéze ATP amitochondriální translaci.


  Exprese mitochondriálních genů


  Úprava transkriptů


  Proteinové produkty mitochondriálních genů nelze odvodit ze sekvencí mtDNA přesně, protože RNA je modifikována posttranskripčními úpravami (angl. RNA editing). Ty zahrnují záměny C bazí genomu za Ubáze vmRNA, mění se 5’ netranslatované oblasti (zkr. UTR), 3’ UTR ataké introny aexony.


  Některé mitochondriální geny obsahují introny. Uřady intronů byly identifikovány sekvence homologní svirovou reverzní transkriptázou. Funkční význam této homologie nebyl objasněn.


  Translace


  Mitochondriální genom kóduje část proteinů mitochondrií, které se podílejí na translaci. Ne všechny potřebné tRNA geny jsou přítomny vmtDNA vyšších rostlin, aproto další tRNA musí být transportovány do mitochondrií zcytoplazmy. Ribozomy mitochondrií jsou strukturálně více podobné prokaryotickým ribozomům. Mají sedimentační koeficient 77 až 78S ana rozdíl od cytoplazmatických ribozomů (80S) jsou inhibovány antibiotiky chloramfenikolem atetracyklinem. Rostlinné mitochondriální ribozomy mají také podjednotky 5S rRNA, které nejsou ujiných eukaryotických mitochondriálních ribozomů. Jak rRNA tak tRNA mitochondrií rostlin jsou více podobné rRNA atRNA zchloroplastů aeubakterií než těmto molekulám vyskytujícím se uživočichů akvasinek.


  Stejně jako chloroplastové mRNA ani mitochondriální mRNA nemají 5’ konec krytý čepičkou aobvykle nemají ani 3’ poly(A) konec. Mitochondrie mají poněkud odlišný genetický kód. Např. kodon CUA kóduje aminokyselinu leucin ujaderných genů, ale threonin umitochondrií (kvasinky), jaderný stop kodon UGA kóduje umitochondrií aminokyselinu tryptofan.


  Interakce mezi mitochondriální ajadernou DNA


  Protein syntetizovaný vcytoplazmě musí opět nést signální sekvenci, úsek na molekule, který umožňuje jeho rozpoznání jako proteinu určeného pro transport do mitochondrií. Je jím krátký úsek na začátku řetězce, uspořádaný do šroubovice tak, že jedna její strana je po délce hydrofobní, druhá kladně nabitá.


  Takto označené proteiny jsou uchopeny systémem chaperoninů (Hsp) adalších pomocných proteinů adopraveny kvnější mitochondriální membráně, kde se systém naváže na multiproteinový pór označovaný jako TOM (angl. translocase of the outer membrane). Protože molekula ve tvaru klubíčka se přes TOM nedostane, je nutno ji rozbalit ajako jednorozměrný řetězec přesunout přes vnitřní mitochondriální membránu.


  Jestliže je protein určen pro mitochondriální matrix, musí překonat ještě vnitřní mitochondriální membránu. Vté se nachází pórový komplex TIM (angl. translocase of the inner membrane) složením odlišný od TOM. Obě membrány ksobě přilnou aprotein prochází komplexem TOM/TIM. Zavedení do TIM vyžaduje přítomnost membránového potenciálu na vnitřní membráně, tj. mitochondrie musí být energeticky nabité.


  Zvnitřní strany je protein uchopen opět chaperoninem (Hsp70), pomocí proteinázy je odštěpena signální sekvence apůsobením dalšího chaperoninu získá konečné uspořádání.
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  Genomika rostlin


  Koncem roku 1980 se objevuje pojem genomika; bylo to v době počátků sekvenování prvních genomů a jejich mapování. V oblasti mikroorganizmů postupuje sekvenování genomů rychle. V současné době je již osekvenováno 421 genomů bakteriálních, 3 virové a 31 genomů archeí (http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/CMR/CmrHomePage.cgi). Z eukaryot je osekvenováno 65 genomů, z toho jsou genomy vyšších rostlin – Arabidopsis thaliana r. 2000, Oryza sativa r. 2002, Populus trichocarpa r. 2006, Vitis vinifera r. 2007, Carica papaya r. 2008, Lotus japonicus r. 2008, Vigna radiata r. 2009, Glycine max r. 2009, Sorghum bicolor r. 2009, Zea mays r. 2009, Medicago truncatula r. 2009, Brachypodium distachyon r. 2010. Roku 1997 se vedle strukturní genomiky začala rozvíjet funkční genomika. Strukturní genomika se zabývá analýzou genomu výlučně s cílem získat úplné sekvence DNA určitého druhu. Funkční genomika vzniká jako systematická funkční analýza genomu určitého druhu a jejím úkolem je přiřazení funkce jednotlivým genům.


  Klíčové projekty studia rostlinných genomů


  Velikost genomu byla rozhodujícím důvodem pro zahájení sekvenování genomu Arabidopsis thaliana, po bakteriálních genomech agenomech prvních eukaryot (r. 1996 Saccharomyces cerevisiae, r. 1998 Caenorhabditis elegans) prvního rostlinného. Její genom je asi 25krát větší než genom bakterie E. coli, 10krát větší než genom kvasinky S. cerevisiae, porovnatelný sgenomem živočišného modelového objektu octomilky D. melanogaster aasi 26krát menší než genom člověka.


  Vroce 1992 byla zahájena práce na projektu nazvaném Long-Range Plane for the Multinational Cooperation Arabidopsis thaliana Genome Research Project. Jeho cílem bylo prostřednictvím studia mutací, genových interakcí, klonování asekvenování porozumět fyziologii, biochemii aprocesům růstu avývoje A. thaliana jako představitele kvetoucích rostlin. Vlastní sekvenování bylo zahájeno roku 1994 akoncem roku 2000 bylo dokončeno (The Arabidopsis Genome Initiative). Na výzkumu se vrámci projektu podílelo čtyřicet světových laboratoří zEvropy, Japonska aUSA. Podle výsledků tohoto projektu genom Arabidopsis obsahuje celkem 25 498 genů, které kódují 11 601 typů proteinů, znichž 35 % je jedinečných. Uproduktů mnoha genů lze předpokládat určitou homologii sproteiny člověka asproteiny C. elegans. Asi 20 % ztěchto předpokládaných proteinů, pro které jsou kdispozici kompletní sekvence, vykazuje signifikantní homologii sproteiny jiných eukaryotických organizmů, což poukazuje na důležitou skutečnost zachování buněčných funkcí ueukaryot. Byla tak získána první kolekce všech genů kvetoucích rostlin.


  Roku 2000 byl zahájen druhý klíčový projekt The Arabidopsis 2010 program aspolečně sprojektem The plant genomics byl experimentálně zahájen přechod od strukturní genomiky rostlin ke genomice funkční aspřibývajícími poznatky uřady dalších rostlinných druhů byl vytvořen předpoklad pro rozvoj srovnávací genomiky rostlin. Základním nástrojem funkční genomiky se stala mutageneze. Při určování funkcí jednotlivých genů se využívají dva základní genetické přístupy, ato přístupy přímé areverzní genetiky, po indukci mutací jak klasickými (chemomutageny, fyzikální) tak biologickými mutageny. Byly vytvořeny velké kolekce inzerčních iklasických mutantů.


  Klíčovým projektem zhlediska poznání rostlinných genomů je iprojekt International Rice Genome Sequencing Project zabývající se sekvenováním genomu rýže, první jednoděložné rostliny aprvní obiloviny. Genom kulturní rýže představují dva ekotypy, japonica aindica; koncem roku 2002 byl genom ekotypu japonica odrůdy Nipponbare osekvenován ve vysoké kvalitě.


  Nástroje studia rostlinných genů


  Mutageneze


  Klasická mutageneze


  Herman Muller poprvé indukoval pomocí paprsků X mutaci uD. melanogaster roku 1927 ajiž vroce 1928 byla poprvé indukována mutace urostlinného druhu Zea mays L. Lewisem Stadlerem. Mutace jako dědičné změny vprimární struktuře DNA mohou být indukovány chemomutageny nebo fyzikálními mutageny amutageneze patří kzákladním nástrojům studia funkcí genů.


  Urostlin bylo publikováno poměrně málo mutací získaných fyzikálními mutageny. Je nutné využít takový druh ionizačního záření, který proniká do dostatečné hloubky. Hloubka pronikání do rostlinných pletiv je vysoká upaprsků γ, dále následuje rentgenové záření (paprsky X), neutrony ačástice α, nejnižší je učástic β. Vminulosti byla testována mutagenní schopnost více než tisíce sloučenin (chemomutageny). Pro praktické účely indukce mutací amutačního šlechtění urostlin je však jejich počet omezen. Nejúčinnější znich je EMS (etylmetansulfonát), MNG (1-metyl-3-nitro-1-nitrózoguanidin), ENU (1-etyl-1-nitrózomočovina), MNU (1-metyl-1-nitrózomočovina), EI (etylenimin) adES (dietylsulfát). Tyto látky alkylují DNA, způsobují tranzice párů bazí, obvykle GC za AT, vzhledem kchybnému párování O6-alkyl-G sT. Podobně O4-etyl-T má za následek tranzici TA za GC. Zhlediska indukce vysoké četnosti mutací urostlin jsou zalkylačních činidel nejúčinnější N-nitrózosloučeniny. EMS urostlin způsobuje primárně bodové mutace na různých místech genu, úplnou ztrátu genové funkce, změny vnačasování exprese mRNA nebo změny vaktivitě proteinů. Metylnitrózomočovina má za následek plastidové, ale ijaderné mutace.


  Ipři klasické mutagenezi, konkrétně chemomutagenezi, se od roku 2000 začal využívat přístup molekulární neboli reverzní genetiky prostřednictvím metodiky TILLING (angl. Targeting Induced Local Lesions In Genome), kdy je možné detekovat specifické záměny bazí na úrovni DNA ametoda je určena kidentifikaci bodových mutací vkonkrétních genech, ale ike zjištění polymorfizmu mezi jednotlivými přírodními populacemi (tzv. Eco-TILLING). Metoda je založena na specifické amplifikaci pomocí polymerázové řetězové reakce atvorbě heteroduplexů vmístě polymorfizmu. Cílová místa heteroduplexu schybným párováním bazí vdůsledku jednonukleotidových polymorfizmů jsou štěpena endonuklázou CelI(izolovaná zceleru r. 1998) ajednotlivé fragmenty odpovídají místům polymorfizmu mezi sledovanými jedinci. Metoda vypracovaná pro A. thaliana je uplatňována iukulturních druhů jako je kukuřice, pšenice aječmen.


  Inzerční mutageneze


  Rozvoj identifikace funkcí rostlinných genů akceleroval po zavedení metodik inzerční mutageneze, kdy se kindukci mutací využívají tzv. biologické mutageny, což jsou sekvence cizorodé DNA, ato převážně T-DNA A. tumefaciens atranspozony. Cizí DNA je do genomu rostliny vnášena jako součást vektorů.


  Základem byly odzbrojené vektory, tj. T-DNA, ze které jsou zachovány jen krajní sekvence 25 bp nezbytné pro začlenění do rostlinného genomu. Do nich se začleňují geny selektovatelné (NPT kóduje enzym neomycin fosfotransferázu arezistenci kantibiotiku kanamycinu, HPT kóduje enzym hygromycin fosfotransferázu arezistenci kantibiotiku hygromycinu, BAR kóduje odolnost kherbicidu typu fosfinotricinu např. Basta) pro identifikaci transgenních rostlin ageny signální (GUS kóduje enzym β-glukuronidázu, GFP kóduje zelený fluorescenční protein, který přeměňuje dopadající modré světlo UV spektra ve světlo zelené), jejichž expresi je možné studovat. Nejvíce využívaný binární vektorový systém je způsob, při němž geny virulence Ti plazmidu asekvence T-DNA jsou odděleny na samostatných plazmidech, protože bylo zjištěno, že úsek virulence aT-DNA nemusí být společně na jednom plazmidu. Tzv. mini Ti plazmid shraničními sekvencemi T-DNA je díky své velikosti snadným objektem pro genetické manipulace. Klasický typ binárního vektoru je vhodný pro přenos několika málo genů současně. Velikost T-DNA vektoru je omezena asi na 10 kb. Pro přenos větších úseků DNA byl vytvořen nový typ binárního vektoru BIBAC (angl. binary BAC), umělý bakteriální chromozom, jehož součástí jsou selekční markery. Umožňuje přenos až 300 kb cizorodé DNA avyužívá se při genetických modifikacích, kdy je potřeba do rostlinného genomu vnést více genů nebo při vnášení genů odolnosti kpatogenům nebo abiotickým stresům vzhledem ke komplexnosti výsledného znaku. Jeho využití je také při komplementaci, kdy je potřeba vnést do genomu rostliny větší úsek DNA zgenomové knihovny. Např. ke komplementaci genu FILAMENTOUS FLOWER uArabidopsis byl využit vektor TAC.


  Vsystému binárních vektorů část Ti plazmidu obsahující oblast vir produkuje faktory potřebné pro přenos T-DNA. Produkt genu virG je pozitivním transkripčním faktorem, který aktivuje expresi ostatních genů vir. Geny virD1 avirD3 (vkomplexu sproteinem VirD2) svými produkty umožňují vytvoření zářezu vjednom řetězci T-DNA ana její volný 5´konec se váže protein VirD2. Dalším genem, jehož funkce byla objasněna, je gen virE2. Protein VirE2 se váže na jednořetězcovou DNA, která je přenášena do rostlinné buňky, astabilizuje ji. Geny operonu virB kódují membránové proteiny, které umožňují transport zbakteriální do rostlinné buňky. Gen virF určuje specifitu hostitele.


  Menší část původního Ti plazmidu nesoucí T-DNA, je schopna replikace jak vagrobakteriu, tak ivE. coli. Geny T-DNA mohou být nahrazovány rostlinnými selekčními markery, reportérovými geny adalšími DNA elementy při použití E. coli jako hostitele. Takto vytvořený binární vektor je transformací nebo konjugací přenesen do agrobakteriálního kmene. Zatím jsou jen částečně známy procesy, které se uplatňují při integraci mezi buňkami bakteriálními arostlinnými; pouze částečně je znám mechanizmus řídící začlenění T-DNA, ado ní začleněného genu, do rostlinné akceptorové buňky.


  Již od konce 80. azačátku 90. let začaly být vytvářeny velké kolekce linií Arabidopsis transformované prostřednictvím A. tumefaciens azpočátku byly vyhledávány mutantní fenotypy ve specifické dráze asekvence začleněné T-DNA byla využita pro získání okolních rostlinných sekvencí, tedy sekvencí genu. Zpočátku se uplatňoval přístup přímé genetiky, tedy identifikace genů afunkční charakterizace začínající od identifikovaného mutantního fenotypu. Výsledkem prvních prací byla izolace genů kontrolujících tvorbu rostlinných hormonů, vývoj květů, ukládání vosku, vývoj trichomů nebo dobu do kvetení.


  Po osekvenování genomu Arabidopsis byly velké kolekce inzerčních mutantů skrínovány scílem identifikace zasažených genů, ale východiskem byly známé sekvence genů, což je typické pro přístup reverzní genetiky. První transformační protokoly zavedli Feldmann aMarks r. 1987; jednalo se otransformaci semen bakterií A. tumefaciens, kdy součástí protokolu byly explantátové kultury aregenerace rostlin in vitro. Efektivnější protokol transformace zavedli Bechtold aspolupracovníci r. 1993 avypracovali metodu vakuové infiltrace, in planta transformace. Pletiva rostlin vzačátku kvetení byla infiltrována kulturou agrobakteria, kselekci transformovaných rostlin byl nově využit gen pro resistenci kherbicidu Basta. Kvýhodám této metody patřila vyšší četnost transformace (1 až 4%) avyloučení fáze kultivace aregenerace rostlin in vitro, což mohlo být zdrojem somaklonální variability. Zjistili, že samičí gametofyt je cílový pro začlenění inzertu během transformace (pravděpodobně ivpráci Feldmanna aMarkse zroku 1987 při transformaci semen).


  Vsoučasné době se rozvíjí především reverzní skríning zahrnující tvorbu směsných vzorků DNA velkého počtu inzerčních mutantů pro identifikaci cílové sekvence genu polymerázovou řetězovou reakcí prostřednictvím specifických primerů. Nezbytným předpokladem pro široké využití arozvoj tohoto přístupu byla tvorba velkých kolekcí T-DNA inzerčních mutantů. Knejvětším patří kolekce SIGnAL (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) vytvořená na pozadí ekotypu Columbia. Semena inzerčních mutantů vgeneraci T3 jsou kdispozici vsemenné bance ABRC. Největší databáze SALK obsahuje asi 150 tisíc inzerčních linií na genetickém pozadí ekotypu Columbia průměrně po 1,5 inzertu na linii, to je celkem 225 tisíc inzercí. Pro 88 tisíc inzercí byla určena lokalizace vpříslušném genu. Teoreticky je potřeba 180 tisíc nezávislých inzercí s95% pravděpodobností detekce určité specifické inaktivované alely genu ovelikosti 2,1 kb. Ale některé mutace jsou letální nebo vedou ke sterilitě vhomozygotní konstituci. Proto je tato pravděpodobnost jen 80%. Doposud nebylo asi 2 200 genů zasaženo žádnou inzercí.


  Pokrok byl zaznamenán ive využívání různých typů konstruktů. První vektory byly nespecializované svlastními promotory jednotlivých genů, které byly součástí vektorů. Později byly konstruovány vektory specializované, které umožnily detailnější zkoumání mutovaných genů. Pasivní vektory obsahovaly markerové geny bez promotorů nebo sminimálními promotory bez sekvencí umožňující normální vývojově regulovanou expresi, ale schopnými iniciovat transkripci. Pomocí těchto vektorů je možné sledovat fúze genů, transkripční itranslační.


  Past na geny součástí konstruktu je reportérový gen bez promotoru, sintronem vzaváděcí sekvenci. Při začlenění do intronu rostlinného genu dojde ktranskripční fúzi vlivem sestřihu.


  Past na promotory součástí konstruktu je bezpromotorový reportérový gen. Po začlenění inzertu do exonu rostlinného genu dojde ktranskripční fúzi aaktivaci reportérové genu ze specifického promotoru. Expresi reportérového genu lze pozorovat ve specifických buňkách apletivech (cévní svazky, svěrací buňky průduchů, endoplazmatické retikulum aj.).


  Past na zesilovače součástí konstruktu je reportérový gen sminimálním promotorem CaMV 35S. Funkce promotoru je zesílena vpřípadě začlenění vblízkosti zesilovače atím je zvýšena exprese reportérového genu na detekovatelnou úroveň. Při velké vzdálenosti mezi zesilovačem ainzertem zesilovač neidentifikujeme.


  Určení funkce genu prostřednictvím inzerční mutageneze je často neúspěšné vzhledem kpřítomnosti vícečlenných genových rodin anepříbuzným proteinům spřekrývajícími se funkcemi. Takové multigenní rodiny, přítomné jako kopie genů vklastrech nebo rozptýlené, jsou vgenomu Arabidopsis četné. Proto byly konstruovány aktivní vektory scílem aktivační mutageneze aindukce dominantních mutací. Těmito vektory bylo doposud získáno uArabidopsis kolem 40 tisíc linií aplně charakterizováno asi 30 dominantních mutací.


  Vektory pro homologní rekombinaci (gene targeting) umožňují takovou strategii inzerční mutageneze, při které jsou sledovány integrace transgenu nikoliv do libovolného genu, ale do genu, který je sním homologický. Kinaktivaci cílového genu dochází po homologní rekombinaci svnášenou sekvencí konstruktu. Urostlin se tento přístup inzerční mutageneze využívá vmenším rozsahu.


  Součástí snah osaturaci celého rostlinného genomu inzercemi DNA je itvorba linií RNAi atechnik založených na umlčování specifických genů prostřednictvím RNA interference. Hlavním objektem je A. thaliana vrámci projektu AGRIKOLA (Arabidopsis Genomic RNA Interference Knock-Out Line Analysis). Základem projektu je kolekce 25 tisíc genově specifických sekvencí (GST, ang. Gene Specific tag) vytvořených konsorciem CATMA (Complete Arabidopsis Transcriptome Micro Array) pro A. thaliana. Jejich velkost je 150 až 500 bp avětšinou jsou vytvořena pro cílové ajedinečné konzervativní sekvence exonů. Pomocí těchto GST bylo připraveno více než 20 tisíc specifických konstruktů avloženo do vektoru navrženého pro posttranskripční umlčování genů mechanizmem RNAi. Sekvence GST je do konstruktů vkládána ve formě invertované repetice oddělené intronem.


  Od poloviny 90. let začaly být při inzerční mutagenezi využívány transpozony kukuřice Ac aDs, které mají větší tendenci pro transpozici do určitých cílových míst. Postupně byly získávány linie sintegrací transpozonů do kódujících aregulačních sekvencí Arabidopsis avyužívány při identifikaci funkcí genů. Obtížnější bylo získání inzercí rovnoměrně po celém genomu, ale to bylo odstraněno pomocí T-DNA agrobakteria, které vnáší transpozon. Jestliže se transpozon začlení vokolí cílového genu, dochází ksaturaci oblasti inzercemi Ac/Ds. První gen izolovaný transpozonovou inzerční mutagenezí byl gen kukuřice bronze, klíčový enzym biosyntézy antokyanu.


  Kromě systému transpozonů Ac/Ds jsou využívány při inzerční mutagenezi idalší, jako je En aSpm (Enhancer aSupresor/Mutator, pro které je charakteristický větší rozsah sekundárních inzercí; z 5 původních inzertů dochází kpostupné saturaci genomu inzercemi během 6 až 12 generací samosprášení rostlin po původní transformaci. Tak se získají linie s5 až 20 inzerty. Pro získání inzercí ve všech genech (průměr 6 nezávislých inzercí na linii) by bylo potřeba celkem 16 tisíc linií.


  Transpozonová inzerční mutageneze nezůstala omezena jen na druhy, unichž se transpozony přirozeně vyskytují, ale využívá se iudruhů jako je tabák, rajče, Arabidopsis, petúnie, len, mrkev, brambor, sója nebo rýže. Inzerční mutageneze apřístupy reverzní genetiky byly výrazně urychleny klonováním rostlinných genů, především uArabidopsis, jejíž genom byl jako první osekvenován. Do roku 2003 bylo klonováno 620 genů cestou inaktivace genů avsoučasné době je úplná funkční analýza provedena u10 % genů Arabidopsis.


  Spektrum mutací získaných inzerční mutagenezí je velmi široké. Jedním znejčastějších typů mutací jsou embryonálně letální mutace (emb).


  Funkční genomika akulturní druhy


  Pro současný výzkum rostlinných genomů je charakteristické prolínání základního aaplikovaného výzkumu. Úkolem základního výzkumu je identifikace funkcí všech rostlinných genů. Tyto poznatky se promítají do aplikovaného výzkumu snahou ojejich využití při zlepšování kulturních druhů.


  Až osekvenováním genomu rýže byl vytvořen předpoklad pro aplikaci reverzní genetiky utohoto druhu. Do té doby byly geny identifikovány především přístupem přímé genetiky. Předpokladem pro aplikaci metod přímé genetiky je existence populací segregujících ve sledovaném znaku, dostatečný počet DNA markerů, existence genomových knihoven nebo znalosti sekvencí pro kandidátní genomovou oblast avhodný transformační systém. Urýže je kdispozici řada mutantů vzniklých spontánně iindukovaných paprsky γ achemomutageny. Je známo 463 charakterizovaných mutací, znichž 185 bylo lokalizováno na chromozomy pomocí morfologických markerů, později dalších 95 bylo mapováno DNA markery.


  Pro přístupy reverzní genetiky jsou urýže využívány tři biologické mutageny, ato transpozony kukuřice Ac/Ds, T-DNA A. tumefaciens aretrotranspozon Tos17. Existuje již přes tisíc linií rýže selementem Ds, který je do jejího genomu vnášen prostřednictvím T-DNA. Jeon r. 2000 vytvořil 18 358 inzerčních linií T-DNA, což představuje celkem 25 tisíc zasažených genů. Endogenní retrotranspozon Tos17 byl původně přítomen ve dvou kopiích vgenomu rýže odrůdy Nipponbare. Ktranspozici dochází ve stresových podmínkách, jakými je explantátová kultura nebo virová infekce, ato mělo za následek vytvoření 5 až 30 kopií během 3 až 5 týdnů kalusové fáze. Transpozice jsou udržovány vjednotlivých regenerovaných rostlinách aupotomstva jsou stabilní.


  Kukuřice je dalším druhem, ukterého se rozvíjí funkční genomika. Co do velikosti genomu patří kdruhům se středními genomy. Utohoto druhu se využívá transpozonová inzerční mutageneze se třemi typy transpozonů Ac/Ds, En/I (synonymum Spm/dSpm) aMu. Vgenomu kukuřice se vyskytují ičtyři rodiny retrotranspozonů Huck, Ji, Opie aZeon.


  Genetické mapování aidentifikace genů


  Koncept genetických markerů založených na sekvencích DNA byl skutečně revolučním průlomem vmožnostech konstrukce genetických map ujednotlivých rostlinných druhů, především kulturních, astal se dalším významným nástrojem při studiu rostlinných genomů. Úplné nebo částečné sekvence genomů umožňují tvorbu obrovského počtu DNA markerů založených především na specifické amplifikaci známých sekvencí. Počty genetických markerů tak dosahují desítek tisíc. První genetická mapa RFLP markerů byla zkonstruována pro kukuřici arajče roku 1986. Do roku 1990 byly ročně zkonstruovány tři mapy, od roku 1993 se počet zkonstruovaných map zvýšil na 30 ročně díky praktické aplikaci polymerázové řetězové reakce při tvorbě DNA markerů. Vsoučasné době jsou kdispozici genetické mapy DNA markerů pro více než 70 různých druhů. Ke druhům snejvíce vysycenými mapami kromě Arabidopsis, rýže seté, rajčete jedlého, kukuřice seté atřtiny cukrové patří iječmen, uněhož se vsoučasné době podařilo sestavit integrovanou mapu se třemi tisíci genetických markerů.


  Detekce DNA markerů vtěsné vazbě sgeny, které mají praktický význam ve šlechtění, umožňuje jejich využití při identifikaci genotypů skonkrétními alelami významných genů atím iselekci rostlin na znaky determinovanými těmito geny. Navíc uřady významných kulturních druhů je vsoučasné době přínosným aověřeným způsobem identifikace nových rostlinných genů genetické mapování cílené na klonování genů na základě mapové pozice.


  První klonovaný gen determinující rezistenci kpatogenu byl vroce 1992 gen Hm1 kukuřice, který podmiňuje rezistenci khoubovému patogenu Cochliobolus carbonum, jeho rase 1. Gen kóduje NADPH-dependentní reduktázu, která inaktivuje potenciální rostlinný toxin produkovaný tímto kmenem patogena. Jako další byl klonován gen Pto rajčete, který podmiňuje rezistenci vůči Pseudomonas syringae pathovar tomato sgenem avirulence avrPto. Rostlinný gen kóduje proteinkinázu serin-threoninového typu. Jiné klonované geny rezistence kódují proteiny, které obsahují motivy zrepeticí bohatých na leucin (leucine rich repeat, LRR) ařadu dalších oligopeptidových domén, které se často vyskytují vR-proteinech.


  Srovnávací genomika


  Dvě hlavní skupiny kvetoucích rostlin jednoděložné advouděložné se oddělily od společného předka asi před 135 až 200 miliony lety. Některé funkční amorfologické podobnosti zůstaly zřejmé imezi odlišnými taxony. Již Vavilov r. 1922 poukázal vzákonu ohomologních řadách na základní podobnosti různých rostlinných druhů na fenotypové úrovni. Lze očekávat, že ijejich genomy budou do určité míry podobné, samozřejmě spodstatnými vývojovými ametabolickými odlišnostmi. Za posledních 20 let nám molekulární genetika poskytla nástroje nezbytné pro studium podobností aodlišností na úrovni genetické informace urůzných taxonů.


  Molekulární markery jsou ve významném rozsahu využívány ke konstrukci genetických map jednotlivých rostlinných druhů. Tyto mapy podstatně rozšiřují naše poznatky ostruktuře genomů ijejich evoluci. Porovnáním map příbuzných druhů můžeme vyhodnotit druh genomových změn, které doprovázejí vznik daného druhu. Úroveň konzervativního charakteru těchto map se značně liší ujednotlivých druhů. Studium uspořádání genů alokusů na chromozomech se stalo náplní srovnávací genomiky rostlin upěti čeledí Brassicaceae, Poacea, Fabaceae, Malvaceae aSolanaceae. Nebyly vybrány náhodou, ale protože zahrnují ekonomicky nejvýznamnější druhy jako je brukev zelná Brassica oleracea L., řepka ladní B. rapa L., černohořčice setá B. nigra (L.) Koch ajejich hybridy brukev hořčičná B. juncea (L.) Czern., řepka setá B. napus L. ahořčice habešská B. carinata A. Braun. (Brassicaceae); kukuřice setá Zea mays L., pšenice setá Triticum aestivum L., rýže setá Oryza sativa L. (Poaceae); sója luštinatá Glycine max (L.) Merrill, čočka kuchyňská Lens esculenta Moench, fazol obecný Phaseolus vulgaris L., hrách setý Pisum sativum L., vojtěška setá Medicago sativa L. (Fabaceae); bavlník Gossypium hirsutum L. (Malvaceae); rajče jedlé Lycopersicon esculentum Mill., brambor obecný Solanum tuberosum L., tabák virginský Nicotiana tabacum L., paprika roční Capsicum annuum L. (Solanaceae). Dostáváme se tak kpoznání genomů významných plodin, ale ikmožnosti využití konkrétních rostlinných genů při zlepšení jejich znaků avlastností prostřednictvím genetických modifikací.


  Srovnávací genetické mapování asekvenování genomů různých druhů odhalilo kolineární oblasti genomů alze předpokládat, že iuvzdáleně příbuzných druhů může být konzervativní uspořádání genů zachováno. Je proto snaha využít poznatky ogenomu jednoho druhu iudruhu jiného, blízce nebo ivzdáleně příbuzného, sméně prozkoumaným genomem. Důsledkem společných evolučních základů je makrokolinearita, tedy konzervativní uspořádání genů vurčitých oblastech chromozomů vrozsahu mnoha Mb. Srovnávací mapování je založeno na analýze ortologních lokusů urůzných rostlinných druhů. Ortologní lokusy jsou odvozeny přímo od společného (ancestrálního) předka. Srovnávací mapování je založeno na klonovaných sekvencích DNA, které se vyskytují na jednom nebo několika málo místech odpovídajících genomů sledovaných taxonů. Klasická metoda RFLP byla vhodná pro takové srovnávací mapování urostlin. Pro získávání komparativních dat urostlin významně napomohlo sestavování fyzických map rostlinných chromozomů pomocí knihoven DNA založených na umělých kvasinkových chromozomech (YAC) apředevším na umělých bakteriálních chromozomech (BAC).


  Srovnáváním genomů B. oleracea aA. thaliana bylo identifikováno 57 % shodných lokusů. Genomy žita apšenice se liší 13 chromozomálními aberacemi, ke kterým došlo během 6 milionů let vprůběhu jejich divergence. Srovnávací mapování odhalilo blízké příbuzenské vztahy mezi čirokem acukrovou třtinou. Genomy rajčete abramboru se liší pouze pěti chromozomálními aberacemi typu paracentrických inverzí. Naopak genomy rajčete apapriky se liší ve větším rozsahu, ato alespoň 15 chromozomovými aberacemi. Srovnávací mapování se tak stalo zdrojem informací také oevolučních apříbuzenských vztazích. Upapriky lze tak předpokládat odlišný evoluční původ vporovnání sostatními druhy čeledě Solanaceae. Další příklady ukazují na možnost konzervativního uspořádání genů imezi vzdáleně příbuznými taxony. Vgenomech jednoděložných advouděložných druhů zůstává 43 až 58 % úseků dlouhých 3 cM, které jsou kolineární. Takový typ kolinearity vrozsahu 5 až 10 cM nazýváme mikrokolinearita. Pro potvrzení tohoto zjištění byly použity stejné sondy DNA při mapování huseníčku, čiroku, bavlníku abrukve. Geny, které byly těsně vázané uhuseníčku abrukve, byly také ve vazbě učiroku abavlníku.


  On-line prezentace


  Ke kapitolám Struktura rostlinného genomu a Genomika rostlin.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Reprodukční vývoj rostlin


  Pohlavní rozmnožování rostlin zajišťují květy, které jsou charakteristickým znakem krytosemenných rostlin. Typický oboupohlavný (hermafroditní) květ krytosemenných rostlin tvoří sterilní květní obaly areprodukční orgány. Tyto orgány jsou organizovány do kruhů. Obr. 3.3 ukazuje uspořádání květních orgánů do čtyř kruhů uA. thaliana. Vnější orgány (perianth) urostlin tvoří lístky okvětní nebo rozlišené lístky kališní (sepala) akorunní (petala). Kreprodukčním orgánům patří tyčinky (stamen), které zajišťují tvorbu samčích mikrospor aplodolisty (carpel) svajíčky, která obsahují samičí megaspory.


  Vegetativní meristém stonku tvoří dvě až tři vrstvy buněk. Buňky vrstvy L1 se dělí antiklinálně ajsou základem epidermálních struktur. Buňky vrstvy L2 popř. L3 jsou základem vnitřních pletiv. Různé endogenní faktory isignály zvnějšího prostředí (teplota, délka dne) spouští přechod znedeterminovaného vegetativního růstu stonku na determinovaný generativní růst. Jednotlivé orgány květu jsou odvozeny zbuněk vegetativního apikálního meristému po jeho přeměně vmeristém květenství. Již vraných fázích je květní meristém schopen založit všechny květní orgány askupiny buněk neboli primordia se diferencují vjednotlivé květní orgány (obr. 3.1).


  Proces tvorby květů lze rozdělit do čtyř etap:


  
    	Indukce kvetení, tj. přepnutí zneorganizovaného vegetativního růstu do fáze organizovaného generativního růstu.


    	Přeměna vegetativního meristému vmeristém květenství. Stím souvisí pozdější tvorba květních primordií, laterálních orgánů alodyžních lístků.


    	Vlastní tvorba květu. Přeměna meristému květenství vmeristém květní astím související tvorba prekurzorů květních orgánů ajejich další diferenciace.


    	Funkční fáze kvetení začíná tehdy, jestliže jsou květní orgány funkční, tzn. mají-li odpovídající strukturu. Dochází ke zrání reprodukčních orgánů, kopylení aoplození.

  


  Geny determinující tyto čtyři fáze vývoje květu lze rozdělit do odpovídajících skupin:


  
    	geny regulující přechod zvegetativního růstu do generativního,


    	geny podmiňující tvorbu meristémů květenství,


    	geny regulující tvorbu aidentitu květních orgánů,


    	geny regulující růst květních orgánů ajejich funkčnost.

  


  Rozlišujeme dva typy květenství:


  
    	květenství nedeterminované (racemózní) otevřené, uněhož se na konci osy nevytváří terminální květ, protože terminální meristém květenství zůstává zachován apokračuje ve tvorbě determinovaných květních meristémů ataké primordií laterálních výhonů alodyžních listů. Př. Arabidopsis, Antirrhinum.


    	květenství determinované (cymózní) zavřené, které tvoří pouze jeden květ na konci osy (terminální květ). Př. tabák, petúnie.

  


  
    [image: Průřez vegetativním vrcholem stonku]

    Obr. 3.1 A/ Průřez vegetativním vrcholem stonku. B/ Přeměna vegetativního meristému vkvětní meristém (L1, L2, L3 jednotlivé meristematické vrstvy).

    (Zdroj: Westhoff et al., 1998)
  


  Geny regulující přechod zvegetativního růstu do generativního


  Přechod rostlin do fáze generativního růstu je podmíněn geneticky, ale významnou úlohu hrají ivlivy vnějšího prostředí, jako je délka dne nebo chladové působení apůsobení giberelinů. Fotoperiodická kontrola kvetení je zprostředkována interakcí fotoreceptorů aendogenními cirkadiálními rytmy. Rostliny mají podle osvětlení dva základní morfogenetické programy:


  
    	fotomorfogeneze morfogeneze na světle,


    	skotomorfogeneze morfogeneze ve tmě.

  


  Fotomorfogeneze je složitý proces, který zahrnuje více fotoreceptorů acest přenosu signálu. UA. thaliana byly popsány mutace řady genů, které se účastní různých složek tohoto procesu. Jsou to především dvě základní skupiny mutací, které se vyznačují ve tmě obdobnou morfogenezí jako na světle: det  de/ethiolated acop  constitutive photomorphogenesis. Každá ztěchto typů mutací se vyskytuje vněkolika různých lokusech.


  Tyto geny kódují proteiny, které se účastní přenosu signálu ajejich recesivní neaktivní mutace působí vhomozygotním stavu změny exprese mnoha genů.


  Jedním zcharakteristických znaků morfogeneze klíčních rostlin ve tmě (skotomorfogeneze) je prodlužování hypokotylu. Uněkterých specifických typů mutací A. thaliana dochází kprodlužování hypokotylu ina světle. Takovéto mutace jsou označovány hy. Mutace ve třech lokusech, hy1, hy2 ahy6 jsou mutace syntézy chromoforu fytochromů. Mutace hy3 je mutace genu pro apoprotein fytochromu B amutace hy8 je mutace genu pro apoprotein fytochromu A. Změny se týkají světlolabilních isvětlostabilních proteinů amohou být reparovány dodáváním prekurzoru chromoforu.


  Základní představa přenosu světelného morforegulačního signálu


  Světelný signál působí přes změnu konformace fytochromů (fotoreceptorů) adalších světlosenzitivních proteinů. Tyto proteiny pak působí změny konformace dalších proteinů. Jedná se okaskádu několika typů proteinů. Kaskáda zahrnuje také nízkomolekulární signální látky, které umožňují přenos signálu do dalších buněk apletiv rostliny. Je tedy třeba se zabývat těmito otázkami:


  
    	Biochemickou analýzou fotoreceptorů.


    	Identifikací sekvencí DNA, působících vcis atrans-aktivačních faktorech, které řídí aktivitu podřízených genů regulovaných světlem.


    	Genetickou analýzou drah působení fytohormonů acest přenosu signálu, které ovládají vývoj chloroplastů.

  


  Vývoj chloroplastů zahrnuje časově řízenou biosyntézu jejich komponent avyžaduje koordinovanou expresi jaderných achloroplastových genů. Kpočátečním stadiím vývoje chloroplastů zproplastidů dochází vprůběhu tvorby mezofylových buněk znediferencovaných meristematických buněk. Kiniciaci tohoto procesu jsou nutné signály červeného nebo modrého světla. Pro další fáze je nutný silný tok bílého světla. Rozeznáváme čtyři stadia vývoje chloroplastů:


  
    	Na konci prvého stadia vývoje chloroplastů vdělících se buňkách vprůběhu vývoje listů je současně skončena většina dělení mezofylových buněk.


    	Ve druhém stadiu, stadiu "výstavby" chloroplastů, dochází ke zvyšování počtu chloroplastů vbuňce ake zvyšování objemu chloroplastů. Pokračuje růst listů, ale spočívá většinou ve zvyšování objemu buněk. Dochází kvysokému stupni exprese chloroplastových genů.


    	Třetí fáze vývoje chloroplastů je udržovací fáze. Fotosyntetická kapacita je udržována na stálé úrovni, která je určena světlem. Dochází ke střednímu stupni exprese genů kódovaných světlem.


    	Poslední fází je senescence. Počet iobjem chloroplastů klesá aexprese genů regulovaných světlem klesá jen asi na 10 % maxima.

  


  Jiný je vývoj chloroplastů ve tmě, skotomorfogeneze. Jestliže dochází kvývoji ve tmě, proplastidy kotyledonů začínají vývoj vchloroplasty, ale vývoj skončí oetioloplastů, pro které je charakteristický nepravidelný tvar acentrální parakrystalické prolamelární tělísko. Nedochází kžádné nebo dochází jen kvelmi nízké expresi genů regulovaných světlem. Jestliže jsou etiolované rostliny přeneseny na světlo, zetioloplastů se vyvíjejí chloroplasty.


  Rostliny mají akceptorové proteiny (receptory), které procházejí dvěma konformačními stavy atyto stavy se mění na základě přijetí kvant světelného záření určité vlnové délky. Byly prokázány čtyři hlavní typy fotoreceptorů:


  
    	Citlivé na červené/dlouhé červené záření (600700 nm), fytochromy (PHY),


    	Citlivé na modré, případně modré/UV záření (400500 nm), kryptochromy (CRY),


    	Citlivé na modré aUV-A záření, fototropiny (PHOT),


    	Citlivé na UV-B záření, dosud neidentifikované fotoreceptory.

  


  Primárním receptorem červeného adlouhého červeného záření jsou nejlépe prostudované fytochromy. Jsou to rozpustné chromoproteiny, které tvoří dimery, skládající se ze dvou stejných polypeptidů 120-127kD, znichž každý je kovalentně připojen ktetrapyrolovému chromoforu. Tento pigmentproteinový komplex může procházet reverzibilně, na základě fotoindukce, dvěma stavy amá dvě možné formy:


  
    	Formu absorbující červené světlo, Pr (Amax 666668 nm),


    	Formu absorbující dlouhé červené záření, Pfr (Amax 730734 nm).

  


  Pfr je fyziologicky aktivní forma ajiž nízké intenzity červeného světla mění Pr na Pfr aaktivuje odpověď.


  První typ apoproteinů, který se označuje jako typ A, je kódován genem označovaným uA. thaliana gen PHYA. Fytochrom se hromadí ve tmě ana světle se rychle rozkládá. Kromě toho na světle dochází ikrychlému odbourání již syntetizované odpovídající mRNA apoklesu další transkripce. Odlišným typem fytochromu je typ B, který je světlostabilní aani jeho biosyntéza není regulována světlem. Jeho apoprotein je kódován genem PHYB. Tento fytochrom řídí především odpovědi na konec dne, jako je stimulace prodlužování stonku dlouhým červeným zářením.


  UA. thaliana byly klonovány geny pro další tři apoproteiny fytochromů, PHYC, PHYD, PHYE, ale jejich biologická funkce zatím není prostudována. Celkem tedy bylo identifikováno pět genů pro fytochromy.


  Primární mechanizmus změny konformace fytochromů není znám, ale podílí se na něm fosforylace. Existují proteinkinázy, které jsou vkomplexu sfytochromy. Aktivované fytochromy jsou translokovány zcytoplasmy do jádra. Zde interagují stranskripčními faktory atak regulují světlem indukovanou transkripci dalších genů: PHYA je vcytoplazmě autofosforylován afunguje jako kináza, která fosforyluje Phytochrom Kinase Substrat1 (PKS1). PHYA může interagovat sproteinovou fosfatázou (FyPP). FyPP defosforyluje PHYA prostřednictvím konformačních změn aaktivovaný PHYA je vtéto formě translokován do jádra. Vjádře PHYA aPHYB interagují stranskripčním faktorem PIF3 (Phytochrome Interacting Factor3), který umožňuje vazbu na promotory genů regulovaných světlem. Tyto promotory obsahují motivy LRE umožňující tuto vazbu. Kináza CKII zprostředkovává fosforylaci transkripčního faktoru HY5 (Elongated hypocotyl in light5), který je další klíčovou složkou fytochromové signalizační kaskády.


  Co se týče druhých poslů, předpokládá se, že hlavními znich jsou heterotrimerické G-proteiny, ikdyž definitivně to zatím prokázáno nebylo. Další prvky, které navazují vtéto regulační kaskádě, jsou již vidlicovitě rozvětvené. Je to jednak systém Ca++ kalmodulin ajednak cGMP. Systém vápníku způsobuje především stimulaci vývoje chloroplastů. Systém cGMP se uplatňuje především při aktivaci enzymu chalkonsyntázy adrah syntézy fotoprotektivních flavonoidů aantokyanů, ale současně sprvním systémem se také podílí na regulaci vývoje chloroplastů. Obě dráhy druhých poslů mají vprvních fázích vývoje klíčních rostlin vztah vzájemné inhibice. Je důležité, aby se nahromadil dostatek fotoprotektivních látek dříve, než bude zahájena intenzivní fotosyntéza. Jakmile však došlo kakumulaci fotoprotektivních látek afotosyntéza běží, jejich další rychlá syntéza již není třeba. Po kroku aktivace heterotrimerních G-proteinů dochází nejprve kaktivaci cGMP aje krátkodobě inhibována aktivace Ca-kalmodulinového systému, pak se rovnováha přesune směrem kCa-kalmodulinovému systému ave třetí fázi jsou obě dráhy aktivovány rovnoměrně.


  Cesta mezi aktivací druhých poslů auvedených cílových genů má ještě své mezistupně. Těmito mezistupni jsou aktivace genů skupiny DET aCOP.


  Geny pro negativní regulaci fotomorfogeneze


  Morfogeneze ve tmě skotomorfogeneze se uklíčních rostlin liší vněkolika zásadních skutečnostech od morfogeneze na světle. Ve tmě dochází ksilnému prodlužování hypokotylu, děložní lístky předčasně ukončují svůj vývoj, nedochází kvývoji pravých listů anedochází kpřeměně proplastidů na chloroplasty. Na genetické úrovni dochází krepresi četných genů agenetických systémů. Tato represe musí být podmíněna aktivitou některých regulačních genů, jejichž produkty se připojují na specifické promotorové sekvence dalších genů abrání jejich aktivaci. Jestliže je skotomorfogeneze podmíněna aktivitou určitých genů, musí existovat mutace, ukterých došlo kinaktivaci těchto genů akteré se budou ve tmě fenotypově projevovat fotomorfogenetickým vývojem. Byly skutečně zjištěny mutace takovýchto genů. Jeden znich byl nazván COP (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENETIC). Recesivní mutanty tohoto genu podmiňují normální růst avývoj děložních lístků ve tmě. Později bylo zjištěno, že mutace sobdobným fenotypovým projevem vznikají ugenů na různých lokusech genomu. Vtakovýchto genů bylo popsáno vrůzných laboratořích původně 11 (COP1, COP2, COP3, COP4, COP8, COP9, COP10 a COP11), ale oněkterých znich bylo zjištěno, že jsou vzájemně alelické. Vsoučasné době je známo 8 různých lokusů. Například gen COP1 je lokalizován na 2. chromozómu, vpoloze asi 27 cM. Jsou popsány jeho různé mutované alely, jako cop1-1, cop1-2, cop1-3 acop1-4.


  Poněkud jiný fenotypový vliv mají mutace lokusů DET1, DET2 aDET3 (DE/ETHIOLATED). Utěchto mutantů dochází ve tmě nejen knormálnímu vývoji kotyledonů, ale také kvývoji chloroplastů apletiv listového mesofylu. Na světle jsou však tyto rostliny světle zelené amají sníženou apikální dominanci. Zvláště byl studován lokus DET1 azdá se, že právě ten řídí syntézu hlavního regulačního proteinu, který podmiňuje negativní regulaci fotomorfogeneze. Tento protein je lokalizován vjádře, ale neváže se přímo na DNA. Jeho potlačující funkce na transkripci genů aktivovaných světlem však může být obecnější povahy amůže spočívat například ve vlivu na nukleozomovou strukturu chromatinu.


  Na negativní regulaci fotomorfogeneze se podílejí také geny skupiny FSC  FUSCA (fuscus znamená purpurově červený), jejichž recesivní mutace podmiňují červené, anthokyanové zbarvení embryí aklíčních rostlin, které brzy ustávají ve vývoji. Podrobnou genetickou analýzou bylo zjištěno, že některé zdříve popsaných lokusů COP aDET jsou identické slokusy FSC. Vsoučasné době se proto hovoří oregulačním komplexu COP/DET/FUS. Protein COP9 vbuňkách existuje jako velký komplex monomerů, jehož tvorba astabilita vyžadují spoluúčast proteinů COP8 aCOP11. Protein COP1 má vysoký stupeň homologie sfaktorem TAFII80 drozofily, který je součástí komplexu TFIID, aten podmiňuje iniciaci transkripce udrozofily. COP1 je jaderný protein, který zřejmě podmiňuje represi transkripce genů aktivovaných světlem. Gen COP1 je aktivní ve tmě, zatímco na světle je jeho aktivita potlačena.


  Na aktivaci těchto genů se kromě fytochromů podílejí ještě receptory modrého světla. Jejich existence je nepochybná zhlediska biologických účinků, ale zatím nebyly izolovány. Sekundární poslové mění nějakým způsobem komplex proteinů, který je kódován geny COP8, COP9 a COP11. Tento komplex pak působí aktivaci genů DET1 aCOP1 atyto geny působí jako faktory, které vyvolávají další aktivace genů, které se podílejí na syntéze fotoprotektivních látek ana vývoji chloroplastů. Tento regulační řetězec má vsobě ještě řadu neznámých prvků ateprve vprůběhu dalších let bude upřesněn apotvrzen.


  Konečným vlivem těchto negativních regulátorů transkripce je potlačení aktivity velké řady genů, podílejících se na fotosyntéze, syntéze fotoprotektivních látek amorfogenetickém vývoji typickém pro rostliny na světle. Promotory takovýchto genů mají jednak specifické sekvenční úseky (boxy) pro pozitivní regulaci světlem anegativní regulaci tmou. Signály negativní regulace tmou jsou zřejmě součástmi popsaného systému regulačních genů ajejich mutací.


  Co se týče signálů pozitivní regulace světlem jsou zatím dobře známy specifické promotorové úseky označené LRE (Light Regulatory Elements). Byly popsány ugenů genových rodin kódujících například menší podjednotku enzymu fotosyntézy ribulózabisfosfátkarboxylázy (geny rbcS) nebo geny pro proteiny světlosběrného komplexu cab chlorophyll a/b binding. Tato pozitivní regulace světlem je pravděpodobně zprostředkována dalšími, zatím neidentifikovanými geny tohoto komplexu.


  Geny autonomní avernalizační dráhy regulující přechod zvegetativního do generativního růstu


  Bylo identifikováno více než 80 lokusů tzv. autonomní dráhy, které řídí dobu do kvetení. Příkladem jsou geny FLC aFRI determinující pozdní kvetení. Ke genům pro rané kvetení patří gen FCA. Další geny regulující přechod zvegetativního do generativního růstu lze rozdělit do tří skupin: geny kódující biosyntézu giberelinů, geny fytochromů ageny kódující vernalizační reakci. Kyselina giberelová udržuje homeostazi ve vývoji květů vrůzných podmínkách vnějšího prostředí. Gen FLC může blokovat účinek kyseliny giberelové vapexu buď regulací exprese genů biosyntézy kyseliny giberelové, nebo ovlivněním genů přenosu signálu. Fytochromy kontrolují kvetení prostřednictvím délky dne.


  UA. thaliana je přechod zvegetativní do generativní fáze charakterizován ukončením tvorby listů vlistové růžici arychlou tvorbou květních primordií. Standardní genotypy mají vpodmínkách dlouhého dne růžici s9 listy avykvétají za 23 dní. Mutantní rostliny spozdním kvetením (fca) vykvetou za 47 dní alistová růžice má 29 listů. Uněkterých genotypů je možné kvetení iniciovat vernalizací, tzn. vystavením semen (po vysetí) nízkým teplotám 4ºC po dobu 8 týdnů. Mutantní rostliny fca po vernalizaci vykvetou za 16 dní amají 8 listů vrůžici. Tento pokus dokazuje, že exprese genu FCA je ovlivňována vernalizací. Produkty genů VRN1 aVRN2 blokují expresi genu pro pozdní kvetení FLC.


  Geny podmiňující tvorbu meristémů květenství


  Uhomozygotních mutantů tfl1 (terminal flower1) se meristém květenství přeměňuje vkvětní meristém akvěty se tvoří předčasně. Gen TFL1 kóduje zachování meristému květenství.


  Gen LEAFY (LFY) plní důležitou funkci při zakládání květních meristémů apři regulaci exprese genů kvetení. Mutace lfy determinuje zpoždění ve tvorbě květních meristémů ahomozygotní mutanti často vytvářejí místo květů listy. Produktem tohoto genu je transkripční faktor.


  Uhomozygotních mutantů pin (pin formed) se netvoří květní pupeny nebo se tvoří deformované květy.


  Geny regulující tvorbu aidentitu květních orgánů


  Homeotické mutace způsobují přeměnu jednoho květního orgánu vjiný atento odlišný fenotyp je kódován geny kontrolujícími funkci květních orgánů. Většina genů této skupiny byla identifikována prostřednictvím homeotických mutací.


  Gen APETALA1 (AP1) má dvojí funkci: kóduje přeměnu meristému květenství vkvětní meristém atvorbu primordií kališních lístků. Kdalším homeotickým genům patří geny AP3 (APETALA3), AG (AGAMOUS), PI (PISTILLATA) a SUP (SUPERMAN) (tab. 3.1). Na obr. 3.2 je znázorněná časová aprostorová regulace exprese genů této skupiny.


  Geny regulující růst květních orgánů ajejich zrání


  Geny poslední fáze vývoje květů zajišťují tvorbu samčího a samičího gametofytu, tvorbu gamet a přípravu na oplozeni. Některé geny této skupiny (AT, APT, SIN1) jsou uvedeny v tab. 3.1.


  Geny regulující tvorbu květu uArabidopsis


  A. thaliana aAntirrhinum majus mají řadu genů homologních. Některé geny byly již klonovány ana základě vydedukované sekvence aminokyselin aproteinů, které jsou těmito geny kódovány, byla uněkterých určena ijejich předpokládaná funkce. Sledováním mutantního fenotypu, jak ujednoduchých, tak uvícenásobných mutantů, byly získány informace ointerakcích těchto genů. Všechny tyto studie vedou kpochopení genetické kontroly tvorby avývoje květu udvouděložných rostlin. Vtab. 3.1 jsou uvedeny některé mutace A. thaliana ovlivňující tvorbu květu.


  
    
      	Gen A. thaliana

      	Mutantní fenotyp

      	Předpokládaná funkce na molekulární úrovni
    


    
      	Geny regulující přechod zvegetativního do generativního růstu
    


    
      	FLOWERING TIME (FCA)

      	Pozdní kvetení

      	Neurčeno
    


    
      	GIBERRELLIN1 (GA1)

      	Pozdní kvetení

      	Poruchy vbiosyntéze giberelinu
    


    
      	PHYTOCHROMEA (PHYA)

      	Dlouhý hypokotyl

      	Apoprotein fytochromu A
    


    
      	LONG HYPOCOTYL3 (HY3, PHYB)

      	Rané kvetení, dlouhý hypo-kotyl

      	Apoprotein fytochromu B
    


    
      	LONG HYPOCOTYL2 (HY2)

      	Rané kvetení, dlouhý hypo-kotyl

      	Biosyntéza fytochromu chromo-foru
    


    
      	Geny podmiňující tvorbu meristémů květenství
    


    
      	TERMINAL FLOWER (TFL)

      	Přeměna meristému květen-ství vkvětní meristém

      	Negativní regulace lfy, ap1, ap2
    


    
      	LEAFY (LFY)

      	Částečná přeměna meristé-mu květenství vkvětní meristém

      	Transkripční faktor
    


    
      	APETALA1 (AP1)

      	Tvorba axilárních květů, homeotická přeměna kališ-ních lístků vlisty

      	Transkripční faktor, box MADS
    


    
      	APETALA2 (AP2)

      	Homeotická přeměna kališních lístků vlisty akorunních lístků vtyčinky

      	Negativní regulace ag
    


    
      	PIN FORMED (PIN)

      	Netvoří se květní pupeny nebo deformované květy

      	Složka transportního systému auxinů
    


    
      	Geny regulující tvorbu aidentitu květních orgánů
    


    
      	APETALA3 (AP3)

      	Homeotická přeměna korunních lístků na kališní lístky atyčinek vplodolisty

      	Transkripční faktor, box MADS
    


    
      	AGAMOUS (AG)

      	Homeotická přeměna ty-činek vkorunní lístky, plodolistů vkališní lístky, nedeterminovaný květní meristém

      	Transkripční faktor, box MADS
    


    
      	PISTILLATA (PI)

      	Homeotická přeměna ko-runních lístků vkališní atyčinek vplodolisty

      	Transkripční faktor, box MADS
    


    
      	SUPERMAN (SUP)

      	Větší počet tyčinek, malý pestík

      	Regulace exprese pi aap3
    


    
      	Geny regulující růst květních orgánů ajejich zrání
    


    
      	ANTHERLESS (AT)

      	Tyčinky bez prašníků

      	Neurčeno
    


    
      	ADENINE PHOSPHORIBOSYL-TRANSFERASE (APT)

      	Tvorba nefunkčního pylu

      	Adenin fosforibosyl transferáza
    


    
      	SHORT INTEGUMENTS (SIN1)

      	Abortující vajíčka

      	Neurčeno
    

  


  
    Tab. 3.1 Geny regulující tvorbu květu uArabidopsis thaliana.
  


  Regulace genové exprese během vývoje květů, ABC model


  UArabidopsis aAntirrhinum bylo doposud získáno mnoho homeotických mutantů. Uvětšiny znich jsou mutací ovlivněny vždy dva sousední kruhy květních orgánů (obr. 3.3). To vedlo kdomněnce, že existují 3 skupiny genů, které kódují květní orgánovou identitu (skupina A, B, C). Funkce genů skupiny Aovlivňuje vnější části květů, tj. kruh tvořící kališní akorunní lístky. Geny skupiny B regulují vytváření střední části květů (kruh tvořící korunní lístky atyčinky). Geny skupiny C regulují vytváření vnitřní části květu (kruh tvořený tyčinkami aplodolisty). Na základě těchto poznatků byl vytvořen tzv. ABC model, který je znázorněn na obr. 3.3.


  Ztráta funkce genů skupiny Amá za následek tvorbu plodolistů místo kališních lístků vkruhu 1 atvorbu tyčinek místo korunních lístků vkruhu 2. To je př. mutace apetala1 aapetala2 uA. thaliana. Ztráta funkce genů skupiny B má za následek náhradu korunních lístků za kališní anáhradu tyčinek za plodolisty. Příkladem jsou mutace apetala3 apistillata uA. thaliana. Při ztrátě funkce genů skupiny C se tvoří korunní lístky místo tyčinek alístky kališní místo plodolistů. Př. je mutace agamous A. thaliana.


  
    [image: Časová a prostorová regulace tvorby květního meristému a exprese genů orgánové identity u Arabidopsis thaliana]

    Obr. 3.2 Časová aprostorová regulace tvorby květního meristému aexprese genů orgánové identity uArabidopsis thaliana (MK meristém květenství, KM květní meristém, S sepala, kališní lístky, P petala, korunní lístky, St tyčinky, C plodolist, lfy leafy, ap1 apetala1, ap3 apetala3, ag agamous).

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  
    [image: ABC model stavby květu objasňující expresi homeotických genů tří skupin.]

    Obr. 3.3 ABC model stavby květu objasňující expresi homeotických genů tří skupin.
  


  Genetická analýza dvojnásobných mutantů potvrdila, že exprese genů skupiny B je nezávislá na genech AaC. To neplatí pro geny skupin AaC. Fenotypy mutantů bez funkčních genů C mají zvýšenou funkci genů Aanaopak. Geny skupiny A a C fungují antagonisticky.


  Další revizí modelu ABC je zahrnutí negativního regulátoru SUP funkce genů B (PI aAP3). SUP je zahrnut do negativní regulace genů skupiny B, epigenetické regulace areguluje komunikaci mezi kruhy (spojení mezi kruhy 3 a4).


  Sekvenční podobnost květních proteinů stranskripčními faktory živočichů ahub umožňuje učinit určité závěry ojejich funkcích. MCM1 kvasinek asavčí SRF interagují spodobnými vazebnými oblastmi určitých promotorů. Rostlinné faktory MADS boxů (MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS, SRF) se také váží stěmito sekvencemi.


  On-line prezentace


  Ke kapitole Reprodukční vývoj rostlin.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Rozmnožování rostlin ajeho genetické důsledky


  



  Způsoby rozmnožování rostlin


  Pro zachování jakéhokoli rostlinného organizmu je nutné střídání generací, které je umožněno rozmnožováním (obr. 4.1). Urostlin rozeznáváme tři základní způsoby rozmnožování:


  
    	nepohlavní, amixie (amixis),


    	pohlavní, amfimixie (amfimixis),


    	apomiktické, apomixie (apomixis).

  


  
    [image: Schéma životního cyklu dvouděložné rostliny Nicotiana tabacum.]

    Obr. 4.1 Schéma životního cyklu dvouděložné rostliny Nicotiana tabacum.

    (Zdroj: Westhoff et al., 1998)
  


  Amixis


  Amiktické, nepohlavní rozmnožování je nejprimitivnějším způsobem rozmnožování, při němž není organizmus schopen pohlavní diferenciace. Tento způsob rozmnožování je typický pro nejnižší organizmy, uvyšších rostlin se však může vyskytovat souběžně srozmnožováním generativním (pohlavním).


  Při nepohlavním rozmnožování vzniká jedna rostlina zjednoho rozmnožovacího základu, ato buď zrozmnožovací buňky, nebo ze složitější části mateřského těla. Po oddělení od mateřské rostliny vyrůstají ztohoto rozmnožovacího základu přímo noví samostatní jedinci, kteří vznikli pouze mitotickým dělením buněk. Urostlin se tento způsob rozmnožování nazývá vegetativní. Velká regenerační schopnost rostlin, kdy oddělená část vytváří za vhodných podmínek postupně všechny orgány, byla pozorována avyužívána už dávno. Zgenetického hlediska je zajímavé, že tato regenerační schopnost je často zachována iuvysoce specializovaných orgánů, jako např. ulistů. Mnoho rostlin vytváří speciálně diferencované orgány, které částečně nebo zcela slouží knepohlavnímu rozmnožování. Jsou to např. kořenové hlízy (Dahlia variabilis, Ipomea batata, Ficaria verna), oddenky jako metamorfózy stonku (Convalaria, Agropyron, Agrostis), stonkové hlízy oddenkové (Solanum tuberosum, Helianthus tuberosus) abazální (Gladiolus, Colchicum, Crocus, Cyclamen), cibule acibulky jako metamorfózy listů (Allium cepa, Lilium) aj.


  Vegetativní potomstvo jedné rostliny se nazývá klon. Klon jako základní jednotku amikticky se množících rostlin můžeme definovat jako genotypově shodné jedince, kteří vznikli vegetativně zjediného původního organizmu. Vegetativní cestou tedy můžeme získat velké množství geneticky identických rostlin nehledě na genetickou konstituci výchozí formy.


  Stálost klonů však není absolutní. Nezřídka dochází ke genotypovým afenotypovým změnám, jež jsou výsledkem spontánní mutace vurčitém sektoru pletiva nebo vurčité buňce. Tyto změny byly již Darwinem označeny jako pupenové variace neboli sporty. Vznikají tedy somatickou mutací (spontánně či indukovaně) vjedné nebo více iniciálách pupenu. Výhon, který se vyvíjí ztakového pupenu, ponese mutantní znak pouze pokud byl příslušný gen heterozygotní. Fakta opupenových variacích, jak se snimi setkávali praktičtí šlechtitelé vminulosti, shrnul poprvé velmi podrobně právě Darwin, který zdůrazňoval, že pupenové variace nejsou zvláštním znakem některých rostlinných forem, nýbrž jsou vlastní nejrůznějším představitelům kulturních iplaných forem druhů. Dnes známe mnoho odrůd ovocných stromů, okrasných rostlin azelenin, které vznikly cestou pupenových variací. Jsou to především stovky odrůd chryzantém, růží abrambor avětšina odrůd citrusových stromů. Tyto somatické mutace se mohou týkat znaků avlastností morfologických (tvar, barva, velikost orgánů apod.) ifyziologických (ranost, rezistence kchorobám aškůdcům, obsah určitých látek apod.).


  Velké regenerační schopnosti rostlin se využívá vširokém měřítku vzemědělské praxi avzahradnictví. Takto nepohlavně lze množit vysoce heterozygotní odrůdy, které by se při rozmnožování pohlavní cestou rozpadly na množství různých genotypů. Týká se to především ovocných dřevin arůží, ukterých se uplatňuje technika roubování nebo očkování. Vpodstatě jde otransplantaci větší části rostliny sněkolika pupeny (roub) nebo pouze jednoho pupenu (očko) na vhodnou podnož. Vegetativně se množí také okrasné stromy akeře, chmel, cukrová třtina, brambory, cibule, česnek, jahodník amnohé rostliny okrasné květem.


  Vegetativní rozmnožování se ve šlechtitelské praxi používá jako následná metoda pohlavního rozmnožování kudržení heterozygotnosti ahybridní zdatnosti. Někdy může sloužit ike zvýšení podílu rostlin jednoho pohlaví vpopulacích (jako např. namnožení samčích rostlin upalmy datlové) nebo kudržení autoinkompatibilních rostlin (avokádo). Vegetativní rozmnožování je možné využít kzískání klonů bez patogenů technikou explantátových kultur in vitro (např. meristémové kultury aembryokultury).


  Předností nepohlavního rozmnožování vzhledem kzachování druhu je tedy potenciálně neomezená možnost zvýšení početnosti geneticky identických potomků jednoho jedince, tj. vytvoření tzv. klonu.


  Amfimixis


  Amfimixie je pohlavní rozmnožování, které představuje evolučně progresivnější reprodukci potomstva. Jeho předností je zajištění genetické rozmanitosti zabezpečující přizpůsobení organizmů vnějšímu prostředí.


  Pro tento způsob rozmnožování je typická tvorba diferencovaných reprodukčních orgánů astřídání pohlavní haploidní generace (gametofytu), produkující gamety, snepohlavní diploidní generací (sporofytem). Unižších rostlin převažuje fáze gametofytu nad sporofytem, zatímco uvyšších rostlin je tomu naopak.


  Ukrytosemenných rostlin jsou generativní orgány součástí specifické části rostliny květu. Samičím pohlavním orgánem je pestík (pistillum) vznikající srůstem jednoho nebo více plodolistů (megasporofylů). Pestík je obvykle rozlišen na semeník (ovarium), čnělku (stylus) abliznu (stigma).


  Makrosporogeneze amakrogametogeneze


  Uvnitř semeníku se vyvíjí vajíčko (nebo vajíčka). Základem pro vznik samičího gametofytu je diploidní tzv. archesporová buňka, ze které vznikne dělením mateřská buňka megaspory. Redukčním dělením vzniká vprocesu megasporogeneze samičí výtrus (megaspora neboli primární zárodečný vak). Vdalším procesu se megaspora přetváří na zralý zárodečný vak se samičí pohlavní buňkou (oosférou). Vznik samičí gamety se označuje jako megagametogeneze. Vzárodečném vaku se vyvíjí kromě vaječné buňky ještě dvě pomocné buňky (synergidy), které sní společně tvoří tzv. vaječný aparát. Proti nim se formují tři buňky, tzv. protistojné (antipody). Uvnitř zárodečného vaku se nachází ještě centrální jádro zárodečného vaku (obr. 4.2).


  Dlouho chyběla molekulární analýza samičího gametofytu. Hlavním důvodem byly problémy se získáním proteinů vdostatečné koncentraci. Možnost řešit tento problém umožnila metoda RT-PCR (amplifikace vycházející zcDNA po reverzní transkripci mRNA). Pro tuto metodu je dostatečné malé množství výchozího materiálu (RNA) aje proto vhodná pro analýzu samičího gametofytu aobjasnění funkcí specifických genových produktů. Důležitá zjištění byla uskutečněna ipomocí květních mutantů, které se vyznačují samičí sterilitou. Do této skupiny patří řada mutantů A. thaliana sdefekty ve vývoji integumentů, vajíček nebo embryonálního vaku: sin1 (short integuments-1), ovm2, ovm3 (ovule mutant-2, ovule mutant-3), bel1 (bel1), ats (aberrant testa shape). Další mutací sdefektním vývojem vajíčka uA. thaliana je ant (aintegumenta). Gen ANT byl klonován. Produkt genu vykazuje vysokou sekvenční shodu sproduktem genu AP2 vtzv. AP2 doméně. To naznačuje, že oba proteiny jsou příbuzné transkripční faktory. Všechny výše uvedené mutace jsou sporofytické. Vzácně existují igametofytické mutace, např. ukukuřice ig (indeterminate gametophyte) auhuseníčku gf.


  Mikrosporogeneze amikrogametogeneze


  Samčím pohlavním orgánem vkvětu je tyčinka (mikrosporofyl) tvořená nitkou (filamentum) aprašníkem (anthera). Prašník se skládá ze dvou prašných váčků, znichž každý obsahuje dvě prašná pouzdra. Uvnitř prašných pouzder vznikají ze sporogenních buněk mitotickým dělením pylové mateřské buňky. Vnich pak redukčním dělením vznikají vprocesu mikrosporogeneze čtyři haploidní mikrospory (pylová zrna). Pylové zrno se ještě před opuštěním prašného pouzdra mitoticky dělí na malou buňku rozmnožovací (generativní) avětší buňku láčkovou (vegetativní), takže pylové zrno je pak dvoubuněčné. Generativní buňka se ještě jednou dělí na dvě spermatické buňky (samčí gamety). Tento vznik samčích pohlavních buněk je označován jako mikrogametogeneze (obr. 4.2).


  
    [image: Schéma tvorby samčích a samičích spor a gamet]

    Obr. 4.2 Schéma tvorby samčích asamičích spor agamet.

    (Zdroj: Westhoff et al., 1998)
  


  Mikrospory apyl jsou pro svůj haploidní stav, relativní jednoduchost avývojovou synchronizaci vhodným systémem pro výzkum molekulárních mechanizmů spojených svývojem adiferenciací buněk. Při výzkumu buněčné specifičnosti genové exprese se vprvní fázi obvykle připraví knihovna cDNA zmikrospor nebo zralého pylu aklony, které nehybridizují scDNA somatických orgánů, jsou považovány za specifické pro příslušné buňky.


  Kvývoji mikrospor je třeba koordinovaná genová exprese jak vtěchto buňkách, tak vpletivech sporofytu, které je obklopují. Podle toho lze geny rozdělit do tří skupin:


  
    	geny, které se transkribují jen ve sporofytických pletivech,


    	geny, které se transkribují jak ve sporofytických pletivech, tak vmikrosporách apylu,


    	mikrosporově nebo pylově specifické geny.

  


  Podle načasování aktivace jednotlivých genů je lze rozdělit na časné apozdní. Časné geny se transkribují po skončení meiózy avětšinou kódují cytoskeletární proteiny aproteiny potřebné pro syntézu buněčné stěny nebo ukládání škrobu. Pozdní geny jsou aktivovány po skončení mikrosporové mitózy ajejich mRNA dosahuje maxima ve zralém pylu. Obvykle kódují bílkoviny potřebné pro zrání pylu arůst pylové láčky.


  Kčasným genům patří klon I3 cDNA izolovaný znezralých prašníků Brassica napus. Transkript tohoto genu se akumuluje vobdobí mikrosporové mitózy apoté jeho množství klesá. Vnezralých prašnících B. napus byl dále identifikován gen BA42. Transkripty tohoto genu byly nalezeny jak ve vyvíjejících se mikrosporách, tak vbuňkách tapeta aperiferních buňkách cévního svazku. Nebyly však identifikovány ve zralém pylu. Tento gen má 64 až 67 % homologii schalkonsyntázou, která se účastní biosyntézy flavonoidů.


  Mezi geny, které se transkribují vbuňkách tapeta vobdobí po mikrosporové mitóze ajejichž produkty byly nalezeny na povrchu pylových zrn, patří geny pro oleoziny. UB. napus bylo identifikováno několik forem oleozinů orůzných molekulových hmotnostech. Jednotlivé formy jsou kódovány rozdílnými transkripty jednoho genu. Jejich exprese začíná vbuňkách tapeta ve stadiu pozdních mikrospor, zvyšuje se ve fázi dvoujaderného pylu aklesá po pylové mitóze, kdy začíná dehydratace prašníků atapetum degeneruje.


  Utabáku byl identifikován jeden gen NTM19, který je transkribován specificky vmikrosporách. Gen je aktivní ve stadiu tetrád, jeho transkripty se tvoří vmikrosporách apo mikrosporové mitóze jeho aktivita mizí. Transkripty byly identifikovány pouze vmikrosporách anebyly nalezeny ve sporofytických pletivech prašníku. UB. napus byl identifikován gen Bp4, který se exprimuje vraných stadiích vývoje mikrospor ajehož transkripty se nehromadí ve zralém pylu.


  Genetickou analýzu samčího gametofytu umožňuje řada mutantů sjadernou samčí sterilitou vyznačujících se defekty ve vývoji tyčinek, ale standardních ve vývoji plodolistů. Vrámci této skupiny mutantů je možné další rozlišení podle typu defektu. UA. thaliana byly nalezeny mutace sdefekty vprocesu mikrosporogeneze, např. ms amutace sdefekty vuvolňování pylu msH nebo ve funkci pylu, mutace pop.


  Jde většinou osporofytické mutace, což znamená, že heterozygoti Ms ms tvoří normální pyl. Pouze vojedinělých případech byly získány gametofytické mutace. Unich tvoří heterozygoti 50 % funkčního pylu.


  Oplození krytosemenných rostlin


  Po opylení, tj. přenosu pylu zprašníku na bliznu, dochází koplození. Pro všechny krytosemenné rostliny je charakteristické dvojité oplození, které spočívá vtom, že jedna spermatická buňka splyne svaječnou buňkou adruhá spermatická buňka splyne scentrálním jádrem zárodečného vaku. Po splynutí buněk (plazmogamii) následuje splynutí jejich jader (karyogamie). Celý tento proces se nazývá syngamie. Zoplozené vaječné buňky vzniká diploidní zygota azoplozené centrální buňky zárodečného vaku se vyvíjí endosperm (nejčastěji triploidní).


  Celý proces vývoje samčího asamičího gametofytu aoplození ukrytosemenných rostlin je znázorněn na obr 2.


  Apomixis


  Apomiktický způsob rozmnožování je považován za fylogeneticky nejmladší, odvozený od pohlavního rozmnožování. Apomixie je nepohlavní způsob rozmnožování semeny, při kterém nový jedinec vzniká bez splynutí samčích asamičích gamet (tj. bez syngamie) anevyvíjí se tedy ze zygoty. Je to komplexní znak vyplývající zněkolika modifikací pohlavního cyklu rostlin.


  Začátkem minulého století se chápala apomixie vširším smyslu. Např. Winkler pod tento pojem zahrnoval viviparii aostatní formy vegetativního rozmnožování. Tato široce chápaná definice se dnes již nepoužívá. Vsoučasné době se vegetativní rozmnožování do tohoto pojmu nezahrnuje. Základní výzkum vzniku, rozšíření aklasifikace apomixie spadá do poloviny 40. let našeho století. Zasloužil se oto především švédský botanik Gustafsson apozději v60. letech indický vědec Battaglia.


  Apomixis vužším slova smyslu tedy chápeme jako nepohlavní způsob rozmnožování semeny (agamospermie), pro který jsou typické následující odchylky vporovnání spohlavním rozmnožováním:


  
    	modifikace nebo úplné vynechání meiózy,


    	tvorba neredukovaných megaspór,


    	partenogenetický vývoj embrya,


    	autonomní (nezávislý na opylení) nebo pseudogamní (závislý na opylení) vývoj endospermu.

  


  Vdůsledku uvedených odchylek se vytvářejí embrya (apotomstvo), která jsou přesnou genetickou kopií mateřské rostliny.


  Apomixie zahrnuje dva typy reprodukce:


  
    	gametofytickou apomixii a


    	adventivní embryonii (sporofytickou apomixii).

  


  Gametofytická apomixie


  Tento způsob apomixe předpokládá pozměněnou megasporogenezi, při které nedochází kredukci počtu chromozomů, tzn., že vzniklý primární zárodečný vak (megaspora) azněho odvozený zralý zárodečný vak (samičí gametofyt) nemá redukovaný počet chromozomů. Dalším předpokladem úspěšné apomixie je schopnost neoplozené vaječné buňky (sneredukovaným počtem chromozomů 2n) vytvářet embryo. Tato schopnost se nazývá (diploidní) partenogeneze. Oba procesy jsou pod nezávislou genetickou kontrolou ajsou determinované pravděpodobně polygenně.


  Vedle diploidní partenogeneze se někdy do apomixie zahrnuje i haploidní partenogeneze, kdy se haploidní zárodek tvoří z neoplozené vaječné buňky (gynogeneze) nebo mikrospory (androgeneze).


  Podle původu azpůsobu vzniku zárodečného vaku aodchylek vmegagametogenezi se rozlišují dva typy gametofytické apomixie:


  
    	diplosporie a


    	aposporie.

  


  Pro diplosporii je typický vznik neredukovaného zárodečného vaku z buňky samičího archesporia (obr. 4.3). Pro tento typ apomixie se užívá synonym mitotická, somatická, přímá diplosporie, generativní aposporie aj. Embryonální vak se vytváří z neredukované megaspory nebo mateřské buňky megaspory. Embryo se vyvíjí partenogeneticky. Endosperm se vyvíjí autonomně z neredukovaných centrálních jader také bez oplození (Compositae). Může mít proměnlivou úroveň ploidie. U rodů Ergastosis a Tripsacum je pro tvorbu endospermu nezbytné opylení (tzv. pseudogamie). Meiotická diplosporie se vyskytuje u rodů Arabis, Paspalum, Taraxacum, Ixerix a zástupců některých rodů Compositae. Mitotická diplosporie byla zjištěna u rodu Antennaria.


  U polyploidních druhů Allium nutans (2n = 40), A. odoratum (2n = 32) a A. tuberosum (2n = 32) je diplosporie typu Allium. U těchto druhů dochází k premeotickému zdvojení chromozomů endomitózou. Vznikají dva identické chromozomy, oba se dvěma chromatidami. Během následující meiózy se párují sesterské chromozomy a tvoří autobivalenty. Vzniká tetráda jader rodičovského genotypu.


  Při aposporii (někdy též somatické aposporii) vzniká neredukovaný zárodečný vak z některé jiné somatické buňky nucelu, než ze které vzniká archesporová buňka (obr. 4.3). Aposporie i amfimixie mohou probíhat v jednom vajíčku. Při vývoji aposporních zárodečných vaků dochází k řadě morfologických odchylek v uspořádání a polaritě, které slouží jako kritérium pro klasifikaci jednotlivých typů (typy: Hieracium, Poa, Panicum, Andropogon). U typu Hieracium se tvoří neredukovaný 8 jaderný bipolární embryonální vak. Embryonální vak typu Panicum je zpravidla neredukovaný 4 jaderný monopolární. Pro vývoj endospermu je u většiny druhů s výjimkou Hieracium spp. nezbytné opylení. Aposporie je častým apomiktickým mechanizmem u řady druhů trav patřících k rodům Pennisetum, Poa, Paspalum a Cenchrus.


  Adventivní embryonie


  Embrya anové sporofyty vznikají ze somatických pletiv vajíčka (obr. 4.3), nejčastěji znucelu nebo integumentů (nucelární nebo integumentální embryonie). Na tvorbě adventivních embryí se tedy podílejí diploidní buňky, které bezprostředně sousedí se zárodečným vakem. Tyto buňky prorůstají do zárodečného vaku, kde se znich vyvíjí embryo. Přitom může vznikat vzárodečném vaku pohlavním inepohlavním způsobem embryo zvaječné buňky. Vznik více embryí vjednom zárodečném vaku se nazývá polyembryonie.


  Jednotlivé typy apomixie jsou schematicky znázorněny na obr. 4.3.


  
    [image: Jednotlivé typy apomixie]

    Obr. 4.3 Jednotlivé typy apomixie
  


  Příčiny vzniku apomixie


  Ikdyž bylo vysloveno mnoho teorií opříčinách vzniku apomixie, je dnes všeobecně uznávaná koncepce dědičné determinace apomixe. Kdispozici je však dosud málo experimentálních údajů otypu dědičnosti, počtu genů ajejich vztazích. Pozornost se soustřeďuje na objasnění genetické determinace jednotlivých složek apomixie. Klíčovými mechanizmy apomixie je modifikace nebo vynechání samičí meiózy apodpoření autonomního vývoje embrya ve vajíčku. Nejčastěji jsou uváděny tyto odchylky vedoucí kapomixii:


  
    	Vynechání heterotypického meiotického dělení, jehož důsledkem je neredukovaný počet chromozomů avznik neredukovaných diplosporních nebo aposporních zárodečných vaků.


    	Vynechání heterotypického meiotického dělení, jehož důsledkem je neredukovaný počet chromozomů avznik neredukovaných diplosporních nebo aposporních zárodečných vaků.


    	Schopnost genotypů vytvářet diplosporní nebo aposporní zárodečné vaky.


    	Schopnost neoplozených vajíček kautonomnímu vývoji (partenogenezi).


    	Neschopnost neredukovaných vaječných buněk koplození.


    	Schopnost somatických buněk nucelu aintegumentů pronikat do zárodečného vaku avytvořit adventivní zárodky (polyembryonie).


    	Na opylení nezávislá schopnost polárních jader nebo sekundárního jádra zárodečného vaku kautonomnímu vývoji endospermu.

  


  Huseníček arýže se staly hlavními rostlinnými objekty při izolaci odpovídajících genů podmiňujících jednotlivé procesy vedoucí kapomixii, ato především prostřednictvím mutageneze azískání apomiktických mutantů. Kobjasnění genetiky apomixie přispělo studium populací hybridů získaných křížením Pennisetum squamulatum aTripsacum dactyloides skukuřicí.


  Rozšíření apomixie


  Existuje řada experimentálních důkazů otom, že apomixie aamfimixie se jako dva základní způsoby rozmnožování navzájem nevylučují. Naopak se vpopulacích určitých rostlinných druhů často vyskytují současně ve stavu určité rovnováhy. Apomiktické taxony obvykle zahrnují pohlavně se množící diploidy apolyploidy, ale také fakultativní apomikty. Pozitivním aspektem většiny apomiktů je zachování samčí fertility. Diploidní partenogeneze ujinak pohlavně se množících druhů byla zjištěna např. urodů Fragaria, Solanum, Zea, Primula, Triticum, Petunia, Nicotiana, Brassica aj. Zdalších kulturních rostlin, ukterých je významné apomiktické rozmnožování, můžeme jmenovat Taraxacum officinale aParthenium argentatum (Asteraceae), druhy rodů Malus aRubus (Rosaceae), dále Poa, Panicum, Paspalum, Pennisetum adalší subtropické trávy čeledě Poaceae. Odrůdy druhů subtropických rodů Citrus, Mangifera aMusa se rozmnožují apomikticky semeny vzniklými adventivní embryonií. Celkově se různé typy apomixie zjistily uvíce než 300 druhů a90 rodů krytosemenných rostlin. Přitom se často vyskytují ve fylogeneticky mladých čeledích, např. Poaceae (téměř 60 rodů) aAsteraceae (téměř 30 rodů). Nejčastější je výskyt apomixie u Gramineae, řádu Compositae ačeledě Rosaceae. Apomixie byla zjištěna většinou udruhů svyšší ploidií, což také komplikuje její využití ve šlechtění.


  Využití apomixie ve šlechtění


  Detekce apomixie předcházející jejímu využití je poměrně snadná při úplné apomixii. Např. uvětšiny rostlin Taraxacum officinale ipo pečlivé kastraci jednotlivých květů apo vyloučení možnosti cizosprášení izolací úboru, vznikají normální semena. Naproti tomu částečnou apomixii zjistíme tímto způsobem velmi těžko. Ještě komplikovanější jsou případy pseudogamie, kdy embryo sice vzniká partenogeneticky, vyžaduje však stimulaci opylením pro vývoj endospermu. Na pseudogamii můžeme usuzovat tehdy, jestliže po křížení dvou homozygotních rostlin srůznými dominantními geny markery (AA bb x aa BB) bude potomstvo F1 jednotné afenotypově shodné smateřskou rostlinou.


  Zájem oapomiktický způsob rozmnožování ajeho využití ve šlechtění se soustřeďuje na několik základních oblastí:


  
    	Pozornost je zaměřena na ověření biologických agenetických předpokladů apomiktických forem při fixaci heteroze uvhodných hybridních kombinací hospodářsky důležitých rostlin, bez neustálého opakování křížení při tvorbě hybridů ana snadnější udržování rodičovských linií. Určité úspěchy byly vtomto směru dosaženy učiroku ajiných Poaceae auněkterých zástupců zčeledě Asteraceae, např. uCentaurea cyanus.


    	Některé šlechtitelské programy jsou zaměřeny na zvýšení genetické variability hospodářsky důležitých apomiktů mezidruhovým křížením spohlavně se rozmnožujícími formami nebo fakultativními apomikty. Obvykle se používá křížení, ve kterém se mateřské rostliny opylují pylem obligátních apomiktů. Vzniklé heterozygotní potomstvo vykazuje velkou variabilitu jak ve sledovaných znacích, tak ive způsobu rozmnožování. Následující výběr je obvykle zaměřen na hospodářsky nejcennější vysoce apomiktické hybridy. Vněkterých případech bylo možno tímto způsobem vybrat iobligátní apomikty (např. Pennisetum ciliare, Panicum maximum).


    	Další oblast využití je spjata spředstavou indukce vyšší četnosti haploidní partenogeneze, následným výběrem haploidních rostlin apo jejich diploidizaci rychlým odvozením homozygotních linií. Takové linie se mohou úspěšně využít jako rodičovské linie při tvorbě výkonných hybridů.


    	Opakovaný vznik partenogenetických rostlin je často pozorován vpotomstvech mezidruhových imezirodových hybridů, kdy vdůsledku poruch vmeióze dochází vněkterých případech ktvorbě neredukovaných gamet. Jejich vznik vřadě případů umožňuje ifixaci amfidiploidního stavu např. umezirodových hybridů Haynaldia x Triticum, Triticum x Aegilops. Nejvíce amfiploidů snásledným praktickým využitím bylo však získáno zkřížení Triticum x Secale.


    	Adventivní embryonie je významným způsobem reprodukce uCitrus sp. avyužívá se kzískání bezvirózního potomstva. Tento typ reprodukce se prakticky využívá iudalších rodů např. Mangifera, Malus, Ribes a Beta.

  


  Kuskutečnění uvedených šlechtitelských záměrů je nutná záměrná introgrese jednotlivých složek (geneticky kontrolovaných komponent) apomixie do pohlavně se množících hospodářsky důležitých rostlin. To je možné buď výběrem rostlin zcizosprašných populací (usamosprašných rostlin se předpokládá, že jsou tyto geny rychle eliminovány), nebo indukcí mutací. Vneposlední řadě je to možné uskutečnit přenosem celých chromozomů (nebo jejich fragmentů) vzdálenou hybridizací zgeneticky příbuzných apomiktických forem nebo druhů anásledným výběrem linií svhodnými složkami apomixie. Kjejich identifikaci se využívají izoenzymové nebo DNA markery. Byly rozpracovány vysoce efektivní metody přenosu částí chromozomů, které mohou tento proces podstatně urychlit. Podařilo se například přenést složky apomixie zTripsacum dactyloides do Zea mays. Kintrodukci apomixie byly využity také druhy rodů Beta, Malus, Agropyron, Elymus a Solanum. Pokusy ointrodukci složek apomixie ze vzdálených příbuzných druhů do druhů se zemědělským využitím však byly většinou neúspěšné, protože výsledkem byly jen částečně fertilní apomiktické rostliny. Ztěchto důvodů se úsilí výzkumných pracovníků zaměřilo na identifikaci aizolaci klíčových regulačních genů.


  Genetická determinace apomixie


  Přes mnohaleté úsilí šlechtitelů není apomixie ve větší míře využívána ve šlechtitelských programech ajejí genetická kontrola není doposud zcela objasněna. Pravděpodobně jde oznak kvalitativní. Uvětšiny sledovaných druhů segregovala apomixie jako jeden lokus. Udruhů Panicum maximum, Ranunculus auricomus aBrachiaria sp. byla zjištěna aposporie smonogenní dědičností, kde byla tvorba neredukovaného zárodečného vaku determinována dominantní alelou. Hlavními modelovými druhy při studiu genetiky diplosporie byly druhy rodu Taraxacum. Unich je gen nebo několik málo genů determinujících tento typ apomixie lokalizován na jednom chromozomu. Udruhů rodu Tripsacum je apomixie kontrolována několika těsně vázanými geny adědí se mendelovsky jako jeden lokus. Výskyt obligátní nebo fakultativní apomixie aodlišný stupeň fakultativní apomixie vrámci jednoho druhu naznačuje vliv jiných genů, tzv. modifikátorů, nebo vliv genetického pozadí.


  Gametofytická apomixe zahrnuje několik modifikací pohlavního reprodukčního cyklu, jako je apomeióza, partenogenetická tvorba embrya avněkterých případech změny tvorby centrální buňky zárodečného vaku arůzné způsoby tvorby endospermu.


  Výzkum prováděný v80. a90. letech minulého století uněkolika druhů naznačuje, že apomeióza se dědí monogenně, dominantní alelou. Různá penetrance genu vysvětluje výskyt fakultativních apomiktů. Uněkterých druhů, jako je Ranunculus auricomus, Pennisetum maximum aHieracium piloselloides, se apomeióza společně sdalšími elementy apomiktické reprodukce dědí také jako jeden znak. Udruhů Taraxacum officinale, Poa pratensis aErigeron annuus, apomeióza ne vždy kosegreguje sdalšími rysy apomeiózy. Uvšech testovaných druhů je silná suprese rekombinace vokolí lokusu pro apomeiózu, což naznačuje, že apomixis je asi kontrolována mnoha geny, které jsou vtěsné vazbě, geny tvoří jeden nebo dva komplexy.


  Práce od r. 1999 dokládají nezávislou kontrolu jednotlivých komponent apomeiózy apartenogeneze dominantními alelami majorgenů. Ale to nevylučuje, že každá komponenta apomixis může být kontrolována více geny. Doposud nejsou žádné poznatky ofaktorech podmiňujících penetranci aexpresivitu urůzných genetických pozadí. Rozdíly vexpresivitě ainterakce genů jsou zodpovědné za širokou škálu způsobů reprodukce. Aposporie apartenogeneze ataké jednotlivé geny segregují nezávisle.


  Genetické analýzy jsou komplikovány nízkou rekombinací, nepravidelnou segregací apolyploidií. Nejobtížnější jsou analýzy tvorby apomiktických semen, protože gametofytická generace je reprezentována jen několika málo buňkami aje omezena na krátký časový interval.


  Poa pratensis je významná pícnina. Je to aposporní pseudogamní apomikt s 2n = 18 až 150. Genetická kontrola apomixie byla studována u řady segregujících potomstev pocházejících z křížení a selfování obligátních pohlavně se množících rodičů a fakultativních apomiktických rodičů. Výsledkem je model s pěti geny s velkým účinkem, které jsou nezbytné pro kontrolu tvorby asexuálních semen:


  
    	Apospory initiator Ait aktivace aposporie


    	Apospory preventer Apv inaktivace tvorby aposporního zárodečného vaku


    	Megaspore development Mdv tvorba mateřské buňky megaspóry


    	Partenogenesis initiator Pit aktivace partenogeneze


    	Partenogenesis preventer Ppv inaktivace partenogeneze

  


  Rozdíly v expresivitě a interakce genů jsou zodpovědné za širokou škálu způsobů reprodukce. Aposporie a partenogeneze a také jednotlivé geny segregují nezávisle.


  
    	Geny Apv, Ppv brání tvorbě aposporního zárodečného vaku a embrya bez oplození.


    	Penetrance a expresivita je úplná u genů Apv a Ppv u rostlin s amfimixií.


    	Recesivní alely apv, ppv tolerují, ale neindukují apomeiózu nebo partenogenezi.


    	Dvojnásobný recesivní homozygot apv apv ppv ppv tvoří apomiktická semena sporadicky.


    	Pro vyšší podíl apomixe existují dva další geny. Dominantní alely Ait a Pit indukují aposporii a partenogenezi. Nejvyšší podíl apomixie je u genotypů Ait - apv apv, Pit - ppv ppv.


    	Obligátní amfimixie je u genotypů ait ait Apv -, pit pit Ppv - .


    	Recesivní alela mdv způsobuje aborci megaspór nebo megagametofytů.


    	Genotyp stabilního aposporního apomikta je Ait - apv apv mdv mdv Pit - ppv ppv.

  


  Je možné šlechtění na apomixii?


  Testované přístupy introdukce apomixie do kulturních druhů jsou založeny např. na hybridizaci příbuzných druhů, apomikta s pohlavně se množícím kulturním druhem. Čeleď Poaceae má řadu apomiktických druhů a řadu ekonomicky významných druhů. V řadě programů byly snahy přenést pseudogamní apomixii do kulturního druhu prostřednictvím mezirodové nebo mezidruhové hybridizace (Tripsacum dactyloides x Zea mays nebo Pennisetum squamulatum x Pennisetum squamosum)..


  Hybridizace byla vždy málo úspěšná. U kříženců docházelo ke ztrátě apomiktické schopnosti, aborci semen a sterilitě v důsledku nerovnováhy endospermu vlivem fúze neredukovaných centrálních buněk s haploidní spermatickou buňkou. Introgrese autonomní apomixie, která je schopná obejít problémy s endospermem, však není k dispozici u čeledě Poaceae, ale vyskytuje se jen u čeledě Asteraceae.Další přístup byl založen na indukci mutací u pohlavně se množícího druhu a výběru rostlin s autonomní tvorbou semen. Byla prováděna řada pokusů a u jednotlivých mutantů byly získány dílčí znaky, jako je schopnost tvorby neredukovaných gamet a partenogenetických embryí. Ale nepodařilo se získat rostlinu, která vytváří asexuální embrya ve vysokých četnostech. Mutageneze a skrínink apomixie byly testovány i u Arabidopsis. Byly identifikovány tři mutace fis (fertilisation independent seed) – fis1/mea (medea), fis2, fis3/fie (fertilization independent endosperm). U mutantů docházelo k autonomnímu vývoji centrální buňky ve zralém zárodečném vaku. Avšak žádná mutace samostatně nebyla schopná indukovat plnou diferenciaci automního endospermu. Dále se u mutantů nepodařilo iniciovat vývoj vaječné buňky, pravděpodobně proto, že gen FIS je pozdě exprimován.


  Klonování genů pro apomixii u rostlin s apomixií a jejich následné využití při genetické transformaci je velmi obtížné z důvodů suprese rekombinace v okolí lokusu, polyploidie druhů a redukované sexualitě apomiktů. Ačkoli některé lokusy byly zmapovány, žádné nebyly osekvenovány. Je nezbytné aplikovat jiné přístupy, např. přes mRNA.


  Byly identifikovány geny podílející se na indukci embryogeneze bez oplození. Např. roku 2001 byl identifikován gen AtSERK1, který je exprimován u vajíček před oplozením a u raných embryí; exprese genu zvyšuje embyogenní potenciál kalusů in vitro. Roku 2002 byl identifikován gen BABYBOOM, který je exprimován během tvorby semen; v podmínkách in vitro indukuje tvorbu somatických embryí např. na okrajích listů a v apikálním vrcholu. Exprese těchto genů stimuluje sice somatickou embryogenezi in vitro u vegetativních orgánů, avšak zdaleka nic neříká o možnosti indukovat partenogenezi v semenech, což je nezbytné pro apomixii.


  On-line prezentace


  Ke kapitole Rozmnožování rostlin a jeho genetické důsledky.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Inkompatibilní systémy vyšších rostlin


  U90 z320 čeledí vyšších rostlin byly nalezeny genetické mechanizmy, které znemožňují samoopylení. Tato blokáda se nazývá autoinkompatibilita. Obecně pod pojmem inkompatibilita rozumíme neschopnost rostlin tvořit semena, ačkoli tvoří funkční gamety, ato jak při samoopylení, tak ipři cizosprášení sgeneticky blízkými formami. Inkompatibilita je vrostlinné říši velmi rozšířená. Nejznámější je učeledí Fabaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae, Solanacea, Brassicaceae, Papaveraceae a Poaceae. Ztohoto velkého rozšíření vrostlinné říši je vidět, že inkompatibilita hraje důležitou roli vevoluci.


  Termín inkompatibilita zavedl vroce 1917 Stout při studiu fertility uCichorium intybus, ačkoli tento mechanizmus byl znám již mnohem dříve. Již před dvěma stoletími Kőlreuter pozoroval, že urodu Verbascum se při opylení vlastním, zjevně fertilním pylem netvoří semena, zatímco při cizosprášení se semena tvoří vdostatečném počtu.


  Hlavní funkcí inkompatibilních systémů je zabránění inbridingu atedy zajištění cizosprášení. Tento mechanizmus je uskutečňován na základě inkompatibility pylu apletiva čnělky nebo blizny. Nelze jej tedy zaměňovat sformami sterility, kdy neschopnost vytvářet životaschopná semena je způsobena chromozomovými abnormalitami, některou formou poruchy tvorby gamet nebo vývoje embrya, popř. neschopností uvolňování pylu zprašných váčků.


  Inkompatibilita je geneticky determinována jedním nebo více lokusy, označovanými symbolem S. Lokus má řadu charakteristik, které jsou společné všem čeledím:


  
    	Uněkterých druhů byl počet alel lokusu odhadnut až na 200. Jeden lokus může být tvořen skupinou několika vázaných genů.


    	Udiploidních rostlin jsou přítomny vždy dvě alely.


    	Inkompatibilní reakce vzniká vpřípadě, žealela (alely) S rodičovské rostliny poskytující pyl je stejná jako alela (alely) S umateřské rostliny.

  


  Inkompatibilní systém vyšších rostlin je mechanizmus, který prostřednictvím lokusu Szabraňuje samooplození atím zabezpečuje oplození mezi geneticky odlišnými jedinci. Byly získány poznatky týkající se molekulárních abiochemických procesů inkompatibility apostupně jsou odhalovány různé systémy.


  Obr. 5.1 ukazuje klíčová pletiva rostliny, která souvisejí smechanizmy inkompatibility. Koplození dochází tehdy, jestliže pylová zrna tvoří pylové láčky, které prorůstají bliznou apletivem čnělky až do semeníku kvajíčkům. Během růstu pylové láčky se jedno haploidní jádro pylového zrna (generativní) dělí mitoticky avpylové láčce jsou přítomna tři haploidní jádra. Může dojít kdvojitému oplození, jestliže láčka proroste kmikropylárnímu otvoru vajíčka.


  Existují dva odlišné genetické mechanizmy kontroly autoinkompatibility kódované lokusem S. Je to gametofytická (GI) asporofytická inkompatibilita (SI). Dále se rozlišuje také heteromorfní ahomomorfní inkompatibilita, která se vztahuje pouze kmorfologii květu. Vrámci jedné čeledě mohou být druhy jak autofertilní tak autoinkompatibilní. Ale uinkompatibilních druhů vrámci čeledě existuje jen jeden systém (GI nebo SI).


  
    
      	Čeleď

      	Druh

      	Autofertilita

      	Auto-inkompatibilita
    


    
      	Brassicaceae

      	Arabidopsis thaliana

      	ano

      	
    


    
      	Brassica napus

      	ano

      	
    


    
      	Brassica oleracea

      	

      	sporofytická
    


    
      	Gramineae

      	Hordeum vulgare

      	ano

      	
    


    
      	Secale cereale1

      	

      	gametofytická
    


    
      	Leguminosae

      	Trifolium repens

      	

      	gametofytická
    


    
      	Pisum sativum

      	ano

      	
    


    
      	Papaveraceae

      	Papaver rhoeas

      	

      	gametofytická
    


    
      	Primulaceae

      	Primula vulgaris

      	

      	sporofytická heteromorfní
    


    
      	Scrophulariaceae

      	Antirrhinum majus

      	ano

      	
    


    
      	Solanaceae

      	Nicotiana alata

      	

      	gametofytická
    


    
      	Nicotiana tabacum

      	ano

      	
    


    
      	Solanum tuberosum

      	

      	gametofytická
    


    
      	Petunia inflata

      	

      	gametofytická
    


    
      	Petunia hybrida

      	ano

      	
    

  


  
    Tab. 5.1 Systémy inkompatibility uněkterých druhů vyšších rostlin.

    1 dvoulokusový inkompatibilní systém
  


  Genotyp haploidního pylu (gametofyt) determinuje inkompatibilní reakci pylu při GI. Vpřípadě SI je inkompatibilní reakce determinována diploidním genotypem rostliny (sporofytem), která produkuje pyl (obr. 5.2). GI je uvyšších rostlin častější než SI.


  Jsou opylovány tři různé mateřské rostliny sgametofytickým typem inkompatibility genotypů S1S2, S2S3, S2S4. Genotyp otcovské rostliny je S1S3. Veškerý pyl je genotypů S1nebo S3. Na blizně rostliny S1S2 vyklíčí pouze pyl salelou S3, opylení pylem S1 je inkompatibilní, protože se setkává ve čnělce sidentickou alelou. Vzniku zygot se účastní jen polovina pylových zrn. Na blizně rostliny S2S3 vyklíčí pyl S1 apři opylení rostliny S2S4je kompatibilní veškerý pyl (obr. 5.2 I). GI se vyskytuje u řady druhů např. v čeledi Solanaceae


  SI je charakteristická pro čeleď Brassicaceae. Typickým představitelem je Brassica oleracea. Pyl rostliny genotypu S1S3 je fenotypu S1S3 ať nese alelu S1 nebo S3. Je to způsobeno přítomností proteinů vobalech pylu, tzv. samčích determinantů, které mají původ vbuňkách tapeta při mikrogametogenezi. Umateřských rostlin genotypů S1S2 aS2S3 koplození po tomto opylení nedojde. Úspěšné je oplození pouze rostlin S2S4. Alely S jsou kodominantní, působí nezávisle (obr. 5.2II). Uněkterých druhů jsou alely S ve vztahu dominance (kap. 3.2).


  Rozdíl mezi GI aSI se projevuje ivnačasování exprese inkompatibility upylu. Vdůsledku přítomnosti acharakteru samčích determinantů dochází uGI kinhibici růstu pylové láčky ve čnělce (ale láčka vyklíčí na blizně). USI je růst pylové láčky inhibován již na povrchu blizny.


  
    [image: Pletiva účastnící se mechanizmů inkompatibility]

    Obr. 5.1 Pletiva účastnící se mechanizmů inkompatibility.

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  Gametofytická inkompatibilita


  Gametofytickou inkompatibilitu poprvé popsali East aMangelsdorf (1925) uNicotiana sanderae. Vtomto systému je inkompatibilita podmíněna vzájemným působením pylu apestíku, tj. haploidním genomem každého pylového zrna adiploidním genomem pletiva čnělky, kterou pylová láčka prorůstá do semeníku kvaječné buňce. Inkompatibilní reakce, tedy neschopnost růstu pylové láčky, nastává tehdy, jestliže pylové zrno nese shodnou alelu jako pletivo pestíku. Jsou však možné itakové případy, kdy se mechanizmus inkompatibility uplatní až vzárodečném vaku (inkompatibilní systém haploid haploid). Takovýto mechanizmus je charakteristický pro víceleté druhy rodu Freezia, Hemerocallis aNarcissus.


  Jeden mnohoalelní lokus


  Na příkladu Nicotiana sanderae lze demonstrovat GI determinovanou jedním lokusem S. Tento lokus obsahuje velký počet alel: S1, S2, S3,, Sn. Diploidní sporofyt je většinou heterozygotní (např. S1S2, S1S3). Každé pylové zrno obsahuje pouze jednu zalel S. Ke kompatibilnímu opylení dojde pouze vtom případě, kdy se daná alela pylu setká sodlišnými alelami vpestíku.


  Genetické založení tohoto systému inkompatibility předurčuje minimální počet alel vizolované populaci na tři. Populace se pak bude skládat ze tří genotypů: S1S2, S1S3 aS2S3. Při opylení (samoopylení icizosprášení) budou zdevíti reciprokých kombinací tři inkompatibilní (při samoopylení) azbývajících šest bude kompatibilních, ikdyž pouze polovina pylových zrn bude schopna prorůstat čnělkou aúčastnit se oplození (tab. 5.2 A). Se zvyšujícím se počtem alel vpopulaci se bude zvyšovat podíl kompatibilních opylení. Budou-li vpopulaci čtyři alely S, pak ze 36 možných kombinací bude 6 inkompatibilních, ve 24 kombinacích bude kompatibilní pouze polovina pylových zrn a6 bude plně kompatibilních (tab. 5.2 A, B).


  
    [image: Kompatibilní a inkompatibilní křížení rostlin]

    Obr. 5.2 Kompatibilní ainkompatibilní křížení rostlin sI/ jednolokusovým gametofytickým, II/ sporofytickým systémem autoinkompatibility. Prorůstání pylových láček aoplození.
  


  Obecně lze říci, jestliže vdané populaci je počet kombinací opylení (samoopylení icizosprášení) T apočet inkompatibilních kombinací IS, pak lze jejich vztah vyjádřit:


  Další zvláštností populací sgametofytickým systémem inkompatibility se třemi alelami je jednosměrná kompatibilita potomstva při jeho křížení srodičovskými genotypy: jestliže mateřské rostliny S1S2 budou opyleny pylem rostliny S1S3, vpotomstvu budou rostliny genotypů S1S3 a S2S3; rostliny mateřské populace mohou být opyleny oběma genotypy rostlin potomstva, avšak rostliny otcovské populace mohou být opyleny pouze rostlinami S2S3.


  Až na nepatrné výjimky (např. Solanaceae) mají všechny druhy určité čeledě určitý systém inkompatibility. Gametofytický systém sjedním mnohoalelním lokusem S byl prostudován zejména včeledích Fabaceae (Trifolium), Solanaceae (Nicotiana, Lycopersicon, Solanum, Petunia), Scrophulariaceae (Antirrhinum, Nemesia), Rosaceae (Prunus, Malus), Oenotheraceae (Oenothera) aLiliaceae (Lilium). Vněkterých případech je tento systém funkční ukulturních druhů (např. Prunus avium, Trifolium repens), jindy se vyskytuje pouze uplaně rostoucích předků (např. Lycopersicon peruvianum vs. L. esculentum; Nicotiana alata vs. N. tabacum). Ukulturních druhů tedy došlo ke ztrátě inkompatibility modifikací lokusu S.
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    Tab. 5.2 Kompatibilní ainkompatibilní kombinace při reciprokých kříženích asamoopylení vpopulacích sgametofytickým systémem inkompatibility ajedním mnohoalelním lokusem S (A populace se třemi alelami, A+ B populace se čtyřmi alelami. Čísla uvádějí podíl kompatibilních pylových zrn).
  


  Dva mnohoalelní lokusy


  Tento systém inkompatibility byl poprvé objeven udruhů Secale cereale aFestuca pratense Lundqvistem r. 1955. Později byl popsán iujiných druhů čeledě Poaceae,např. u Phalaris coerulescens, Hordeum bulbosum, Dactylis glomerata, Lolium perenne. Později vletech 1991 až 1993 byl identifikován třetí lokus T, který se podílí na determinaci inkompatibility uP. coerulescens, L. perenne a S. cereale. US. cereale je lokus S lokalizován na chromozomu 1R, lokus Z na chromozomu 2R alokus T na chromozomu 5R. UL. perenne je lokus S lokalizován na chromozomu 6 alokus Zna chromozomu 2.


  Genetická determinace inkompatibilní reakce je vtomto případě charakterizovaná dvěma lokusy označenými S aZ, které se dědí nezávisle, avšak funkčně spolupůsobí. Inkompatibilita se projeví při identitě alel obou lokusů vgenotypu pylu apestíku. Má-li pyl apestík identické alely pouze v jednom lokusu, opylení je kompatibilní. Kompatibilní reakce je určena pouze genotypem gametofytu, neboť se jedná ogametofytický systém, přitom alely téhož lokusu jsou rovnocenné (neexistuje mezi nimi vztah dominance arecesivity) ataké mezi alelami různých lokusů není epistatický vztah.


  Tento systém inkompatibility lze demonstrovat na řadě křížení:


  
    	♀ S1S1 Z3Z3 x ♂ S2S2 Z4Z4 kompatibilní


    	♀ S1S1 Z3Z3 x ♂ S1S1 Z4Z4 kompatibilní


    	♀ S1S1 Z3Z3 x ♂ S1S2 Z3Z4 kompatibilní


    	♀ S1S2 Z3Z4x ♂ S1S1 Z3Z3 inkompatibilní

  


  Zuvedených příkladů je vidět, že reciproká křížení (3) a(4) vedou krůzným výsledkům. Ukřížení (3) prorůstá pyl S1Z4, S2Z3 a S2Z4.


  Další znaky tohoto systému ukážeme na jiném příkladu. Předpokládejme, že urostliny heterozygotní vobou lokusech, S1S2 Z3Z4, získáme samoopylením potomstvo (iuautoinkompatibilních druhů je to za zvláštních podmínek možné). Vtomto potomstvu bude 9 genotypů sčetnostmi odpovídajícími teoretickému poměru 1 : 2 : 1 : 2 : 4 : 2 : 1 : 2 : 1. Výsledky křížení všech těchto genotypů mezi sebou včetně samoopylení ukazuje tab. 5.3.


  Ztabulky je zřejmé, že genotyp S1S2 Z3Z4 je autoinkompatibilní. Bereme-li ho jako mateřskou formu, je se všemi ostatními genotypy inkompatibilní, jestliže ho však bereme jako otcovskou formu, je naopak se všemi ostatními genotypy kompatibilní. Dále je vidět, že podíl kompatibilních opylení je zde mnohem vyšší (60,9 %) než byl vpotomstvu nuceně samosprášených rostlin S1S2, tedy vjednolokusovém systému (37,5 %).


  Obecně lze říci, že stabilita inkompatibility je ve dvoulokusovém systému mnohem menší než vsystému sjedním lokusem S.


  Studium alel inkompatibility ve zcela neznámém systému je úkol velmi složitý. Ve dvoulokusovém asložitějším systému je determinace alel poměrně snadná pouze vtom případě, máme-li kdispozici rostliny známého genotypu.


  Tři avíce lokusů


  Při analýze vztahů vsystému inkompatibility se dvěma lokusy jsme došli kzávěru, že jednosměrná inkompatibilita je charakteristická pro ty případy, kdy otcovská forma je homozygotní vlokusech, ve kterých je mateřská forma heterozygotní (♀ S1S1 Z3Z3x ♂ S1S2 Z3Z4 je kompatibilní, avšak ♀ S1S2 Z3Z4 x ♂ S1S1 Z3Z3 je inkompatibilní).


  Vněkterých případech se může stát, že rostlina Aje kompatibilní jako otec se dvěma druhými rostlinami, B aC arostlina B je jako otec kompatibilní srostlinou C, avšak při tom jiná křížení mezi A, B aC jsou inkompatibilní. Kdybychom chtěli tyto případy vysvětlit na základě dvou lokusů inkompatibility, pak by se tato tříúrovňová kompatibilita dala zapsat:


  A: S1S2 Z3Z4 → B: S1S1 Z3Z4→ C: S1S1 Z3Z3
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    Tab. 5.3 Vztahy mezi potomstvem získaným nuceným samosprášením rostlin (čísla udávají četnosti jednotlivých křížení zcelkového počtu 256 za předpokladu, že jsou všechna křížení možná).
  


  Vidíme, že rostlina C by musela být dvojnásobně heterozygotní, což vpřípadě legitimního křížení není vtomto systému inkompatibility možné. Tyto případy, které byly objeveny např. uRanunculus acris, mohou být vysvětleny na základě tří lokusů inkompatibility. UBeta vulgaris aPapaver rhoeas byly na základě čtyřúrovňové jednosměrné inkompatibility odhaleny 4 lokusy inkompatibility.


  Vpředchozím jednolokusovém mnohoalelním systému gametofytické inkompatibility jsme poznali, že se vzrůstajícím počtem alel vlokusu vzrůstal podíl kompatibilních křížení lineárně. Ve vícelokusovém systému roste tento podíl se vzrůstajícím počtem lokusů exponenciálně.


  Molekulární analýza gametofytické inkompatibility


  Nicotiana, Petunia


  Druhy rodu Nicotiana mají gametofytické mechanizmy inkompatibility. Molekulární analýza byla iniciována identifikací hlavního glykoproteinu čnělky jako samičího determinatu. Zknihovny cDNA byl izolován klon cDNA ze zralé čnělky abyl potvrzen jako gen kódující čnělkový glykoprotein. Přítomnost mRNA tohoto genu byla zjištěna ve zralých čnělkách asemenících aprotein kódovaný genem byl detekován ve velkých koncentracích vmezibuněčných prostorách na povrchu pletiv, kterými prorůstá pylová láčka.


  Sekvenční analýza klonu cDNA ukázala, že je homologní se skupinou houbových ribonukleáz (RNáz) avdůsledku toho byl nazván S-RNáza (30 kDa). Tab. 5.4 dokládá tvorbu enzymu degradujícího RNA během inkompatibilního opylení uNicotiana alata. Rostliny různých genotypů byly opyleny pylem, jehož nukleové kyseliny byly radioaktivně značeny 32P. Po určitém čase, aby mohlo dojít ke klíčení pylových láček, byla extrahována RNA ze čnělek abyla zjištěna koncentrace radioaktivní RNA (pocházející zpylu). Tab. 5.4 ukazuje, že zinkompatibilních křížení bylo získáno málo pylové RNA azkompatibilních křížení to byly podstatně vyšší koncentrace. Toto potvrzuje předpoklad, že RNáza je produkována během inkompatibilního křížení (obr. 5.3).
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      	S1S3
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      	161
    


    
      	S2S2
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      	49
    


    
      	S2S2

      	S1S3

      	kompatibilní

      	165
    


    
      	S1S3

      	S1S3

      	inkompatibilní

      	43
    

  


  
    Tab. 5.4 Zjištěné koncentrace radioaktivní RNA po křížení rostlin různých genotypů skompatibilními iinkompatibilními reakcemi.
  


  Jako samčí determinant pylu byl identifikován protein SLF (S-locus F box), který funguje jako cytoplazmatický receptor vpylové láčce (obr. 3B). Byla tak korigována první představa funkce tohoto receptoru jako transmembránového (obr. 5.3A).


  Model interakce pyl čnělka


  Geny pro samčí asamičí determinant jsou těsně vázané vlokusu S. Konkrétní dvě alely se dědí společně jako jeden znak, proto hovoříme odvou haplotypech vpřípadě heterozygotnosti rostliny vlokusu S. Na obr. 5.3 je schéma interakce pylu abuněk čnělky, při které dochází kS-RNázové aktivitě. S-RNáza je produkována buňkami čnělky atento protein je transportován do prorůstajících pylových láček vpletivu čnělky. Krozpoznávací reakci mezi proteinem pylu aproteinem čnělky dochází na základě vazebných míst těchto proteinů, pokud jsou produkty různých haplotypů. Po navázání S-RNázy na receptor dojde kjejí detoxifikaci aneprojeví se její RNázová aktivita. Vrostoucí pylové láčce aktivní S-RNáza, která se nenaváže na receptor, degraduje mRNA vláčce, což vede kzastavení růstu láčky anedochází koplození (obr. 5.3B).


  
    [image: Model účinku S-RNázy při inkompatibilní reakci mezi buňkami čnělky a pylových láček] [image: Model účinku S-RNázy při inkompatibilní reakci mezi buňkami čnělky a pylových láček]

    Obr. 5.3 Model účinku S-RNázy při inkompatibilní reakci mezi buňkami čnělky apylových láček ur. Nicotiana aPetunia. Samčí determinant jako (vlevo) transmembránový receptor, (vpravo) cytoplazmatický receptor.

    (Zdroje: Hughes, 1996; Iwano a Takayama, 2012)
  


  Papaver rhoeas


  Druhy rodu Papaver mají gametofytický typ inkompatibility apodařilo se klonovat gen kódující tzv. malý protein blizny (15 kDa). Tento protein není S-RNáza, ale podobně jako tyto proteiny vykazuje úplnou vazbu slokusem S umáku. Gen kódující tento protein byl exprimován uE. coli aukázalo se, že rekombinantní protein inhiboval pylová zrna klíčící vpodmínkách in vitro. Autoinkompatibilní reakce umáku je spojena suvolňováním Ca2+ do cytoplazmy pylových zrn atato skutečnost vedla kvytvoření modelu vysvětlujícího interakci mezi pylem abliznou, která je ve zjednodušené formě uvedena na obr. 5.4A.
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    Obr. 5.4 Model působení malého proteinu blizny na inhibici růstu pylové láčky při inkompatibilní reakci uPapaver rhoeas. Nahoře vlevo / vpravo interakce samčího asamičího determinantu jako produktů buněk pylu ablizny, dole mechanizmus buněčné smrti azastavení růstu pylové láčky.

    (Zdroje: Hughes, 1996; Iwano a Takayama, 2012; Thomas et al., 2006)
  


  Vazbou proteinu blizny sreceptorem S vrozpoznávacích místech se aktivuje inkompatibilní reakce, jejíž signalizační kaskáda je zahájena tokem Ca2+ do klíčící pylové láčky azvyšuje se tak koncentrace Ca2+ vcytoplazmě pylu. Během 1,5 min. se aktivují dva mechanizmy, do nichž jsou zapojeny dva pylové proteiny, p26 ap56. p26 má fosfatázovou aktivitu amá důležitou funkci při tvorbě ATP abiopolymerů nezbytných pro nově se tvořící membrány abuněčnou stěnu při růstu pylové láčky. Při inkompatibilní reakci je redukována fosfatázová aktivita proteinu p26. Fosforylací proteinu p26 se zvyšuje koncentrace fosfátu až na toxickou úroveň. Pylový protein p56 má kinázovou aktivitu (MAP kináza). MAP kinázy jsou často aktivovány stresem apodílejí se na programované buněčné smrti. Při inkompatibilní reakci se také aktivuje kaskáda apoptotického mechanizmu, která má za důsledek uvolňování cytochromu c zmitochondrií, tvorbu kaspáz afragmentaci jaderné DNA vpylové láčce. Mechanizmus je doprovázen ireorganizací adepolymerizací vláken F-aktinu vcytoskeletu. Toto vše zastavuje růst pylové láčky.


  Kinhibici vývoje pylu při gametofytické inkompatibilitě máku dochází na povrchu blizny. Na rozdíl od jiných druhů, kde kinhibici dochází při prorůstání pylové láčky, je to způsobeno nepřítomností čnělky umáku.


  Sporofytická inkompatibilita


  Sporofytický systém inkompatibility poprvé popsali vroce 1950 Hughes aBabcock uCrepis foetida aGerstel uParthenium argentatum. Vyznačuje se tím, že reakce pylu (každého pylového zrna) je podmíněna diploidním genotypem somatického pletiva (sporofytu), ve kterém pyl vzniká. Znamená to tedy, že při mikrosporogenezi si všechen pyl bez ohledu na svůj genotyp ponechává fenotypovou reakci dominantní alely přítomné vsamčím diploidním pletivu, popř. je tento vztah kodominantní. Například otcovská rostlina S1S2 bude mít všechen pyl fenotypu S1 při dominanciS1 > S2, ačkoliv část pylových zrn ponese alelu S2. Křížení ♀ S1S2 x ♂ S1S3 je inkompatibilní, neboť všechen pyl bude fenotypově S1, atedy inkompatibilní spletivem blizny S1S2. Reciproké křížení je také inkompatibilní.


  Na rozdíl od gametofytického systému je ve sporofytickém systému možnost vzniku homozygotů vzhledem kalelám S. Např. při křížení ♀ S2S3 x ♂ S1S2 adominanci S1 > S2 vpylu vznikne potomstvo S1S2, S1S3, S2S2 aS2S3.


  Vzhledem kmorfologii květů můžeme vsystému sporofytické inkompatibility rozlišit dvě skupiny: heteromorfní ahomomorfní inkompatibilitu.


  Uvětšiny čeledí sinkompatibilitou kódovanou lokusem S je morfologie květů identická uvšech rostlin vrámci druhu. U23 čeledí byly identifikovány geny determinující morfologii květů, které jsou ve vazbě slokusem S. Tyto rostliny mají heteromorfní inkompatibilitu.


  Heteromorfní inkompatibilita


  Již Darwin pozoroval, že uněkterých druhů rostlin existují rozdíly ve stavbě květů, které souvisejí se zábranou opylení. Termín heteromorfní inkompatibilita pro tyto případy navrhli Fischer aMather ve 40. letech minulého století.


  Heteromorfizmus zahrnuje celou řadu znaků, jako např. velikost atvar pylových zrn abuněk blizny, avšak nejzřetelněji se projevuje vdélce čnělky (heterostylie). Známá je tzv. distylie, kdy druhy (nebo populace) se skládají zrostlin dvou typů: skvěty skrátkými pestíky adlouhými tyčinkami akvěty sdlouhými pestíky akrátkými tyčinkami. Při tristylii mají květy kombinace tří délek pestíků atyčinek.


  Vsystému heteromorfní inkompatibility nedochází koplození ani při samoopylení, ani při cizosprášení mezi morfologicky stejnými rostlinami. Heterostylie byla nalezena uvíce než 130 rodů zvíce než 20 čeledí, ato jak urostlin jednoděložných, tak dvouděložných. Ztoho tristylie byla zjištěna u9 rodů, uostatních byla distylie.


  Heteromorfní inkompatibilita se velmi zřídka vyskytuje uhospodářsky významných rostlin, byla popsána učeledí Linaceae (Linum), Plumbaginaceae (Plumbago, Ceratostigma, Limonium), Lythraceae (Lythrum), Amaryllidaceae (Narcissus), Pontederiaceae (Eichhornia) aPrimulaceae (Primula).


  Klasickým případem distylie je Primula vulgaris. P. vulgaris má sporofytický systém inkompatibility determinovaný 2 alelami lokusu S. Tyto alely se podílejí na kontrole různých pozic blizny aprašníků vkvětech. Populace tohoto druhu mají stejný počet rostlin sdlouhými čnělkami akrátkými tyčinkami (tzv. pin genotyp ss) arostlin skrátkými čnělkami adlouhými tyčinkami (tzv. thrum genotyp Ss). Urostlin pin jsou buňky blizny mnohem větší apylová zrna menší než urostlin thrum (obr. 5.5).


  
    [image: Dimorfní heterostylie u <em>Primula vulgaris</em> se sporofytickým typem inkompatibility.]

    Obr. 5.5 Dimorfní heterostylie uPrimula vulgaris se sporofytickým typem inkompatibility.

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Zcela kompatibilní jsou pouze kombinace ♀ pin x ♂ thrum (ss x Ss) a♀ thrum x ♂ pin (Ss x ss). Opylení vlastním pylem je inkompatibilní.


  Heterostylie či heteromorfizmus nemusí však být spojen sgenetickými mechanizmy inkompatibility (např. uNarcissus tazetta zčeledě Amaryllidaceae nebo Anchusa hybrida Boraginaceae). Tyto druhy jsou autoinkompatibilní, avšak nelegitimní opylení je fertilní.


  Tristylie je známá ve třech čeledích krytosemenných (Oxalidaceae, Lythraceae aPontederiaceae). Vpopulacích jsou tři morfologické skupiny květů: sdlouhými, středními nebo krátkými čnělkami. Tyčinky mají obvykle dvě ze tří možných délek komplementujících vkvětu sdélkou čnělky. Takovéto tři skupiny rostlin pozoroval už Darwin vpopulacích Lythrum salicaria (obr. 5.6).


  Mechanizmus opylení uinkompatibility stristylií je takový, že pyl ztyčinek určité délky je kompatibilní pouze spestíkem stejné délky. To znamená, že pyl ztyčinek, které jsou vkaždém květu dvou různých délek, může oplodit oosféry v pestících květů dvou komplementárních forem. Geneticky je tento systém determinován dvěma nezávislými lokusy (M aS), každý sdvěma alelami:


  
    	dlouhá čnělka: genotyp mm ss


    	střední čnělka: genotypy Mm ss nebo MM ss


    	krátká čnělka: genotypy MM SS, Mn SS, MM Ss, Mm Ss, mm Ss nebo mm SS.

  


  Dominantní alela S determinuje krátkou čnělku aje epistatická kM; recesivní alela s vhomozygotním stavu spolupůsobí sM nebo m adeterminuje střední či dlouhou čnělku. Kromě toho existují mezi rostlinami ještě jiné rozdíly, např. ve tvaru pylových zrn astruktuře blizen. Takovýto genetický mechanizmus inkompatibility byl zjištěn uLythrum junceum. UL. salicaria je genetická determinace složitější vdůsledku autotetraploidie. Některé heteromorfní druhy, jako např. Armeria maritima mají konstantní délku čnělky, ale jsou dimorfní vzhledem kmorfologii pylu ablizny (obr. 5.7).


  
    [image: Tristilie u <em>Lythrum salicaria</em> se sporofytickým typem kompatibility.]

    Obr. 5.6 Tristilie uLythrum salicaria se sporofytickým typem kompatibility.

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  
    [image: Dimorfizmus blizen u <em>Armeria maritima</em> var. <em>typica</em>.]

    Obr. 5.7 Dimorfizmus blizen uArmeria maritima var. typica.

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Homomorfní inkompatibilita


  Už vroce 1912 pozoroval Correns sporofytickou kontrolu inkompatibility pylu uCardamine pratensis (Brassicaceae), avšak teprve v50. letech byla genetická kontrola tohoto systému podrobně prozkoumána udvou druhů čeledě Asteraceae, uCrepis foetida aParthenium argentatum. Systém homomorfní sporofytické inkompatibility je velmi důležitý uhospodářsky významných plodin především zčeledí Asteraceae, Brassicaceae aConvolvulaceae. Vyznačuje se těmito vlastnostmi:


  
    	Inkompatibilita je kontrolována jedním lokusem S sněkolika alelami, jejichž počet je obvykle menší než vjednolokusovém gametofytickém systému, ikdyž uněkterých druhů (např. Brassica oleracea) bylo zjištěno více než 50 alel.


    	Všechen pyl rostliny vykazuje stejnou reakci (inkompatibilní nebo kompatibilní), neboť tato reakce je dána diploidním genotypem pletiva sporofytu, ve kterém pyl vznikl.


    	Dvě alely mohou působit buď nezávisle, nebo spolupůsobit tak, že jedna je dominantní nad druhou, ato jak vpylu, tak vpestíku (tab. 5.5). Recesivní alela je inaktivní.


    	Identita aktivních alel vpylu apestíku způsobuje inkompatibilní reakci. Tab. 5.6 ukazuje různé modely kompatibility vpotomstvech různých křížení.


    	Vztahy dominance anezávislých alel se mohou různě kombinovat vpylu avpestíku, což může vést kpoměrně složitým reakcím. Např. při křížení ♀ S1S3 x ♂ S1S2 mohou nastat vztahy, jak je uvedeno vtab. 5.4. Příklady různých vztahů alel uněkterých rostlin jsou na obr. 5.8.

  


  Zvláštní druh inkompatibility se vyskytuje uTheobroma cacao. Všechny pylové láčky proniknou čnělkou do zárodečného vaku, avšak při inkompatibilním křížení nedojde koplození vajíčka. Celý systém je kontrolován nejméně pěti alelami S se složitými vztahy (obr. 5.8), není však vyloučeno ipůsobení jiných nezávislých lokusů.


  Zuvedených případů je zřejmé, že vzájemné vztahy alel při sporofytické inkompatibilitě jsou poměrně složité. Naštěstí existuje již několik vypracovaných metod apostupů, které umožňují poznat tyto vztahy avyužít je. Jsou to např. různé způsoby překonání bariér inkompatibility, dokonce iurostlin homozygotních pro alely S, takže lze unich uskutečnit inucené samoopylení. Pomocí těchto rostlin můžeme identifikovat neznámé alely ugeneticky neprozkoumaných rostlin. Nuceným samoopylením heterozygotních rostlin známého genotypu anásledným křížením vpotomstvu lze objasnit vzájemné vztahy těchto alel. Pomocí zpětného křížení srodičovskými formami nebo křížením srostlinou známého genotypu si pak můžeme ověřit správnost předpokládaných vztahů alel S.


  
    
      	Spolupůsobení alel

      	Kompatibilita křížení
    


    
      	vpylu

      	vpestíku
    


    
      	nezávislé

      	nezávislé

      	inkompatibilní
    


    
      	S1 > S2

      	nezávislé

      	inkompatibilní
    


    
      	S2 > S1

      	nezávislé

      	kompatibilní
    


    
      	nezávislé

      	S1 > S3

      	inkompatibilní
    


    
      	nezávislé

      	S3 > S1

      	kompatibilní
    


    
      	S1 > S2

      	S1 > S3

      	inkompatibilní
    


    
      	S1 > S2

      	S3 > S1

      	kompatibilní
    


    
      	S2 > S1

      	S1 > S3

      	kompatibilní
    


    
      	S2 > S1

      	S3 > S1

      	kompatibilní
    

  


  
    Tab. 5.5 Sporofytická inkompatibilita. Kompatibilita křížení ♀ S1S3 x ♂ S1S2 při různém vztahu alel vpylu avpestíku.
  


  Udruhů se sporofytickou inkompatibilitou nenarušuje zdvojení počtu chromozomů inkompatibilní reakci (na rozdíl od mnoha rostlin sjednolokusovým systémem gametofytické inkompatibility).


  Názorné srovnání sporofytického systému inkompatibility sgametofytickým ukazuje tab. 5.7. Pro jednoduchost je sporofytická inkompatibilita demonstrována případem, kdy alely S působí nezávisle jak vpylu, tak vpestíku agametofytická inkompatibilita je kontrolována jedním lokusem S.


  ♀ ♂ Potomstvo


  Křížení:


  
    	AS1S2 x S3S4 S1S3, S1S4, S2S3, S2S4


    	B S1S3 x S2S4 S1S2, S1S4, S2S3, S3S4


    	C S1S4 x S2S3 S1S2, S1S3, S2S4, S3S4


    	D S1S3x S2S3 S1S2, S1S3, S2S3, S3S3

  


  Křížení uvnitř potomstev


  
    
      	A

      	S1S3

      	S1S4

      	S2S3

      	S2S4
    


    
      	S1S3

      	0

      	0

      	F

      	F
    


    
      	S1S4

      	0

      	0

      	F

      	F
    


    
      	S2S3

      	F

      	F

      	0

      	0
    


    
      	S2S4

      	F

      	F

      	0

      	0
    


    
      	B

      	S1S2

      	S1S4

      	S2S3

      	S3S4
    


    
      	S1S2

      	0

      	0

      	0

      	F
    


    
      	S1S4

      	0

      	0

      	F

      	F
    


    
      	S2S3

      	F

      	F

      	0

      	0
    


    
      	S3S4

      	F

      	F

      	F

      	0
    


    
      	C

      	S1S2

      	S1S3

      	S2S4

      	S3S4
    


    
      	S1S3

      	0

      	0

      	F

      	0
    


    
      	S1S2

      	0

      	0

      	0

      	F
    


    
      	S2S4

      	F

      	F

      	0

      	F
    


    
      	S3S4

      	F

      	F

      	F

      	0
    


    
      	D

      	S1S2

      	S1S3

      	S2S3

      	S3S3
    


    
      	S1S2

      	0

      	0

      	0

      	F
    


    
      	S1S3

      	0

      	0

      	F

      	0
    


    
      	S2S3

      	F

      	F

      	0

      	0
    


    
      	S3S3

      	F

      	F

      	F

      	0
    

  


  
    Tab. 5.6 Sporofytická inkompatibilita. Kompatibilita vpotomstvech čtyř různých křížení (A, B, C aD) za předpokladu dominance alel vpylu (S1 > S2 > S3 > S4) anezávislého působení alel vpestíku.
  


  P ♀ S1S2x ♂ S3S4


  F1 S1S3, S1S4, S2S3, S2S4


  F2:


  
    
      	Gametofytický systém sjedním mnohoalelním lokusem S

      	Homomorfně sporofytický systém snezávislým působením alel S vpylu ivpestíku
    


    
      	

      	S1S3

      	S1S4

      	S2S3

      	S2S4

      	

      	S1S3

      	S1S4

      	S2S3

      	S2S4
    


    
      	S1S3

      	

      	2

      	2

      	4

      	S1S3

      	

      	

      	

      	4
    


    
      	S1S4

      	2

      	

      	4

      	2

      	S1S4

      	

      	

      	4

      	
    


    
      	S2S3

      	2

      	4

      	

      	2

      	S2S3

      	

      	4

      	

      	
    


    
      	S2S4

      	4

      	2

      	2

      	

      	S2S4

      	4

      	

      	

      	
    


    
      	inkompatibilní kombinace

      	kompatibilní kombinace
    

  


  
    Tab. 5.7 Teoretické výsledky dialelního křížení rostlin F1 získaných křížením ♀ S1S2 x ♂ S3S4 vgametofytickém asporofytickém systému inkompatibility (čísla udávají relativní počet zygot vkaždém křížení).
  


  Molekulární analýza sporofytické inkompatibility


  Brassica oleracea


  Molekulární studium inkompatibility uB. oleracea bylo zahájeno identifikací proteinu syntetizovaného bliznou jeden den po vykvetení auvolňování pylu zprašníků. Protein obsahuje glykosidické vazby abyl nazván SLG (angl. S-locus-specific-glycoprotein) protein specifický pro lokus S. Skríningem cDNA knihovny blizny se podařilo izolovat klon cDNA tohoto proteinu odélce 2 kb. Tento klon reprezentuje mRNA syntetizovanou bliznami vkritické době syntézy proteinu SLG (právě při otevírání květů). Tato mRNA není produkována listy ani pletivy semenáčků. SLG mRNA se netvoří uautokompatibilních mutantů B. oleracea. Pomocí in situ hybridizace se podařilo dokázat, že protein SLG je přítomen vbuněčných stěnách buněk blizny, vtzv. papilách.


  
    [image: Vztahy mezi alelami u některých druhů se sporofytickou inkompatibilitou]

    (→ úplná dominance, ---- nezávislé působení)

    Obr. 5.8 Vztahy mezi alelami uněkterých druhů se sporofytickou inkompatibilitou

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Model interakce pylu ablizny


  Při skríningu genomové knihovny B. oleracea (genů SLG) byl izolován další gen, který měl do určité míry homologní sekvenci s cDNA sondou SLG. Protein byl nazván SRK (angl. S-locus receptor kinase – podle kinázové domény), je vázán s lokusem S a SLG a je také exprimován v buňkách čnělky.


  Vrámci lokusu S B. oleracea bylo postupně identifikováno celkem 17 genů vtěsné vazbě. Dva znich, SLG (S-locus-specific glycoprotein) aSRK (S-locus receptor kinase) jsou považovány za geny, které se podílejí na schopnosti blizny rozeznat příbuzný anepříbuzný pyl (samičí determinanty). Oba geny jsou vysoce polymorfní ajejich exprese byla zjištěna pouze na povrchu zralých blizen. Ivprašnících byla zjištěna nízká úroveň mRNA těchto genů, vlastní proteiny se zde nepodařilo detekovat. Třetí gen lokusu S spojený sinkompatibilní reakcí je gen SCR (S-locus cystein protein), jehož exprese probíhá naopak pouze vprašnících. Produktem je protein, který je považován za samčí determinant inkompatibility.


  
    [image: Model objasňující interakci proteinů SLG a S kinázy při inkompatibilní reakci u <em>Brassica oleracea</em>] [image: Proteiny SRK (S kináza) a SCR jako samičí a samčí determinanty]

    Obr. 5.9 Model objasňující interakci proteinů SLG aSkinázy při inkompatibilní reakci uBrassica oleracea(vlevo). Vpravo proteiny SRK (Skináza) aSCR jako samičí asamčí determinanty.

    (Zdroje: Hughes, 1996; Iwano a Takayama, 2012)
  


  Gen SLG má velikost 1,3 kb akóduje glykoprotein omolekulové hmotnosti 55 kDa, který je vylučován do buněčné stěny papilárních buněk (buňky na povrchu blizny; obr. 5.9A). Přestože je aminokyselinová sekvence genů SLG velmi polymorfní, vždy má vpodobné pozici 12 cysteinů. To svědčí ojejich významu při formování terciární struktury patrně nutné pro normální funkci glykoproteinu. Na každém aminokyselinovém řetězci je několik potenciálních N-glykosylačních míst, ztoho dvě místa jsou konzervativní.


  Klíčovou roli vrozpoznání pylu hraje protein SRK, což je samičí determinant. SLG se také účastní rozpoznávacího procesu. Gen SRK kóduje membránový protein (obr. 5.9B, 10), který je pravděpodobně proteinkináza serin-threoninového typu, askládá se ze tří domén: 1. extracelulární doména (S-doména) má vrámci jednoho haplotypu značnou podobnost sSLG (min. 90%). Část genu SRK kódující S-doménu obsahuje 12 konzervativních cysteinů, stejně jako je tomu uostatních genů ztzv. S-genové rodiny. S-doména je spojena přes 2. doménu transmembránovou s3. cytoplazmatickou doménou, která je sekvenčně blízká protein kinázám. Kinázová aktivita SRK byla prokázána expresí cytoplazmatické domény vE. coli. SRK je příbuzná srostlinnými kinázami, které se podílejí např. na obranných mechanizmech proti patogenům či regulaci vývoje meristému. Obranný systém imechanizmus inkompatibility jsou založeny na rozpoznávací reakci. Inkompatibilita má možná původ právě vmechanizmu obrany proti patogenům.


  Učeledě Brassicaceae je skupina genů strukturně příbuzných sSLG aSRK, komplexní multigenová rodina exprimující se jak vgenerativních tak ve vegetativních pletivech. Předpokládá se, že itato skupina genů je zapojena vrůzných mechanizmech rozpoznávání pylu abuněk čnělky. Geny jsou sekvenčně příbuzné sSLG, ale nejsou geneticky vázané na lokus S (jsou lokalizovány na jiném chromozomu). Jsou označovány jako geny SLR (S-locus related). Byly analyzovány geny SLR1, SLR2 aSLR3. SLR1 je exprimován vblizně aproduktem je glykoprotein sekretovaný podobně jako SLG do buněčné stěny papilárních buněk (obr. 5.10). Není ovšem tak vysoce polymorfní. SLR2 je ve vazbě sSLR1, je exprimován vblizně asekvenčně podobný genům SLG izolovaným zpylově recesivních haplotypů. Exprese SLR3 byla zjištěna ive vegetativních orgánech. Geny ajejich produkty jsou zapojeny do mechanizmu tvorby adhezní vrstvy na blizně, která umožňuje kontakt pylu apapilárních buněk blizny.


  
    [image: Model objasňující interakci samčích (pyl) a samičích determinantů (papila blizny) při inkompatibilní reakci u <em>Brassica oleracea</em>] [image: Model objasňující interakci samčích (pyl) a samičích determinantů (papila blizny) při inkompatibilní reakci u <em>Brassica oleracea</em>]

    Obr. 5.10 Model objasňující interakci samčích (pyl) asamičích determinantů (papila blizny) při inkompatibilní reakci uBrassica oleracea

    (Zdroj: Sáková a kol., 2002)
  


  Pylovým proteinem je malý protein patřící do rodiny proteinů povrchu pylových zrn (PCP pollen coat protein), které jsou součástí tzv. tryfinu. Je to materiál bohatý na proteiny alipidy, který je součástí vnější buněčné stěny pylového zrna. Předpokládá se, že PCP má významnou úlohu vprocesu pylové adheze. Dlouho se však nedařilo najít hlavní samčí determinant. Nedávno se podařilo identifikovat gen SCR aprokázat, že kóduje pylový samčí determinant (obr. 5.10). Proteiny SCR tvoří novou třídu proteinů PCP. Tak jako ostatní PCP jsou malé, bohaté na cystein, struktura jejich aminokyselinového řetězce se ovšem liší od známých zástupců rodiny PCP. Gen SCR je vtěsné vazbě sgeny SLG/SRK avykazuje specifickou avývojově regulovanou expresi vbuňkách tapeta. Protein SCR funguje jako ligand (samčí determinant) apokud je na blizně rozeznán komplexem SLG-SRK, následuje odmítnutí prorůstání pylu. SRK aSLG tvoří receptorový komplex analogický smezibuněčnými signálními mechanizmy savců. Vpřípadě opylení inkompatibilním pylem je samčí determinant SCR navázán na receptor SRK, což vede kjeho aktivaci aspuštění signalizační kaskády, která vede kdegradaci proteinů buněk blizny nezbytných pro růst pylové láčky avkonečném důsledku znamená inhibici klíčení pylu.


  Pro výzkum inkompatibility urodu Brassica jsou také významné poznatky získané studiem hydratace pylu. Pro start růstu pylové láčky je nutné, aby na blizně došlo kúplné rehydrataci pylových zrn. Protože se jedná odruhy se suchou bliznou, zdrojem vody jsou papilární buňky. Při hydrataci proniká voda zpapilárních buněk přes obalovou vrstvu do pylu. Krátce po dopadu pylového zrna na bliznu (10 min) se vytvoří adhezní vrstva (obr. 5.10). Je tvořená převážně tryfinem azajišťuje spojení mezi pylem abliznou. Vtryfinu byly nalezeny proteiny ze skupiny oleosinů, které zřejmě umožňují transport vody do pylu. Průběh hydratace pylu se dělí na tři fáze aklíčová je druhá fáze, která trvá asi 10 min., apři níž probíhá rychlý transport vody do pylového zrna, ato až do dosažení plného turgoru. Jestliže je pyl inkompatibilního haplotypu, je hydratace ve své druhé fázi zastavena, tedy před tím, než je dosaženo turgoru pylového zrna. Hydratace pylu je zřejmě prvním zkontrolních mechanizmů, kdy se rozhoduje oúspěchu nebo neúspěchu opylení.


  Po dopadu pylového zrna na bliznu se musí proteiny SCR aPCP přesunout do buněčné stěny papilární buňky. Tato difúze probíhá krátce po opylení (časné stadium). Proteiny PCP se vbuněčné stěně dostávají do kontaktu sproteiny SLG aSLR1, které jsou zde volně ve velkém množství. Protože SLG vážou PCP, mohly by usnadňovat transport hlavního samčího ligandu SCR na plazmatickou membránu. SCR se pravděpodobně váže kaminokyselinovým zbytkům uvnitř extracelulární S-domény SRK. Model předpokládá, že po navázání ligandu dojde kdimerizaci SRK aautofosforylaci, atím je vyvolána inkompatibilní odpověď. Autofosforylace SRK je normálně blokována thioredoxinem ajeho oddělení proběhne až po navázání pylového ligandu.


  Využití inkompatibility ve šlechtění


  První práce oinkompatibilitě byly zaměřeny především na její evoluční význam. Stím, jak se později objevily různé problémy při pěstování rostlin sinkompatibilitou, pokročil ivýzkum mechanizmu působení vněkterých systémech. Teprve poměrně nedávno se začaly poznatky využívat ve šlechtění rostlin.


  Jedním zprvních problémů, které byly zdárně vyřešeny na základě znalostí inkompatibility, bylo zavedení autokompatibilních druhů uPrunus domestica místo autoinkompatibilních, které vyžadovaly pěstování více stromů vtěsné blízkosti, jejich současné kvetení apříhodné podmínky pro hmyzí opylovače, aby byla zabezpečena dobrá sklizeň. Vsoučasné době se ve šlechtění druhů sinkompatibilními systémy můžeme setkat spotřebou zavedení inkompatibility do určitého kultivaru či druhu, nebo naopak se snahou ojejí trvalé či dočasné odstranění. Šlechtitele také zajímají způsoby využití inkompatibility při získávání hybridních semen, nebo získávání kultivarů okrasných rostlin, které vdůsledku ztráty tvorby semen mají delší periodu kvetení.


  Je samozřejmé, že před tím, než budeme chtít změnit inkompatibilní reakci nebo ji využít, je nutné znát její genetickou podstatu udaného druhu či kultivaru. Již bylo uvedeno dříve, že studium dědičnosti inkompatibility aidentifikace genotypů vjednotlivých liniích, je možné pomocí křížení. Kromě toho existují další doplňující způsoby, např. sérologická charakteristika pylu apestíku, stanovení jejich izoenzymových spekter, využití speciálních signálních genů vázaných se specifickými geny S, opylení izolovaných pestíků in vitro apod.


  Zavedení inkompatibility do odrůdy


  Pro šlechtitelské účely je někdy potřeba zavést inkompatibilitu do odrůdy, linie nebo specifického klonu, nebo posílit již existující inkompatibilitu. Odrůdy, kterým chybí inkompatibilita, mohou patřit kdruhům, jejichž jiné odrůdy mají velmi silnou inkompatibilní reakci (např. Brassica oleracea, Chrysanthemum morifolium). Jindy se inkompatibilita vyskytuje uplaně rostoucích příbuzných druhů. Vtěchto případech se může přenos inkompatibilních alel uskutečnit vnitrodruhovým nebo mezidruhovým křížením. Takovýto přenos byl úspěšný např. uLactuca aPhaseolus.


  Odstranění inkompatibility


  Existují tři způsoby trvalého odstranění inkompatibility:


  
    	zdvojení počtu chromozomů,


    	indukce mutací,


    	přenos kompatibility do inkompatibilní linie.

  


  Zdvojení počtu chromozomů (např. použitím kolchicinu) udiploidních druhů je účinné při odstranění inkompatibility pouze vgametofytických systémech. Poněvadž pylové láčky tetraploidních rostlin obsahují dvě alely S, vzniká možnost interakce alel vheterogenních pylových láčkách (obr. 5.11). Zobrázku je zřejmé, že indukcí tetraploidie autoinkompatibilního druhu lze navodit autokompatibilitu. Tak tomu bylo např. vrodech Trifolium, Nicotiana, Prunus aPetunia.


  Při indukci mutací ozářením paprsky X způsobily mutace vněkterých případech ztrátu inkompatibility jak upylu, tak upestíku (Trifolium repens), vjiných případech pouze upylu (Oenothera, Petunia, Prunus). Většinou se ozařují poupata ve stadiu pylových mateřských buněk. Postup, kterým byla získána autokompatibilní reakce utřešní ajejí přenesení do kultivaru svynikajícími vlastnostmi uvádí obr. 5.12.


  
    [image: Kompatibilita u diploidních a tetraploidních rostlin]

    Obr. 5.11 Kompatibilita udiploidních atetraploidních rostlin. Diploidní pyl S1S2 je kompatibilní ve čnělkách S1S2 resp. S1S1 S2S2, neboť vdůsledku interace alel vpylu došlo kodstranění inkompatibilní reakce.

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Obr. 12 zároveň ukazuje, jak pomocí křížení mohou být kompatibilní alely přeneseny do inkompatibilních linií. Jestliže šlechtitel potřebuje kzískání čistých linií odstranit inkompatibilitu zodrůdy, bude mít ovšem izájem uchovat si inkompatibilitu vtakovémto šlechtitelském materiálu. Mít obě tyto vlastnosti vjedné linii je pro šlechtitele výhodné např. při masovém získávání hybridních semen F1 (linie sautoinkompatibilitou). Přenos kompatibility do inkompatibilních odrůd byl popsán např. uChrysanthemum morifolium.


  
    [image: Postup získání autokompatibilních rostlin pomocí indukce mutací a přenesení této mutace do jiného kultivaru s vynikajícími vlastnostmi]

    Obr. 5.12 Postup získání autokompatibilních (S3Sf) rostlin pomocí indukce mutací apřenesení této mutace do jiného kultivaru svynikajícími vlastnostmi (S1S3) uPrunus domestica.

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Pseudokompatibilita


  Pseudokompatibilita (pseudofertilita) se vyskytuje při nelegitimním oplození následujícím po samoopylení nebo po křížení mezi rostlinami vjinak inkompatibilních kombinacích. Objevuje se za speciálních podmínek vpřírodě spontánně, nebo ji lze navodit záměrně některou zuvedených metod:


  
    	Ozáření pylu ozářením pylových mateřských buněk vpoupatech lze docílit toho, že pyl je při samoopylení funkční. Tato metoda byla súspěchem použita uněkterých druhů Solanaceae, kde vpotomstvu vznikali buď homozygoti, nebo heterozygoti pro alely S, unichž se obnovila původní inkompatibilní reakce.


    	Opylení vpoupatech nanesení zralého pylu na blizny vpoupatech několik dnů před kvetením je nejrozšířenější metodou vedoucí kpseudokompatibilitě. Tato metoda je vhodná pro druhy sgametofytickou, tak isporofytickou inkompatibilitou. Podrobně byla rozpracována vrodech Brassica aRaphanus. Uněkterých druhů bylo opylení vpoupatech efektivnější, jestliže na nezralou bliznu byl nanesen výměšek zpovrchu zralých blizen.


    	Opylení na konci vegetace uněkterých druhů se na konci vegetačního období nebo vpodmínkách pozdního podzimu značně zeslabuje inkompatibilita. Např. utabáku může být rostlina autoinkompatibilní po celou růstovou sezonu svýjimkou několika málo posledních dnů, kdy dochází ksamooplození. Spolehlivost této metody je však sporná. Dokonce utéhož druhu (B. oleracea) byly získány protichůdné výsledky.


    	Působení vyšších teplot uněkolika druhů (např. Oenothera, Trifolium, Lycopersicon) došlo po působení vyšších teplot (do 60 ˚C) na pestíky kpřekonání inkompatibilní reakce.


    	Chirurgické metody tyto metody jsou založeny na umístění pylu na řeznou plochu čnělky po odstranění blizny (např. uBrassica) nebo na zavedení pylu přímo do semeníku (Petunia). Upetúnie bylo také úspěšné oplození in vitro nanesením pylu na placentu.


    	Opakované opylení vněkterých případech je možné dosáhnout oplození tak, že za několik hodin po kompatibilním opylení naneseme na bliznu inkompatibilní pyl nebo použijeme pro opylení přímo směs pylu.

  


  On-line prezentace


  Ke kapitole Inkompatibilní systémy vyšších rostlin.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Determinace pohlaví ukrytosemenných rostlin


  Pohlavní rozmnožování je nejrozšířenějším způsobem rozmnožování vyšších rostlin. kKvět s rozmnožovacími orgány má téměř neomezenou rozmanitost morfologických afyziologických znaků, jejichž kombinace představuje různá přizpůsobení květů především kefektivnějšímu opylení aregulaci stupně cizosprášení. Jedním ztakových přizpůsobení je irůzné rozmístění pohlavních orgánů vkvětech, na rostlinách ave skupinách rostlin. Při klasifikaci je třeba rozlišovat typy pohlaví vsamostatných květech, na celých rostlinách avrámci skupiny rostlin (obr. 6.1).


  Typy pohlaví jednotlivých květů


  
    	Oboupohlavný (obojaký, hermafroditní, hermaphroditus) květ, který má jak tyčinky, tak ijeden nebo několik plodolistů


    	Tyčinkový (samčí, masculum) květ, který má pouze tyčinky anemá plodolisty


    	Pestíkový (samičí, feminus) květ, který má pouze plodolisty anemá tyčinky

  


  Typy pohlaví jednotlivých rostlin


  
    	Oboupohlavná (obojaká, hermafroditní, hermaphroditus) rostlina, která má pouze oboupohlavné květy


    	Jednodomá (monoecická, monoická, monoecious) rostlina, která má jak tyčinkové, tak pestíkové květy


    	Samčí (androecická, androecious) rostlina, která má pouze tyčinkové květy


    	Samičí (gynoecická, gynoecious) rostlina, která má pouze pestíkové květy


    	Andromonoecická (andromonoecious) rostlina, která má jak oboupohlavné, tak tyčinkové květy (Veratrum album, Astrantia major)


    	Gynomonoecická (gynomonoecious) rostlina, která má jak oboupohlavné, tak pestíkové květy (Paraetaria officinalis)


    	Trimonoecická (trimonoecious) rostlina, která má tři typy květů: oboupohlavné, tyčinkové apestíkové (Saponaria ocimoides)


    	Agamonoecická (agamonoecious) rostlina, která má vedle oboupohlavných květů ještě květy bezpohlavné se zakrnělými nebo abortovanými tyčinkami asemeníky (Viburnum opulus)

  


  Typy pohlaví skupiny rostlin (populace, druhu, odrůdy)


  
    	Oboupohlavná (obojaká, hermafroditní, hermaphroditus) skupina, která má pouze oboupohlavné rostliny


    	Jednodomá (monoecická, monoická, monoecious) skupina, která má pouze jednodomé rostliny (Zea mays, Juglans regia, Corylus avelana)


    	Dvoudomá (dioecická, dioická, dioecious) skupina, která má samčí asamičí rostliny, (Bryonia dioica, Melandrium album, Silene alba, Humulus lupulus)


    	Androdioecická (sub-androecická, androdioecious) skupina, která má rostliny oboupohlavné asamčí (Dryas octopetala)


    	Gynodioecická (sub-gynoecická, gynodioecious) skupina, která má rostliny oboupohlavné asamičí (Origanum vulgare, Cirsium oleracea, Thymus serpyllum)


    	Trioecická skupina, která má rostliny oboupohlavné, samčí isamičí (Fraxinus excelsior, Asparagus officinalis)

  


  Přehled uvedených typů apoužívané symboly uvádí obr. 6.1.


  Výčet typů vuvedeném přehledu není vyčerpávající aexistují ještě další možnosti či varianty, které by vyžadovaly zvláštní popis. Jako příklad lze uvést tři varianty jednodomé rostliny:


  
    	tyčinkové apestíkové květy jsou rozmístěny po celé rostlině (např. četné odrůdy okurek),


    	tyčinkové apestíkové květy se shlukují vsamčí asamičí květenství (např. kukuřice) a


    	vurčitém stadiu růstu má rostlina květy pouze jednoho typu, jako např. uArisaema japonica se zpočátku objevují pouze tyčinkové květy, později pouze pestíkové, takže se při zběžném pohledu jeví rostliny jako dvoudomé.

  


  Podstatné je přesné vymezení pohlaví květů, rostlin askupiny rostlin (např. musíme mluvit otyčinkovém květu, samčí rostlině advoudomé populaci).


  Převážná většina rostlin jsou rostliny oboupohlavné. Uvádí se, že mezi přibližně 120 tisíci druhy krytosemenných rostlin je 86 % druhů srostlinami, které mají pohlavní orgány obou typů, 4 % druhů srostlinami odděleného pohlaví a10 % druhů ostatních. Je vidět, že jednopohlavných forem není vrostlinné říši mnoho. Toto rozdělení je významné zevolučního hlediska, neboť oboupohlavnost spolu smechanizmy izolace různého typu dává více možností ve smyslu adaptace kměnícím se podmínkám prostředí než jednopohlavnost.


  Ukulturních rostlin se pohlavní dimorfizmus vyskytuje pouze uněkolika málo druhů; umnoha dvoudomých kultur se objevují pravidelně nebo občas oboupohlavné nebo jednodomé rostliny včetnosti závislé na genetických faktorech či vnějších podmínkách. Dvoudomost se urostlin hospodářsky významných vyskytuje hlavně uvíceletých plodin. Jsou to např. Cannabis sativa, Simondsia californica, Humulus lupulus, Piper nigrum, Dioscorea sp., Spinacia oleracea, Asparagus officinalis, Poa arachnifera, Atriplex sp., Ilex aquifolium, Acer negundo, Fraxinus sp., Pistacia vera, Carica papaya, Vitis rotundifolia, Morus alba, M. nigra, Ficus carica aPhoenix dactylifera. Utěchto rostlin dochází více nebo méně často kobligátnímu cizosprášení vzávislosti na výskytu oboupohlavných nebo jednodomých rostlin vpopulacích ana stupni jejich inkompatibility.


  Uoboupohlavných rostlin můžeme pozorovat velkou rozmanitost ve způsobu rozmnožování. Takovéto rozdíly jsou podmíněny jak genotypovou variabilitou uvnitř druhů, tak vnějšími podmínkami, kterým je tato potenciálně cizosprašná populace vystavena. Podle způsobu rozmnožování se rostliny rozdělují na samosprašné (autogamní) acizosprašné (alogamní).


  
    [image: Schematické znázornění a názvy jednotlivých typů pohlaví u květů, rostlin a skupin rostlin]

    Obr. 6.1 Schematické znázornění anázvy jednotlivých typů pohlaví ukvětů, rostlin askupin rostlin

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Samosprašné jsou takové rostliny, ukterých dochází nejen kopylení, ale ioplození vlastním pylem apodobně ucizosprašných rostlin předpokládáme nejen opylení, ale ioplození cizím pylem. Proto je výstižnější hovořit orostlinách se samooplozením anáhodným oplozením.


  Determinace pohlaví


  Genetické založení pohlaví urostlin bylo experimentálně prokázáno brzy po znovuobjevení Mendelových principů dědičnosti. Jedním ztěch, kteří se oto zasloužili, byl Carl Correns, který svoje závěry založil na výsledcích tří základních pokusů skřížením rostlin rodu Bryonia. Vprvním případě křížil samičí rostliny B. dioica sjednodomými rostlinami B. alba adostal 11 rostlin, které byly buď zcela samičí nebo samičí sněkolika brzy odumírajícími nebo nefunkčními tyčinkovými květy. Ve druhém pokusu křížil Correns samičí rostliny B. dioica se samčími rostlinami téhož druhu azískal 41 kvetoucích rostlin (21 samčích a20 samičích). Ve třetím pokusu křížil rostliny B. alba se samičími květenstvími se samčími rostlinami B. dioica azískal 76 kvetoucích rostlin, polovinu samčích apolovinu samičích. Correns ještě tehdy neznal význam vnějších podmínek na projev znaku, proto některé výsledky nemohl spolehlivě vysvětlit. Jasně však poukázal na vztah mezi pohlavím agenotypem rostliny.


  Objev pohlavních chromozomů urostlin se datuje do roku 1923, kdy Blackburn, Kihara aOno anezávisle na nich Winge objevili heteromorfní bivalenty uSilene latifolia (Melandrium album), Rumex acetosa aHumulus sp. Poté byly pohlavní chromozomy objeveny umnoha dalších dvoudomých rostlin. Přitom se však ukázalo, že ne všechny dvoudomé rostliny musí obsahovat tento heteromorfní bivalent.


  Determinace pohlaví ukrytosemenných rostlin je proces, který zajišťuje potlačení vývoje samčích nebo samičích orgánů vjednotlivých květech. Vpřípadě dvoudomých druhů dochází takto ke vzniku jedinců nesoucích pouze samčí nebo samičí květy. Kpotlačení vývoje orgánů opačného pohlaví dochází vrůzných fázích vývoje květu (obr. 6.2). Tento proces je ovlivněn geneticky; uněkterých druhů však může být ovlivněn také různými faktory vnějšího prostředí, jako je např. intenzita světla, délka dne, teplota aminerální výživa. Exogenní aplikace rostlinných hormonů také vede vněkterých případech kovlivnění pohlaví květů. Žádná ztěchto látek nemá shodný účinek uvšech druhů sjednopohlavnými květy.


  
    [image: Jednotlivé fáze potlačení vývoje orgánů určitého pohlaví u dvoudomých rostlin]

    Obr. 6.2 Jednotlivé fáze potlačení vývoje orgánů určitého pohlaví udvoudomých rostlin

    (Zdroj: Janoušek, 1996)
  


  Roku 1956 Hartmann formuloval tzv. zákon potenciální oboupohlavnosti, podle kterého nesou obě pohlaví veškerou genetickou informaci potřebnou kvytvoření pohlavních orgánů opačného pohlaví. Tento zákon odráží situaci uevolučně málo pokročilých typů determinace pohlaví, které jsou založeny na působení jednoho nebo několika genů řídících pohlaví. Udruhů spohlavními chromozomy se však setkáváme stendencí kakumulaci genů, které jsou výhodné pouze pro heterogametické pohlaví, na chromozomu Y. Může proto docházet kvýjimkám ztohoto zákona, neboť uhomogametického pohlaví nemusí být potom přítomny všechny geny potřebné pro vznik orgánů opačného pohlaví. Upohlaví heterogametického však platí tento zákon bez výjimek.


  Obecná teorie genetické determinace pohlaví vychází zpředpokladu, že geny zapojené do exprese pohlaví je možné rozdělit do dvou skupin. Početná je první skupina genů, které jsou přímo zapojeny do morfogeneze pestíků nebo tyčinek (angl. sex differenciation genes). Druhou skupinu tvoří geny, které řídí expresi genů první skupiny (angl. sex determination genes).


  Determinace pohlaví ujednodomých druhů


  Jedním z možných modelů pro výzkum determinace pohlaví u rostlin je kukuřice, která je nejprozkoumanějším jednodomým druhem, ale podařilo se u ní získat i jednopohlavné linie. U kukuřice standardního fenotypu jsou samčí květy soustředěny v terminální latě (angl. tassel) a květy samičí se zase vyskytují pouze v postranních palicích (angl. ear), jejichž pestíky se vyznačují dlouhými bliznami (angl. silk). U kukuřice byl proveden pokus o vytvoření umělého systému dvoudomosti založeného na působení recesivních mutantních alel silkless1 (sk1) a tasselseed2 (ts2). Přítomnost alely sk1 v homozygotním stavu vede k potlačení vývoje pestíků samičích květů v postranních klasech a vzniká rostlina samčího fenotypu. Pokud je rostlina homozygotní pro alelu ts2, dochází u ní k přeměně všech samčích květů v latě v samičí, a proto opět vzniká jednopohlavná rostlina. K vytvoření stabilní dvoudomé populace mělo vést křížení rostlin genotypu sk1 sk1 ts2 ts2 (předpokládaný samičí fenotyp) se samčími rostlinami genotypu sk1 sk1 Ts2 ts2, jež by dalo vznik samčím a samičím rostlinám v poměru 1 : 1. Lokusy silkless1 a tasselseed2 však spolu interagují, a proto se rostliny genotypu sk1 sk1 ts2 ts2 vyznačovaly zcela neočekávaným fenotypem; v postranních palicích se u všech květů vyskytovaly pestíky a v koncovém květenství se kromě očekávaných samičích květů vyskytovaly také květy samčí a hermafroditní.


  V současné době je již známo několik lokusů důležitých pro orgánově specifickou aborci, která je nezbytná pro vývoj jednopohlavných květů u kukuřice. Dva lokusy zapojené do suprese tvorby pestíků v terminálním květenství byly identifikovány pomocí recesivních mutací tasselseed (ts1 a ts2) a jeden lokus pomocí dominantní mutace Tasselseed5 (Ts5). U mutantů dochází k feminizaci tyčinkových květů a květy jsou oboupohlavné. Gen TS2 byl izolován prostřednictvím inzerční mutageneze; kóduje alkoholdehydrogenázu, která se podílí na buněčné smrti primordií pestíku. Genů, které se podílejí na řízení procesu aborce tyčinek je známo celkem sedm. Šest z nich jsou recesivní mutace: dwarf (d1, d2, d3, d5), anther ear (an1) a silkless (sk1). Jedna mutace je dominantní povahy – Dwarf8 (D8). Gen D8 je negativní regulátor kyseliny giberelové a u mutanta dochází k obnovení signálu, což má vliv na přerušení aborce tyčinek. V dalším výzkumu se ukázaly být velmi cenné rostliny recesivně homozygotní v lokusech dwarf (d1, d2, d3, d5), protože bylo zjištěno, že narušení funkce kteréhokoli z těchto lokusů vede k výraznému snížení obsahu giberelinů a maskulinizaci pestíkových květů, kdy je přerušena aborce tyčinek. Standardní alely genů se tedy podílejí na biosyntéze giberelinů a potlačení tvorby tyčinek.


  Ve studiu genetické determinace pohlaví se využívá několik modelových druhů, které zastupují různé typy determinace pohlaví. K perspektivním modelovým objektům patří kukuřice setá (Zea mays), bažanka roční (Mercurialis annua) a knotovka bílá (Silene latifolia).


  Na základě studia vzájemných interakcí různých lokusů byl navržen model, podle kterého jsou v procesu determinace pohlaví u kukuřice rozhodující interakce mezi lokusy TASSELSEED2, SILKLESS1 a hladinou giberelinů. Podle tohoto modelu standardní alela lokusu Sk1 blokuje působení produktu genu TASSELSEED2, a to vede k tvorbě pestíků v květech postranních klásků. V koncovém květenství je zase naopak působení genu SILKLESS1 blokováno genem TASSELSEED2, a proto zde dochází k aborci pestíků. Aborce tyčinek v samičím klasu u homozygotů TS2 TS2 SK1 SK1 je důsledek antagonistického působení pestíků na tyčinky prostřednictvím feminizujícího faktoru, jakým jsou gibereliny.


  Typické zástupce jednodomých rostlin najdeme v čeledi Cucurbitaceae. Jeden z nejdůležitějších hospodářských druhů této čeledě je Cucumis sativus (dýně okurka). Snad u žádné jiné kultury nebyl prozkoumán projev pohlaví tak detailně, jako právě u okurky. Kromě toho je tento objekt modelovým systémem ke zkoumání morfogeneze vyšších rostlin. Proto také genetická kontrola jednodomosti může být vyložena na příkladu okurky.


  Rostliny okurky se vyznačují velkou různorodostí v projevu pohlaví (obr. 6.3). Květní poupata v raných fázích vývoje mají základy jak tyčinek, tak pestíků, avšak květy jsou většinou různopohlavné. Jednotlivé rostliny se vyznačují velkou variabilitou v rozmístění a počtu tyčinkových a pestíkových květů. U jednodomých rostlin okurky je prakticky ve všech úžlabích listů buď několik samčích, nebo jednotlivé (zřídka dva a více) samičí květy. Tendence k feminizaci je větší v akropetálním směru (podobně jako u Cucurbita pepo).


  Některé odrůdy okurek mohou mít na rostlině kromě samčích květů ikvěty hermafroditní. Květy různého pohlaví se výrazně liší morfologicky (obr. 6.4).


  
    [image: Schéma rozdělení květů různých typů na hlavním stonku Cucurbita pepo cv. Acorn]

    Obr. 6.3 Schéma rozdělení květů různých typů na hlavním stonku Cucurbita pepo cv. Acorn

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Determinace pohlaví uokurky se účastní tyto hlavní geny:


  
    	M/m kontroluje spouštěcí mechanizmus vkvětním poupěti; vpřítomnosti alely M, která je úplně dominantní, se tvoří pouze jednopohlavné květy;


    	F/f kontroluje schopnost kvývinu pestíku (FF) atvoří gradient pro samiččí pohlaví podél lodyhy; mezi alelami je vztah neúplné dominance;


    	A/a gen je epistatický vůči genu F, zvyšuje samičí tendenci.

  


  
    [image: Typy květů u Cucumis sativus]

    Obr. 6.4 Typy květů uCucumis sativus

    (Zdroj: Řepková, Relichová, 2001)
  


  Kombinace těchto tří hlavních genů zodpovědných za determinaci pohlaví mohou dát následující fenotypy:


  
    	M- FF populace monoecická, květy pestíkové


    	M- ff populace monoecická, květy tyčinkové


    	mm ff populace andromonoecická

  


  Projev pohlaví uokurky může vněkterých případech podléhat ipůsobení dalších genů.


  Důležité je, že na projev pohlaví mají značný vliv ivnější podmínky, ato do té míry, že identické genotypy mohou dávat vrůzných podmínkách různé fenotypy anaopak různé genotypy mohou mít shodné fenotypy. Kromě klimatických podmínek (délka dne ateplota) mohou projev pohlaví ovlivňovat růstové regulátory ajiné chemické látky. Působením chemických látek lze změnit pohlaví libovolným směrem.


  Systémy dvoudomosti založené na jednotlivých lokusech


  Dvoudomost se vyskytuje vrostlinné říši asi dvakrát méně než jednodomost. Zcela dvoudomých je pouze asi 5 % čeledí a75 % čeledí obsahuje některé dvoudomé druhy.


  Pozornost byla dosud soustředěna převážně na druhy spohlavními chromozomy, aproto jsou vsoučasné době známy pouze dva druhy, ukterých je vznik samčích asamičích rostlin řízen jednotlivými lokusy: tykvice stříkavá (Ecballium elaterium) abažanka roční (Mercurialis annua).


  Typickým zástupcem této skupiny je druh tykvice stříkavá zčeledě tykvovitých (Cucurbitaceae), ukteré oexpresi pohlaví rozhoduje přítomnost tří druhů alel (aD, a+, ad) vlokusu určujícím pohlaví. Alela aD je dominantní vůči alele a+ ialele ad, její přítomnost vede urostlin ksamčímu fenotypu. Pokud se uplatní alela a+, která je recesivní vzhledem kalele aD adominantní vůči alele ad, vzniká rostlina jednodomá. Vznik samičích rostlin je podmíněn přítomností alely ad vhomozygotním stavu.


  Pohlaví řízené více lokusy


  Morfogeneze tyčinek apestíků je determinována větším počtem genů. Uoboupohlavných rostlin jsou všechny geny potřebné ktvorbě obou typů květních orgánů přítomné afunkční. Vprocesu diferenciace (tj. při vývoji tyčinek nebo pestíků) jsou tyto geny různě exprimovány. Ztráta formy nebo funkce může být pak způsobena potlačením exprese příslušného genu nebo jeho nepřítomností.


  Udvoudomých rostlin vzniknou při křížení mezi samičími asamčími rostlinami zase buď samičí, nebo samčí rostliny. Za předpokladu, že uobou pohlaví jsou přítomné jak geny zodpovědné za tvorbu tyčinek (A, B, C), tak geny pro vznik pestíků (D, E, F), pouze jejich aktivita je různá, odpovídá následující schéma:


  Je vidět, že klíčovou roli hraje alelový pár M/m: mm podmiňuje expresi pouze těch genů, které jsou zodpovědné za tvorbu pestíků, Mm pouze za tvorbu tyčinek. Podle tohoto modelu může být diferenciace tyčinek apestíků podmíněna neomezeným počtem genů, avšak determinace pohlaví je kontrolována pouze jedním lokusem působícím jako jakýsi spouštěcí mechanizmus (angl. trigger).


  Ubažanky roční je pohlaví determinováno třemi lokusy A/a, B1/b1 aB2/b2, které nevykazují genetickou vazbu. Pro vývoj samčího pohlaví je nutná přítomnost dominantní alely lokusu A/a anavíc alespoň vjednom zlokusů B. Dominantní alela lokusu B1/b1 má silnější maskulinizační efekt než alela B2. Zároveň se samčí asamičí rostliny vyznačují rozdílným obsahem rostlinných hormonů. Cytokininový hormon trans-zeatin je přítomen pouze usamičích rostlin, příbuzný cytokininový hormon trans-zeatin mononukleoid se vyskytuje pouze usamčích rostlin. Exprese pohlaví může být ujednoho druhu ovlivněna rostlinnými hormony vsouladu svýše uvedenými rozdíly. Auxiny mají maskulinizující acytokininy feminizující vliv.


  Vícelokusovému modelu odpovídá experimentální navození dvoudomosti ukukuřice. Ukukuřice bylo nalezeno mnoho mutantů, ukterých jsou potlačena samičí květenství (rostliny silkless) nebo změněna samčí květenství laty tak, že místo nich se tvoří pestíkové květenství (tzv. tassel seed).


  Alelový pár Ts2/ts2 můžeme vsouhlase spředchozím modelem považovat za spouštěcí mechanizmus (trigger). Kromě genů Ts2/ts2 jsou ostatní geny determinující vývoj pohlavních orgánů pro obě pohlaví společné ahomozygotní aje tedy lhostejné, kde jsou lokalizovány (rekombinace je neúčinná). Vtomto modelu tvoří samčí rostliny vždy dva druhy gamet, zatímco samičí rostliny pouze jeden druh.


  Umělá dvoudomost ukukuřice byla také navozena pomocí jiné kombinace genů. Gen ba (barren stalk) je recesivní, lokalizovaný na III. chromozomu agenotyp ba ba tvoří na rostlinách pouze laty. Podobně jako vpředchozím případě budou rostliny ba ba ts2 ts2 samičí aba ba Ts2 ts2 samčí. Podobně jako gen Ts2/ts2 může působit ijiný gen Ts3/ts3, vtomto případě však budou heterogametní rostliny samičí (ba ba Ts3 ts3). Ikdyž tyto systémy uZea mays jsou velmi známé ačasto se uvádějí jako příklady umělé dvoudomosti, vněkterých případech se ukazuje tento systém složitější.


  Jiný, složitější systém umělé dvoudomosti byl nalezen uRubus idaeus. Předpokládá supresorové geny avazbu mezi geny. Při determinaci pohlaví unormálně hermafroditního druhu R. idaeus působí dva geny: jeden potlačuje diferenciaci tyčinek (M/m) adruhý diferenciaci pestíků (F/f). Přitom samičí supresor je epistatický nad samčím supresorem. Tzn., že genotypy FF MM, Ff Mm aFF Mm budou samčí rostliny agenotyp ff mm samičí. Mezi oběma geny existuje navíc silná vazba. Vtomto případě křížení ♀ fm fm x ♂ FM fm dá pouze rodičovské typy, což odpovídá systému dvoudomosti uR. idaeus.


  Popsaný model se může zdát složitý, představuje však obecný princip pohlavního dimorfizmu urostlin. Jiným způsobem zábrany crossing-overu mezi dvěma protichůdnými supresorovými geny je mechanická bariéra na chromozomové úrovni, tj. chromozomová aberace.


  Systémy determinace pohlaví urostlin spohlavními chromozomy


  Pohlavní dimorfizmus založený na supresorových genech se bude nejefektivněji projevovat při vazbě těchto genů. To vedlo ke vzniku pohlavních heteromorfních chromozomů, které se zřejmě vyvíjely vpozdějších stadiích evoluce apouze utěch druhů, ukterých existovala dvoudomost. Umnohých dvoudomých druhů je heteromorfizmus pohlavních chromozomů morfologicky vyjádřen slabě amůže být cytologicky odhalen pouze vurčitých fázích meiózy. Navíc se stupeň tohoto dimorfizmu může iuvelmi blízkých dvoudomých druhů značně lišit, což často vedlo knejednotným experimentálním závěrům. Vsoučasné době byl dimorfizmus pohlavních chromozomů bezpečně prokázán u13 druhů rostlin ze tří rodů (někteří autoři uvádějí 70 druhů z24 rodů).


  Nejjednodušším případem dimorfizmu chromozomů je systém X/Y. Tyto pohlavní chromozomy musí obsahovat alespoň dva odlišné segmenty: jeden homologní, který umožňuje synapsi vmeióze adruhý heterologní. Složitější systémy zahrnují několik chromozomů X aY. Zvláštním případem je systém X/0, jehož existence byla zjištěna pouze utří druhů rostlin patřících krodu Dioscorea, avšak některými autory nebyla potvrzena.


  Vtab. 6.1 jsou uvedeny druhy rostlin sheterologními pohlavními chromozomy aje zní zřejmé, že vpřevážné většině případů jsou heteromorfní chromozomy usamčího pohlaví. Pouze uFragaria elatior je heteromorfní samičí pohlaví. Vrodu Fragaria se vyskytuje dvoudomost pouze na polyploidní úrovni (F. orientalis 4x, F. elatior 6x, F. virginiana, F. grandiflora 8x).


  
    
      	Druh

      	Pohlavní chromozomy
    


    
      	♀

      	♂
    


    
      	Cannabis sativa

      	XX

      	XY
    


    
      	Fragaria elatior

      	XY

      	XX
    


    
      	Humulus lupulus

      	XX

      	XY
    


    
      	H. lupulus var. cordifolius

      	X1X1X2X2

      	X1Y1X2Y2
    


    
      	H. japonicus

      	XX

      	XY1Y2
    


    
      	Rumex angiocarpus

      	XX

      	XY
    


    
      	R. acetosa

      	XX

      	XY1Y2
    


    
      	R. paucifolius

      	XX

      	XY
    


    
      	Silene latifolia

      	XX

      	XY
    


    
      	Melandrium rubrum

      	XX

      	XY
    


    
      	Populus sp.

      	XX

      	XY
    


    
      	Urtica dioica

      	XX

      	XY
    


    
      	Spinacia oleracea

      	XX

      	XY nebo YY
    

  


  
    Tab. 6.1 Druhy rostlin sheterologními pohlavními chromozomy.
  


  Urostlin spohlavními chromozomy jsou zpravidla uváděny základní typy determinace pohlaví, které jsou reprezentovány dvěma modelovými objekty: knotovkou bílou (Silene latifolia) ašťovíkem kyselým (Rumex acetosa). Nejvíce pozornosti bylo dosud věnováno druhům, které se vyznačují přítomností heteromorfních pohlavních chromozomů (tab. 6.1).


  Typ saktivní úlohou chromozomu Y Silene latifolia


  US. latifolia uskutečnil už Correns ve 20. letech technicky velmi jednoduché pokusy ke zjištění, které pohlaví je heterogametické. Tyto pokusy byly založeny na předpokladu, že heterogametické pohlaví produkuje dva druhy pylu, unichž existuje konkurence. Ta se projeví při opylení dostatečným množstvím pylu tak, že vpotomstvu vzniká více samičích rostlin než samčích. Naopak při opylení malým množstvím pylu se konkurence neuplatní apoměr pohlaví je zhruba 1:1. Podobné jednoduché pokusy byly založeny na rozdílném přežívání pylových zrn. Knotovka bílá má systém determinace pohlaví založený na aktivním působení chromozomu Y (samci se vyznačují konstitucí AAXY asamice AAXX), který obsahuje geny důležité pro tvorbu tyčinek agen nebo genový komplex suprimující expresi samičího pohlaví. Chromozomy X aY se uknotovky bílé navíc významně liší aexprese pohlaví nepodléhá vlivům prostředí. Kromě knotovky bílé ajejí příbuzné knotovky červené se tímto typem určení pohlaví vyznačují iněkteré jiné druhy zrůzných čeledí: chřest (Asparagus officinalis), plané druhy révy (Coccinia indica), šťovík menší (Rumex acetosella) apravděpodobně imnoho dalších dosud neprozkoumaných druhů sheteromorfními, případně ihomomorfními pohlavními chromozomy. Chřest se vyznačuje homomorfními pohlavními chromozomy. Také funkční odlišnost mezi chromozomem X aY není utohoto druhu tak výrazná jako udvoudomých druhů knotovek aje tedy možno získat itzv. supersamce, kteří mají genetickou konstituci AAYY. Zatímco samičí rostliny nesou pouze rudimenty tyčinek, nejsou usamčích rostlin pestíky zcela zakrnělé avykazují značnou variabilitu. Také tento fakt svědčí omenší evoluční pokročilosti systému determinace pohlaví utohoto druhu apravděpodobném vzniku dvoudomosti prostřednictvím gynodioecie. Dosavadní studie se zde zaměřovaly spíše na hledání pohlavně specifických rozdílů na úrovni proteinů. Zobecně genetického hlediska je zjevná podobnost determinace pohlaví uknotovky atypu savčího. Oba tyto systémy jsou založeny na aktivní úloze chromozomu Y, který nese geny potlačující expresi samičího pohlaví. Vlastní biochemické mechanizmy, které realizují expresi pohlaví, jsou však zásadně odlišné ivlivem celkově odlišného metabolizmu rostlin asavců.


  Studium rostlin saberantními chromozomy, které prováděl Westergaard, ukázalo na různý význam jednotlivých segmentů chromozomu Y (obr. 6.5): segment Ipotlačuje vývoj samičích orgánů, avšak nepřekáží vývoji samčího pohlaví (rostliny XY1 mají květy se ♀ i♂ orgány). Segmenty III aIV nepotlačují vývoj samičích orgánů, mají však vliv na konec etapy diferenciace prašníků (rostliny XY3 jsou samčí apylově sterilní). Centrální segment II obsahuje geny, které kontrolují počáteční etapy tvorby prašníku. Chromozom Y je částečně homologní schromozomem X (segment IV). Zbývající nehomologní část chromozomu X (segment V) obsahuje determinanty samičího pohlaví. Y1, Y2 aY3 jsou skupiny rostlin zurčité populace, které nesou delece různého rozsahu apolohy. Na základě hermafroditního fenotypu rostlin schromozomem Y1 aY2 bylo zjištěno, že diferenciální rameno chromozomu Y nese samičí supresor. Jelikož rostliny, které diferenciální rameno zcela postrádaly (typ Y2), tvořily normální prašníky, bylo možné konstatovat, že geny nezbytné pro tvorbu tyčinek (tzv. male promoter) leží vrameni částečně homologním schromozomem X. Vdistální části homologního ramene chromozomu Y Westergaard dokázal přítomnost genů důležitých pro samčí fertilitu na základě fenotypu rostliny typu Y3.


  US. latifolia se sleduje možný vliv metylace DNA při determinaci pohlaví, protože byla pozorována hypermetylace jednoho nebo dvou chromozomů X. Nabízí se domněnka, že urostlin by mohl existovat mechanizmus zajišťující kompenzaci funkčních alel uložených vpohlavních chromozomech X genetickou inaktivací jednoho nebo dvou chromozomů X usamičích rostlin ato metylací. Podobně je tomu uhomogametického pohlaví savčího typu (tzv. lyonizace).


  Podobně jako uS. latifolia je určeno pohlaví uR. acetosella, který však obsahuje homomorfní pohlavní chromozomy, označované jako SF aSm. Chromozom Sm hraje rozhodující úlohu vdeterminaci pohlaví tím, že inhibuje samičí potenci lokalizovanou vchromozomu SF. Předpokládá se, že celkově je pohlaví kontrolováno několika málo geny svelkým účinkem aněkolika geny smalým účinkem lokalizovanými na uvedených chromozomech SF aSm. Autozomy se nepodílejí na determinaci pohlaví.


  
    [image: Typy květů u Cucumis sativus]

    Obr. 6.5 Schematické znázornění normálních chromozomů X aY uSilene latifolia aexperimentálně získaných aberantních chromozomů Y1, Y 2 aY3.

    (Zdroj: Janoušek, 1996)
  


  Typ somezenou rolí chromozomu Y Rumex acetosa


  Udruhů příbuzných šťovíku kyselému (Rumex acetosa) rozhoduje oexpresi pohlaví poměr chromozomů X asad autozomů. Tento pohlavní index je usamičích rostlin 1,0 (2A + XX) ausamčích rostlin 0,5 (2A + XY1Y2). Vpokusech spolyploidy bylo zjištěno, že rostliny spoměrem 0,5 amenším, např. 3A + XY1Y2 byly samčí, zatímco rostliny spoměrem 1,0 avyšším, např. 3A + XXXX byly samičí. Rostliny spoměrem od 0,5 do 1,0 zaujímají střední postavení (oboupohlavné rostliny skaryotypy 3A + XXY a3A + XXYY mají pohlavní index 0,67).


  Vývoj tyčinek není závislý na přítomnosti chromozomu Y. Exprese pohlaví je velmi stabilní. Ztráta role chromozomu Y se projevuje jeho značným polymorfizmem vpopulacích rostlin. Usamotného šťovíku kyselého jsou dokonce přítomny vbuňkách samčích rostlin současně schromozomem X také dva chromozomy Y, které vykazují opět značnou variabilitu. Chmel japonský (Humulus japonicus) se podobně jako šťovík kyselý vyznačuje přítomností dvou chromozomů Y vbuňkách. Systém determinace pohlaví utypu šťovík je zobecně genetického hlediska podobný typu Drosophila, neboť ani zde nerozhoduje oexpresi daného pohlaví přítomnost či nepřítomnost chromozomu Y, ale poměr počtu chromozomů X asad autozomů.


  Typ sheterogametickým samičím pohlavím


  Heterogametnost samičích rostlin byla dosud popsána pouze uplaných polyploidních druhů jahodníků ausilenky ušnice (Silene otites). Usilenky ušnice to bylo prokázáno křížením uměle získaných polyploidních samčích asamičích rostlin sdiploidními rostlinami. Pokud byla samičí rostlina tetraploidní, tedy konstituce AAAAXXYY, vyskytovaly se vpotomstvu takřka výhradně rostliny samičí, neboť gamety XX aYY se tvoří pouze výjimečně apřevládají gamety XY. Tento typ připomíná systém determinace pohlaví uptáků, neboť izde je heterogametním pohlavím pohlaví samičí.


  On-line prezentace


  Ke kapitole Determinace pohlaví u krytosemenných rostlin.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Odolnost rostlin kpatogenům


  Rostliny jsou zdrojem obživy nejen pro lidskou populaci, ale již na počátku své evoluce byly zdrojem výživy pro další organizmy mikroorganizmy, jako jsou např. houby abakterie. Většina těchto organizmů jsou saprofyté využívající jako zdroj své výživy metabolity rostlin, které jsou již odumřelé arozkládají se. Mnoho dalších však napadá živé rostliny. Některé organizmy žijí srostlinami vsymbióze, která je výhodná pro rostlinu imikroorganizmus př. jsou rizobia (fixace dusíku, význam vzemědělství), nebo mykorhizní houbové organizmy. Další skupinou organizmů jsou ty, které napadají rostliny avyužívají jejich metabolity, rostlinu neusmrtí, ale negativně ovlivňují její metabolizmus. Negativní vlivy působení cizího organizmu se projeví urostliny určitými příznaky jako choroba. Podle vnějších příznaků odborníci poznají, kterým organizmem je rostlina napadena. Choroba má tedy určité fenotypové projevy. Důsledkem napadení je většinou zhoršená vitalita rostlin, apokud jde okulturní plodiny, vznikají tak škody vzemědělství. Takové organizmy se nazývají patogenní, napadená rostlina je hostitel. Ne všechny organizmy jsou pro určitý druh patogenní; nepatogenní organizmus nenapadá rostliny určitého druhu.


  Reakce rostlin na napadení patogenem jsou velice rozmanité aodolnost rostlin může mít různé příčiny. Vprocesu kontaktu parazita shostitelem avprocesu vytváření parazitického vztahu lze nalézt obecné rysy:


  První etapa je kontakt interakce patogena shostitelem. Nálet počátečního inokula na rostlinu se uskutečňuje vzdušnými proudy, vodou nebo hmyzem. Počáteční inokulum je určité množství jednotek, které se dostanou na hostitelskou rostlinu. Počáteční inokulum vyvolává tzv. infekční tlak. Vtéto etapě působí mechanizmy úniku před chorobou, tedy hlavně mechanizmy zábrany vniknutí do pletiv. Průnik do rostliny se uskutečňuje přímo přes povrchové vrstvy prostřednictvím mechanického tlaku nebo enzymatického působení, přes přirozené otvory jako jsou průduchy alenticely nebo až po poranění rostliny.


  Druhou etapou je infekce. Počáteční inokulum se dostane do aktivního stavu, vněmž je schopno infikovat hostitele. Etapa infekce končí, jakmile mezi parazitem ahostitelem vznikne parazitický vztah. Vtéto fázi mohou svysokou účinností působit inhibiční látky produkované rostlinou.


  Třetí etapou je vlastní parazitický vztah. Ten je charakterizován výživou na úkor hostitele. Tento proces začíná skrytě (inkubační dobou) akončí vnějšími příznaky napadení.


  Rostliny vzhledem ke svému nepohyblivému způsobu života musí mít schopnost adaptovat se krůzným extrémním (stresovým) podmínkám prostředí. Řada adaptací se děje na úrovni transkripce genů. Rostlina disponuje četnými obrannými mechanizmy, které se různým způsobem překrývají:


  
    	konstitutivní předem vytvořené jako fyzické bariéry (kutikula, buněčná stěna) arůzné antimikrobiální látky, pokud jsou přítomné i bez působení stresového faktoru,


    	indukované vyžadují určitou formu indukčního signálu ke své aktivaci.

  


  Obrana rostliny může být dvou typů:


  
    	pasivní závisí na anatomických amorfologických vlastnostech rostliny,


    	aktivní daná syntézou indukovaných obranných látek.

  


  Mechanizmy působení rostlinných patogenů


  Rostlinné patogeny působí různými mechanizmy, které byly zatím prozkoumány jen vhlavních rysech. Studium mechanizmů jejich působení je důležité ktomu, aby bylo možné přesněji definovat jednotlivé typy rostlinných obranných mechanizmů. Proto studium mechanizmů působení rostlinných patogenů, zvláště jejich enzymů, které se patogeneze účastní, je stejně významné jako studium rostlinných genů podmiňujících rezistenci. Základní typy rostlinných patogenů jsou houbové, bakteriální avirové organizmy.


  Houbové organizmy


  Bylo popsáno asi 74 tisíc až 100 tisíc druhů hub, avšak většina znich jsou saprofyté. Více než 10 tisíc druhů hub jsou parazité, kteří žijí na živých rostlinách azpůsobují různý stupeň jejich poškození (vnější příznaky choroba). Nejčastějšími patogeny urostlin jsou Blumeria (padlí), Erysiphe (padlí), Monilinia (houbová choroba plodů), Sclerotinia (kořenové astonkové hniloby), Ustilago (sněť), Melampsora, Puccinia a Uromyces (původci rzí), Fusarium (původce krčkových hnilob).


  Tito parazité jsou:


  
    	biotrofní azískávají živiny zživých hostitelských buněk pletiv asnižují tak vitalitu rostlin,


    	nekrotrofní využívají svoje enzymy nebo toxiny, kterými naruší buněčnou stěnu i cytoplazmatickou membránu, rostlina uhyne apotom využívají metabolity rostlinných buněk pro svoji výživu.

  


  Většina houbových organizmů jsou kombinované formy hemibiotrofní. Vprvní fázi po napadení dochází kbiotrofní infekci, potom kpoškození buněk ajejich smrti. Následuje sporulace houbového organizmu.


  Enzymy, které narušují rostlinné buněčné stěny, jsou zejména polygalakturonidázy, pektát lyázy akutinázy. Vdalším stadiu se účastní hydrolázy aesterázy, které rozrušují makromolekulární komponenty rostlinných buněk, jež jsou potom použity pro výstavbu buněčných komponent patogena. Často se podílejí inízkomolekulární toxiny (alkaloidy adalší). Geny pro základní enzymy, působící patogenicitu mnoha patogenů byly klonovány.


  Cochliobolus carbonum produkuje specifický HC toxin, který inhibuje aktivitu histonové deacetylázy, enzymu nezbytného pro aktivaci genů obranného systému. Alternaria alternata f. sp. lycopersici produkuje AAL toxin, který pravděpodobně aktivuje mechanizmus programované buněčné smrti urajčete. Další houby tvoří neselektivní toxiny, např. Fusicoccum amygdali tvoří toxin fusicoccin, který působí na H+-ATPázu lokalizovanou na membránách. Působením toxinu dochází knevratnému otevření stomat avadnutí rostlin, to je následováno programovanou buněčnou smrtí anekrotrofní kolonizací.


  Bakteriální organizmy


  Z1 600 druhů bakterií asi 100 druhů způsobuje choroby rostlin (např. Pseudomonas, Xanthomonas, Agrobacterium, Erwinia adalší). Některé druhy Pseudomonas mohou být symbiotické, jiné patogenní. Bakterie podobně jako houby degradují pektin adalší komponenty rostlinné buněčné stěny (pektin lyázy, polygalakturonidázy). Bakterie pak přežívají vmezibuněčných prostorách různých orgánů nebo vxylemu. Bakteriální geny, které působí patogenicitu, jsou zmapovány aklonovány lépe než houbové díky značným možnostem bakteriální genetiky abakteriálního genového inženýrství. Je poměrně dobře známa degradativní dráha pektinu. Ubakterie Erwinia chrysanthemi byly izolovány nejen enzymy, které se jí účastní, ale byly detekovány také jednotlivé geny, znichž většina byla klonována asekvenována. Jsou to následující geny kódující příslušné enzmy:


  
    	pel pektát lyáza (kódovaná uPseudomonas pěti geny pelA až pelE)


    	ogl oligogalakturonát lyáza


    	kduI 5-keto-4-deoxyuronát izomeráza


    	kduD 2-keto-3-deoxyglukonát oxidoreduktáza


    	kdgK 2-keto-3-deoxyglukonát kináza


    	kdgA 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonát aldoláza


    	pme pektin metylesteráza


    	exuT transportní systém galakturonátu do rostlin


    	uxaC uronát izomeráza


    	uxaB altronát oxidoreduktáza


    	uxaA altronát hydrolyáza

  


  Kromě toho mnoho druhů fytopatogenních bakterií produkuje toxiny, které spolupůsobí při vzniku avývoji choroby.


  Zhlediska poznání mechanizmu působení toxinů můžeme rozlišit tři skupiny:


  
    	toxiny se známým mechanizmem působení (nízký počet),


    	toxiny se známým metabolickým procesem, do kterého jsou zapojeny, případně které organely jsou jím postiženy,


    	toxiny sneznámým mechanizmem působení (většina).

  


  Jedním bakteriálním klonem může být produkováno větší množství toxinů, ale jen některé znich jsou známy. Spektrum toxinů produkovaných mikrobiálním patogenem in vitro může být odlišné od spektra toxinů produkovaných v rostlině. Toxiny jsou extracelulární polysacharidy akaždý toxin má svůj jediný typ cílové molekuly obvykle specifický enzym, který inaktivuje. Důsledek působení toxinů je cévní vadnutí, rakovina, sněti, hniloby aplísně.


  Například Pseudomonas syringae pv. (patovar) phaseolytica produkuje fazeolotoxin, který inhibuje specifický rostlinný enzym ornitinového cyklu, ornitin karbamoyltransferázu (OCTázu). Pseudomonas syringae pv. tabaci produkuje tabtoxin, jehož beta-laktam inhibuje glutamin syntázu, která se účastní odbourávání amonných iontů v rostlině. Genů pro produkci bakteriálních fytotoxinů (nízkomolekulárních difundabilních látek) bývá obvykle několik a bývají společně lokalizovány na velkém bakteriálním plazmidu. Řada těchto genů byla klonována. Pro patogenezi jsou obecně nezbytné geny Hrp (Hypersensitive response and pathogenicity cluster) produkující protein umožňující transport proteinů Avr do rostliny.


  Hlavním molekulárně genetickým poznatkem využitelným pro genové manipulace rostlin je, že i bakterie mají enzymy obdobné těm rostlinným, které jsou cílovými místy působení toxinu. Tyto bakteriální enzymy jsou však k toxinu rezistentní. Klonované geny pro takové bakteriální enzymy mohou být po spojení s vhodnými rostlinnými regulačními sekvencemi vneseny do rostlinného genomu a tam podmiňovat rezistenci k bakteriálním toxinům.


  Viry


  Mnoho virů infikuje řadu rostlinných druhů; urůzných hostitelů způsobují různé symptomy. Většina rostlinných virů má genom tvořený jednořetězcovou RNA aplášťovým proteinem (Rhabdoviridae, Potyviridae, Luteoviridae). Další rostlinné viry mají dsRNA (Reoviridae, Partitiviridae), mezi rostlinnými viry se vyskytují ity sgenomem tvořeným ssDNA (Geminiviridae) idsDNA (Caulimoviridae). Hlavními vektory virů jsou mšice, dalšími nematody aživočichové, šířit se mohou ale isemeny nebo pylem. Jakmile je virus uvnitř rostliny, replikuje se, využívá amodifikuje rostlinný replikační aparát. Šíří se plazmodezmaty mezi buňkami acévním systémem celou rostlinou.


  Pasivní (konstitutivní) obranné mechanizmy


  Pasivní obranné mechanizmy zahrnují jak strukturní elementy jako je kutikula, tak antimikrobiální chemické látky vrostlině, které jsou zde přítomny již před napadením patogenem, tzv. fytoanticipiny. Je to první obranná bariéra vůči napadení mikroorganizmem.


  Strukturní bariéry


  Povrch rostlin tvoří kutikula ajejí hlavní součástí je kutin, dále celulóza apektin. Kutin je nerozpustný polyester, který se skládá zhydroxy ahydroxyepoxy mastných kyselin. Další významnou součástí je suberin sobdobným složením. První pasivní bariéru proti mikroorganizmům na povrchu kutikuly tvoří vosky. Chrání rostlinu před vyschnutím apůsobí jako bariéra proti vstupu mikroorganizmů. Brání tvorbě kapek vody, které jsou nezbytné pro pronikání bakterií aklíčení spor hub. Podobnou funkci mají chloupky na listech. Kutikula je velmi účinná proti vstupu virů, ale ty pronikají přes poranění nebo prostřednictvím vektorů. Houby pronikají kutikulou přímo, vdůsledku exkrece kutináz. Buněčná stěna epidermálních buněk tvoří další bariéru proti všem patogenům, kromě těch hub, které mají faktory patogenicity pro přímou penetraci, avektorů, které nesou patogena. Stomata jsou jedinými otvory ve strukturní bariéře. Některé houby mohou pronikat zavřenými stomaty, jiné, jako např. rzi obilovin, musí čekat na jejich otevření.


  Lignifikace rostlinných pletiv je jedním zdalších typů obranných reakcí. Ustarších rostlinných orgánů dochází klignifikaci cévních pletiv. Lignin je komplexní heterogenní aromatický polymer, který zesiluje buněčné stěny buněk vyšších rostlin ačiní je nepropustné pro vodu. Vzniká polymerací fenylpropanoidových monolignolů, para-kumaryl, -koniferyl a‑synaptylalkoholů. Ligniny různých rostlin irůzných částí téže rostliny se liší složením aobsahem svých monolignolů. Tato variabilita je pravděpodobně určována různými substrátovými specifitami enzymů syntetizujících lignin. Je to polymer skomplexní strukturou, srůznými esterickými auhlíkatými vazbami mezi monomery ipříčnými vazbami sdalšími polymery buněčných stěn. Prekurzory ligninu jsou syntetizovány fenylpropanoidovou metabolickou drahou, která syntetizuje také prekurzory antokyanů, flavonoidů ataninů. Obecné enzymy fenylpropanoidového metabolizmu jsou fenylalanin amonium lyáza (PAL) acinamát-4-hydroxyláza (C4-H).


  Byl získán transgenní tabák se sníženou aktivitou PAL asníženým obsahem ligninu vxylemu. Měl mnoho morfologických abnormalit, jako zakrslý růst, změněný tvar listů, sníženou životaschopnost pylu, změněnou morfologii kvetení. Jiný transgenní tabák měl změněn jeden zterminálních enzymů syntézy ligninu. Vytvářel jiný typ ligninu červenohnědého zbarvení, takže lodyhy odkvétajících rostlin měly hnědé zbarvení. Tento typ ligninu by byl vhodný udřevin používaných vdřevozpracovatelském průmyslu, protože se dá snadno oddělit od celulózy.


  Chemické bariéry


  Fytoanticipiny jsou chemické sloučeniny přítomné vrostlině, které fungují jako antimikrobiální látky atvoří chemickou bariéru proti invazi patogenů. Detoxifikují enzymy patogenů; např. triterpenoid avenacin (saponin přítomný uovsa) detoxifikuje enzym avenacinázu.


  Morfologické strukturní bariéry


  Spory patogenního organizmu Ustilago nuda f. sp. hordei (sněť) se rozšiřují větrem arostlinu infikují přes otevřené květy přes bliznu astěnu semeníku. Ječmen je autogamní, opylení tedy nevyžaduje otevření květů. Proto se šlechtí odrůdy kleistogamní, unichž se květy neotvírají, kopylení aoplození dochází uvnitř zavřeného květu apatogen se nedostane do květů aneinfikuje rostlinu.


  Aktivní (indukované) obranné mechanizmy


  Lokální signály


  První reakcí rostliny po invazi patogena, před aktivací exprese specifických genů asyntézou proteinů, je tvorba iontových kanálů, reaktivních kyslíkových radikálů, tvorba kysličníku dusnatého aaktivace fosforylační kaskády.


  Programovaná buněčná smrt


  Důležitým aktivním obranným mechanizmem urostlin je hypersenzitivní reakce (HR), která je charakterizována rychlou nekrózou, tj. místním odumřením živého pletiva vmístě napadení patogenem. Tento mechanizmus pravděpodobně zahrnuje dvě fáze: zaprvé indukce programované smrti okolních buněk může zamezit šíření patogena alokalizovat jej od zbytku rostliny azadruhé existuje široká fyziologicky podmíněná imunita, tzv. systémová rezistence, která je důsledkem hypersenzitivní reakce aaktivace genů spojených sobranným procesem.


  HR je časově aprostorově koordinovaný mechanizmus, kdy vbuňkách dochází ke kondenzaci chromatinu adegradaci DNA.


  Inhibiční látky rostlin


  Příkladem účinku inhibičních látek je rezistence zelených plodů rajčat, které obsahují steroidní alkaloid tomatin, vůči Fusarium spp. Aby byla zjištěna funkce tohoto alkaloidu pro rezistenci, byly selektovány mutantní kmeny Fusarium, které měly schopnost růst při vysokých koncentracích tomatinu. Bylo zjištěno, že tyto kmeny mají zvýšenou virulenci kzeleným plodům, takže itomatin má důležitou funkci vrezistenci vůči tomuto patogenu.


  Biopolymery buněčné stěny


  Poranění nebo infekce rostliny mají za následek akumulaci specifických proteinů extenzinů vbuněčné stěně, zvláště udvouděložných rostlin. Extenziny jsou glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin amají schopnost vázat intramolekulárně různé komponenty buněčné stěny.


  Vbuňkách ječmene aněkterých dalších Poaceae byly zjištěny thioniny, proteiny, které jsou vysoce toxické pro houby ajsou velmi odolné vůči degradaci patogenem. Geny pro tyto proteiny byly již klonovány asekvenovány.


  Další polymer, odolný kdegradaci patogenem je lignin. Klíčové enzymy syntézy ligninu jsou cinamylalkoholehydrogenázy apolyfenoloxidázy. Další fenolickou sloučeninou ukládající se na vnitřním povrchu buněčné stěny je suberin. Kalóza je polysacharid (β-1,3-glukan), který je deponován při infekci patogenem vbuněčné stěně, což blokuje šíření hub ivirů. Kalóza blokuje také plazmodezmata vůči pohybu virů. Proces lignifikace může být indukován patogenem aúčastní se ho současně celá skupina genů hostitele, která je aktivována na úrovni transkripce. Mezi nimi jsou ihydrolázy, které rozkládají komponenty buněčné stěny hub, jako chitinázy aβ-1,3-glukanázy. Některé chitiny mají současně také lysozymovou aktivitu alze předpokládat, že působí antibakteriálně tím, že hydrolyzují buněčné stěny bakterií.


  Peroxidázy jsou hlavní enzymy, které mají funkci při zesílení buněčné stěny ajsou indukované patogenem. Oxidují řadu substrátů, využívají H2O2 jako donoru elektronu. Jde ovelkou rodinu proteinů vyskytujících se vcelé rostlinné říši. Ujednoho druhu lze nalézt až 40 různých izoforem. Peroxidázy modifikují buněčnou stěnu oxidací dvou rozpustných proteinů, proteinu bohatého na hydroxyprolin aproteinu bohatého na prolin. Jde odůležité strukturní proteiny vmístech, kde dochází klignifikaci.


  Fytoalexiny


  Houbové patogeny uvolňují do buněk hostitele specifické látky elicitory, které indukují syntézu nízkomolekulárních látek. Elicitory jsou aktivní již při extrémně nízkých koncentracích. Typickým elicitorem je glukan, který působí vkoncentraci 10-9. Obecně elicitory mohou být sacharidy, ale také polypeptidy. Další elicitory jsou např. chitozan, houbové polysacharidy ale iglykoproteiny, ribonukleázy apod. Elicitory indukují syntézu fytoalexinů. Existuje mnoho typů fytoalexinů akaždý rostlinný druh syntetizuje většinou jeden fytoalexin. Obecně jsou to nízkomolekulární obranné antibakteriální aprotihoubové látky, které jsou chemicky velmi heterogenní, ale převážně se jedná ofenolické sloučeniny.


  Fytoalexiny jako sekundární metabolity zahrnují terpenoidy (seskviterpeny – rišitin u bramboru), saponiny (avenacin u ovsa), alifatické kyselé deriváty, fenolické látky a fenylpropanoidy (flavonoidy, izoflavonoidy, pterokarpany – medicarpin u vojtěšky), stilbeny (resveratrol u révy vinné) nebo organické látky (alkaloidy). Většina těchto látek jsou deriváty biosyntetických drah izoprenoidu, fenylpropanoidu, alkaloidu nebo mastných kyselin.


  Klíčovým enzymem syntézy fytoalexinů je fenylalanin amonium lyáza (PAL), jejíž gen byl klonován. Způsobuje přeměnu fenylalaninu na kyselinu cinamovou. Ta je pak hydrolyzována acetylkoenzymem Aza vzniku 4-hydroxycynamyl-CaA, který je využíván ve dvou metabolických drahách:


  
    	syntéza flavonoidů aisoflavonoidů nebo fytoalexinů prostřednictvím chalkonsyntázy (CHS, další enzym, jehož gen byl klonován zgenomu řady rostlinných druhů),


    	přeměna na prekurzory ligninu.

  


  Fytolaexiny jsou urostlin druhově specifické (brambory rišitin, hrách pisatin, vojtěška medicarpin, jetel trifolirhizin, fazol fazeolin, kukuřice zeatin). Fytoalexiny jsou toxické ipro rostlinné buňky. Po indukci jejich syntéza dosahuje vrcholu apak je blokována. Itak je uněkterých genotypů příčinou hypersenzitivní reakce.


  Elicitory aktivují signalizační dráhu, která začíná jejich reakcí sreceptory buněčné membrány nebo vniknutím do cytoplazmy. Signální polypeptid buněčné membrány, který tvoří článek řetězu přenosu signálu od elicitoru ke spuštění syntézy fytoalexinu, musí obsahovat tři úseky:


  
    	hydrofilní zónu, která interaguje sprostředím na vnějším povrchu buněčné stěny,


    	hydrofobní zónu, která je vinterakci slipidovou dvojvrstvou,


    	část, schopnou komunikovat scytoplazmou.

  


  Elicitory mohou vněkterých případech také procházet buněčnou stěnou abuněčnou membránou do nitra buněk (prostřednictvím pórů, plazmodezmat akanálků).


  Elicitory indukují syntézu fytoalexinů, ale mohou současně také stimulovat syntézu alkaloidů utěch rostlinných druhů, unichž alkaloidy vznikají ivneinfikovaných rostlinných pletivech, ale také jsou indukovány nebo jejich syntéza je zvýšena po infekci patogenem. Alkaloidy mohou být toxické pro patogena.


  Urostlin se předpokládá existence antivirových proteinů podobných interferonu. Jde olátky, které nebyly přesně identifikovány. Takovýto protein byl izolován zlistů Nicotiana glutinosa infikovaných TMV (virus mozaiky tabáku). Jeho aplikace na další tabáky vedla ke snížení obsahu virů vrostlině. Rovněž protoplasty N. tabacum uvolňovaly do media protein, který měl antigenní vlastnosti, ale nebyl serologicky příbuzný sinterferonem.


  Některá pletiva vyšších rostlin produkují nízkomolekulární látky fytoncidy, které působí baktericidně, fungicidně iinsekticidně. Jsou to látky chemicky různorodé, které buď usmrcují mikroorganizmy, nebo omezují jejich růst. Jsou obsaženy vrajčatech, cibuli, česneku, křenu, citronech, vkopřivě, černém rybízu avmnoha dalších rostlinách, vjejich nadzemních ipodzemních částech. Nazývají se rostlinnými antibiotiky, protože jde oléčiva rostlinného původu, která mají význam ivochraně člověka před infekcemi.


  Hydrolázy


  Hydrolázy jsou enzymy, které jsou indukovány patogenem arozkládají komponenty buněčné stěny hub (chitinázy, ß-1,3 glukanázy). Částečně se překrývají sPR-proteiny.


  PR-proteiny


  PR-proteiny (angl. pathogenesis-related) jsou další, tentokrát zvláště významnou auniverzálně vrostlinách přítomnou skupinou proteinů, které se účastní obranných reakcí rostliny. Jsou to proteiny indukované infekcí virů aviroidů, ale také bakteriálními ahoubovými patogeny. Je to skupina většího počtu heterogenních proteinů, které byly studovány především utabáku, ale také udalších druhů.


  Geny pro různé PR-proteiny byly klonovány asekvenovány aněkteré znich mají chitinázovou nebo D-1,3-glukanázovou aktivitu. PR-proteiny jsou ve velmi nízkých koncentracích přítomny ivneinfikovaných pletivech, ale po infekci se jejich hladina zvyšuje o2 až 3 řády.


  PR-proteiny nemusí ale vždy být indukovány jen patogeny. Například endogenně zvýšená aktivita auxinů vpletivech transformovaných bakteriemi Agrobacterium tumefaciens rovněž zvyšuje syntézu PR-proteinů. Předpokládá se, že etylén je obecným induktorem PR-proteinů. Prekurzory etylénu stimulují syntézu PR-proteinů alátky, které blokují syntézu etylénu, blokují také syntézu PR-proteinů.


  Syntézu PR-proteinů zvyšují rovněž některé chemické látky, jako kyselina polyakrylová, kyselina salicylová, acetosalicylová, benzoová, dále AgNO3, MgCl2 adalší látky. Jiné látky afaktory syntézu PR-proteinů inhibují. Jsou to například arginin, lysin, ornitin, spermidin, hydrochinon, EDTA aaktinomycin D.


  PR-proteiny jsou lokalizovány především vmezibuněčných prostorách avakuolách. Značné množství se jich hromadí vxylemu. Obranné vlastnosti PR-proteinů jsou zvětší části vysvětlitelné jejich enzymovými aktivitami (chitinázy, glukanázy, ale ialkalické deproteázy). Není však zatím vysvětlená jejich antivirová aktivita. PR proteiny byly rozděleny do 14 tříd podle homologie aserologie.


  Geny pro různé proteiny, spojené sindukovanou odpovědí na patogenezi utabáku:


  
    	PR-1 Kyselý, extracelulární, nejvíce zastoupený, funkce neznámá


    	PR-1 Bázická forma kyselého PR-1


    	PR-2 Kyselá extracelulární D-1,3-glukanáza


    	PR-3 Kyselá extracelulární chitináza


    	PR-4 Kyselý, extracelulární, funkce neznámá


    	PR-5 Kyselý extracelulární homologní sthaumatinem abifunkční inhibitor amylázy/proteázy kukuřice, rovněž označovaný PR-R nebo PR-S


    	PR-9 peroxidáza


    	PR-11 chitináza

  


  Biochemická funkce PR-proteinů ajim podobných proteinů


  Základní typy PR-proteinů utabáku jsou PR-1, PR-2, PR-3, PR-4 aPR-5. Je známo, že skupina proteinů PR-2 má D-1,3-glukanázovou aktivitu aPR-3 proteiny jsou chitinázy. Ochranná funkce D-1,3-glukanáz je dvojí:


  
    	mohou uvolňovat zbuněk patogena karbohydrátové elicitory (viz fytoalexiny),


    	mohou rozrušovat hyfy hub, jejichž buněčné stěny obsahují D-1,3-glukany.

  


  Také chitinázy narušují buněčné stěny houbových patogenů.


  Urostlin jsou přítomny ještě jiné glukanázy achitinázy, které nepatří kPR-proteinům. Ty se vyskytují konstitutivně, ale ve zvýšené míře jsou indukovány po infekci. Některé znich jsou homologní sPR-2 aPR-3, zatímco jiné mají zcela odlišné aminokyselinové složení.


  Proteiny PR-4 jsou homologní proteinu, který vzniká ubramboru translací určitého typu mRNA, indukované poraněním. Proteiny PR-5 jsou příbuzné thaumatinu, což je bazický, sladký (100 tisíc krát sladší než cukr) zásobní protein semen tropického keře Thaumatocuccus danelii. Proteiny PR-5 však nemají sladkou chuť. Jsou podobné proteinu osmotického stresu utabáku, osmotinu. Syntéza PR-5 je indukována jednak vývojově ajednak patogeny.


  Transgenoze genem pro PR-1 nevedla ke zvýšené rezistenci tabáku kvirům. Je však možné, že PR-1 nepůsobí antivirově, ale některé jiné PR-proteiny ano.


  Systémová rezistence


  Při systémové rezistenci dochází kaktivaci transkripce genů kódujících různé komponenty buněčné stěny rostlin (polysacharidy, lignin, suberin, saponin), které mohou být bariérou pro infekci patogena. Infekci mohou zabránit idalší rostlinné enzymy (proteiny PR), což jsou různé chitinázy, glukanázy aproteázy, které rozkládají komponenty buněčné stěny hmyzích škůdců, houbových nebo bakteriálních patogenů.


  Nejvýznamnější je získaná systémová rezistence (SAR, angl. systemic acquired resistance), která zajišťuje širokou rezistenci vůči virovým, bakteriálním ahoubovým patogenům.


  Bylo zjištěno, že při hypersensitivní reakci se v rostlině zvyšuje koncentrace kyseliny salicylové a že také exogenně aplikovaná kyselina salicylová (SA, popř. její analogy) indukuje stejné geny SAR jako při biologické iniciaci SAR. Toto zjištění vedlo k domněnce, že salicylová kyselina je endogenním signálem pro systémovou rezistenci. Systémová rezistence je výsledkem aktivace genů souvisejících s patogenezí, PR (zangl. pathogenesis related) genů.


  Biosyntéza SA se děje přeměnou fenylalaninu na kyselinu trans-skořicovou prostřednictvím enzymu fenylalaninamonium lyázy (PAL). Ten je pak přeměňován na SA přes alternativní intermediáty kyselinu ortho-kumarovou nebo kyselinu benzoovou. Existují vazebné proteiny kyseliny salicylové. SA blokuje katalázu apodmiňuje vznik superoxidových radikálů. SA spolupůsobí sdalšími signál, fungujícími na dlouhou vzdálenost jako je systemin, kyselina jasmonová, elektrické potenciály aetylén. Etylén indukuje expresi PR-proteinů ainhibitory syntézy etylénu inhibují také syntézu PR-proteinů zprostředkovanou ABA.


  Metodou transgenoze byly získány transgenní rostliny tabáku, do jejichž genomu byl introdukován gen nahG zgenomu bakterie Pseudomonas putida, který kóduje salicylát hydroxylázu. Tento enzym přeměňuje kyselinu salicylovou na katechol, který je inaktivní při SAR. Transgenní rostliny tabáku stímto genem neakumulují kyselinu salicylovou po napadení patogenem anemají SAR. Tyto výsledky naznačují, že kyselina salicylová má důležitou funkci při SAR.


  Dalším typem systémové rezistence je indukovaná systémová rezistence (ISR, angl. induced systemic rezistance). Je nezávislá na přítomnosti kyseliny salicylové anedochází kexpresi genů SAR. Tento typ rezistence zajišťuje jen asi 40 až 60% ochranu vůči houbovým abakteriálním patogenům (např. Pseudomonas syringae v. tomato). Důležitými signály při indukci rezistence kmikrobiálním patogenům je kyselina jasmonová aetylén. Kyselina jasmonová zvyšuje expresi genů, které jsou součástí obranných reakcí rostliny. Existují idalší obranné mechanizmy, které nejsou vyvolány kyselinou salicylovou. Patří sem např. aktivace genů, které kódují chitinázy aglukanázy, inhibitory proteáz nebo thioniny. Jsou to tzv. malé antimikrobiální peptidy. Jejich funkce při obranných mechanizmech rostliny jsou studovány utransgenních rostlin, do jejichž genomů byly introdukovány geny kódující tyto látky.


  Khypersensitivní reakci dochází ipo virové infekci např. virem tabákové mozaiky (TMV). Šíření virů vrostlinných pletivech může být omezeno mechanizmy závislými na přítomnosti kyseliny salicylové. Dochází ke zvýšení teploty vmístě virové infekce (tzv. horečka rostliny) vlivem alternativní oxidativní respirace indukované kyselinou salicylhydroxyamicovou. Po virové infekci nemusí dojít ktvorbě příznaků (tzn. lézí či poškození), avšak virové částice způsobují zpomalení růstu rostliny aporuchy vreprodukci. Rostliny je možné ozdravit alespoň od některých typů virů. Po infekci virem květákové mozaiky nebo nepoviry rostlina využívá mechanizmů posttranskripčního umlčování genů. Umlčování genů je často pozorováno urostlin, do jejichž genomů byla introdukována cizorodá DNA, především T‑DNA. Utěchto rostlin dochází ktranskripci jaderných genů, avšak mRNA je vcytoplazmě degradována různými mechanizmy. Prozatím není jasné, zda mechanizmy umlčování cizorodých genů jsou příčinou rezistence nebo důsledkem jiné obranné strategie rostliny po virové infekci.


  Překrývající se obranné mechanizmy


  Rostliny reagují aktivací transkripce atranslace genů pro stresové proteiny nejen na patogeny, ale ještě na mnoho dalších stresových faktorů (horko, chlad, sucho, zaplavení, mechanické poškození, paraziti, xenobiotika, atmosférický ozón apodobné). Každá zodpovědí je spojena se syntézou určitého počtu proteinů, ale různé odpovědi mohou mít některé proteiny společné. Toto překrývání odpovědí může mít za následek jejich vzájemné zeslabování. Například rezistence kpatogenům může být silně oslabena abiotickým stresem.


  Rezistence rostlin se ve značné míře odráží na výnosech určité plodiny, proto je také studium rezistence rostlin kchorobám důležitým aaktuálním tématem. Řada genů determinujících rezistenci kchorobám byla identifikována klasickou genetickou analýzou. Vtab. 7.1 jsou uvedeny lokusy, které se podílejí na rezistenci khoubovým patogenům uječmene. Je zřejmé, že tyto lokusy jsou rozptýleny po všech sedmi chromozomech tohoto druhu. Umnoha chorob se na rezistenci podílí několik lokusů (genů). Polygenní charakter rezistence odpovídá předpokladu, že se na genetickém založení rezistence uječmene podílejí různé mechanizmy.


  
    
      	Patogen

      	Počet lokusů

      	Lokalizace na chromozomech
    


    
      	Puccinia hordei

      	11

      	1, 2, 3, 5, 6
    


    
      	P. graminis

      	2

      	1
    


    
      	P. striiformis

      	4

      	5
    


    
      	Ustilago nuda

      	7

      	1, 5
    


    
      	U. hordei

      	4

      	
    


    
      	U. nigra

      	1

      	
    


    
      	Erysiphe graminis f. sp. hordei

      	13

      	4, 5, 6
    


    
      	Pyrenophora teres

      	4

      	2, 3, 5
    


    
      	P. graminae

      	3

      	
    


    
      	Cochliobolus sativus

      	4

      	2, 5
    


    
      	Leptosphaeria avenaria f. sp. triticea

      	3

      	
    


    
      	Rhynchosporium secalis

      	11

      	3, 4
    


    
      	Fusarium spp.

      	1

      	
    


    
      	Pericularia oryzae

      	1

      	
    

  


  
    Tab. 7.1 Lokusy determinující rezistenci kněkterým houbovým patogenům uječmene.
  


  Vztah gen proti genu


  Rezistenci rostlin k patogenům dělíme podle genetické determinace na dva základní typy, a to horizontální a vertikální.


  Horizontální rezistence


  Horizontální rezistence, nebo také rasově (genotypově) nespecifická rezistence, je účinná zpravidla proti širokému spektru patotypů parazita. Tato odolnost má vlastnosti typického polygenně založeného znaku. Projevuje se uní silná interakce genotypu sprostředím. Je označována jako polní rezistence. Podstatou rezistence je, že rostlina je schopna dokončit svůj životní cyklus dříve, než se patogen dostatečně rozšíří.


  Vertikální rezistence


  Vertikální rezistence je rezistence rasově specifická. Odolnost tohoto typu je řízena jedním nebo několika málo geny svelkým účinkem (majorgeny) atýká se jediného genotypu patogena. Každá alela určitého lokusu odolnosti uhostitele zabezpečuje odolnost pouze vůči jedinému genotypu patogena. Tyto různé genotypy patogena se fenotypově projevují jako tzv. fyziologické rasy, které se označují jako patotypy.


  Genotypy patogena, které nejsou potlačeny genem pro rezistenci, se označují jako virulentní khostitelské rostlině. Mohou ale být blokovány genotypem jiného jedince populace hostitele. Genotypy patogena schopné překonat různé geny rezistence hostitele se nazývají fyziologické rasy (uhub) nebo kmeny (ubakterií avirů).


  Rezistence kpatogenům je tím stabilnější, čím více genů hostitele se jí zúčastní. Jestliže při horizontální rezistenci je jeden gen polygenního systému eliminován mutací nebo je překonán mutací patogena, nebude to mít podstatný vliv na stupeň rezistence. Pravděpodobnost, že při horizontální rezistenci patogen překoná všechny geny pro rezistenci hostitele, je téměř nulová. Jednotlivé geny polygenního systému však nelze ve šlechtitelských programech analyzovat. Šlechtitelé se proto spoléhají především na vertikální rezistenci akombinování více genů velkého účinku pro rezistenci do genomu. Působení genů velkého účinku lze snadno měřit. Vertikální rezistence však není trvalá. Protože mikroorganizmy se množí podstatně rychleji než rostliny, také rychleji mutují ajediná specifická mutace může překonat rezistenci hostitele.


  Mezi bakteriálními geny avirulence (označovanými Avr/avr) arostlinnými geny rezistence (R/r) existuje vztah gen proti genu, který charakterizuje interakci mezi patogenem arostlinou (tab. 7.2).


  
    
      	Hostitelská rostlina

      	Patogen
    


    
      	Virulentní

      	Avirulentní
    


    
      	Rezistentní

      	choroba se neprojeví

      	choroba se neprojeví
    


    
      	Náchylná

      	příznaky choroby

      	choroba se neprojeví
    

  


  
    Tab. 7.2 Typy interakcí mezi patogenem ahostitelskou rostlinou.
  


  Klasické metody determinace interakcí hostitel patogen ulnu (Linum usitatissimum)


  Podstata rezistence lnu (L. usitatissimum) ke rzi travní byla objasněna ve 40. a50. letech 20. století Florem, který analyzoval křížení mezi rezistentními anáchylnými odrůdami lnu amezi virulentními aavirulentními rasami patogena (rzi travní). Výsledky studia dědičnosti virulence patogena adědičnosti rezistence lnu ke dvěma rasám rzi jsou uvedeny vtab. 7.3 atab. 7.4. Vtab. 7.3 je uvedena dědičnost virulence aavirulence vpotomstvu dvou ras rzi (22, 24). Tab. 7.4 uvádí dědičnost rezistence anáchylnosti vpotomstvu dvou odrůd lnu (Ottava, Bombay). Ztab. 7.3 vyplývá, že rasa 22 rzi je virulentní uodrůdy Ottava aavirulentní uodrůdy Bombay. F1 hyrid je avirulentní uobou odrůd. Rasy 22 a24 jsou geneticky odlišné atyto výsledky naznačují, že alela virulence je uobou ras recesivní (protože F1 je avirulentní uobou odrůd). Potomstvo F2 je virulentní nebo avirulentní uodrůdy Ottava avirulentní nebo avirulentní uodrůdy Bombay. Potomstvo lze klasifikovat do čtyř skupin: avirulentní uobou odrůd, virulentní pouze uodrůdy Ottava, virulentní pouze uodrůdy Bombay, virulentní uobou odrůd, přičemž počty kultur odpovídají štěpnému poměru 9 : 3 : 3 : 1. Tento mendelistický štěpný poměr se očekává, jestliže alely dvou genů segregují vmeióze nezávisle asledované geny tedy nejsou ve vazbě. Tento výsledek naznačuje, že virulence uodrůd Ottava aBombay je determinována dvěma geny atyto geny nejsou ve vazbě. Rasa 22 má genotyp aLaLANAN arasa 24 má genotyp ALALanan. AL/aL aAN/aN jsou různé geny salelou aL determinující virulenci uodrůdy Ottava aalelou aN determinující virulenci uodrůdy Bombay.


  Tab. 7.4 shrnuje výsledky křížení dvou odrůd lnu Ottava aBombay asleduje generaci F1 asegregující generaci F2. Utěchto rostlin byl testována náchylnost arezistence vůči rzi rasy 22 a24. Odrůda Ottava je náchylná krase 22 arezistentní krase 24, zatímco Bombay je rezistentní krase 22 anáchylná krase 24. Potomstvo F1 získané křížením uvedených dvou odrůd je rezistentní koběma rasám patogena. Odrůdy Ottava aBombay jsou geneticky odlišné, aprotože rostliny F1 jsou rezistentní koběma rasám, alela pro rezistenci je dominantní oobou odrůd. Potomstvo generace F2 je možné rozdělit do čtyř skupin: rostliny rezistentní koběma rasám, rostliny rezistentní pouze krase 24, rostliny rezistentní pouze krase 22 arostliny náchylné koběma rasám. Počty rostlin vjednotlivých kategoriích odpovídají štěpnému poměru 9 : 3 : 3 : 1. Ztoho lze vyvodit jednoznačný závěr, že dva geny determinují rezistenci ke rzi rasy 22 a24 uuvedených dvou odrůd agen pro rezistenci vůči rase 22 není vázán sgenem pro rezistenci krase 24.


  Odrůda Ottava má genotyp LLnn aodrůda Bombay má genotyp llNN. Alela L determinuje rezistenci kalele AL genotypu rzi aalela N determinuje rezistenci kalele AN genotypu rzi.


  
    
      	Hostitel (odrůda)

      	Rasa

      	F1

      	
        F2

      
    


    
      	
        22

        aLaL ANAa

      

      	
        24

        ALAL aNaa

      

      	
        aLAL aNAa

      

      	
        AL- AN-

      

      	
        aLaL Aa-

      

      	
        AL- aNaN

      

      	
        aLaL aNaN

      
    


    
      	Ottava (LL nn)

      	citlivá

      	rezistentní

      	rezistentní

      	rezistentní

      	citlivá

      	rezistentní

      	citlivá
    


    
      	Bombay (ll NN)

      	rezistentní

      	citlivá

      	rezistentní

      	rezistentní

      	rezistentní

      	citlivá

      	citlivá
    


    
      	Počet kultur

      	

      	

      	

      	78

      	27

      	23

      	5
    

  


  
    Tab. 7.3 Dědičnost virulence dvou ras (22 a24) rzi (Melampsora lini)v jejich potomstvu (L kóduje rezistenci kAL, l kóduje citlivost kAL, N kóduje rezistenci kAN, n kóduje citlivost kAN, aLkóduje virulenci kL, AL kóduje avirulenci kL, aN kóduje virulenci kN, AN kóduje avirulenci kA).
  


  Tab. 7.5 shrnuje možné interakce mezi sledovanými genotypy rzi alnu. Tento model dědičnosti, který je založen na jednom genu rezistence ajednom genu virulence je znám jako model gen proti genu abyl popsán uřady virových, bakteriálních ahoubových patogenů rostlin, jenž vyvolávají hypersensitivní reakci rezistence. Jedním zrysů tohoto typu interakce, jako urezistence lnu ke rzi, je recesivní charakter alel virulence. Takové alely vznikají inaktivačními mutacemi. Tento předpoklad naznačuje, že funkční gen (alela) houbového patogena kóduje avirulentní fenotyp (viz inkompatibilní typ interakce popsaný dále).


  Tento typ rezistence je velmi efektivní při ochraně vůči infekci rostlin aje široce využíván ve šlechtitelských programech. Protože však ztráta funkčních mutací vede kvirulenci aprotože velikost populace patogena je mnohem větší než urostlin, je tento typ rezistence nestabilní. Během několika let po introdukci rezistentních alel do genotypu plodiny, se objevují nové mutantní typy patogenů.


  Geny rezistence ulnu


  Podstata rezistence lnu (L. usitatissimum) ke rzi travní (Melampsora lini) byla objasněna ve 40. a50. letech 20. století Florem. Do dnešní doby bylo identifikováno celkem 7 lokusů (K, L, M, N, P, D, Q) se 34 geny kódujícími rezistenci lnu ktomuto patogenu. Vlokusu L bylo popsána alelová série alespoň 13 alel. Každá alela má různou specifitu navozené rezistence. Lokus M je tvořen multigenní rodinou 15 genů.


  
    
      	

      	Hostitel

      	F1

      	
        F2

      
    


    
      	
        Patogen

        Rasa

      

      	
        Ottava

        LL nn

      

      	
        Bombay

        ll NN

      

      	
        Ll Nn

      

      	
        L- N-

      

      	
        L- nn

      

      	
        ll N-

      

      	
        ll nn

      
    


    
      	
        22

        aLaL ANAN

      

      	náchylná

      	rezistentní

      	rezistentní

      	rezistentní

      	náchylná

      	rezistentní

      	náchylná
    


    
      	
        24

        ALALaNaN

      

      	rezistentní

      	náchylná

      	rezistentní

      	rezistentní

      	rezistentní

      	náchylná

      	náchylná
    


    
      	Počet rostlin

      	

      	

      	

      	110

      	32

      	43

      	9
    

  


  
    Tab. 7.4 Dědičnost rezistence F2 potomstev dvou odrůd lnu Linum usitatissimum (Ottava, Bombay) ke dvěma rasám rzi (L kóduje rezistenci kAL, l kóduje náchylnost kAL, N kóduje rezistenci kAN, n kóduje náchylnost kAN, aLkóduje virulenci kL, AL kóduje avirulenci kL, aN kóduje virulenci kN, AN kóduje avirulenci kA).
  


  
    
      	Patogen alely genu Avr

      	Rostlina alely genu rezistence L

      	Patogen alely genu Avr

      	Rostlina alely genu rezistence N
    


    
      	
        L

      

      	
        l

      

      	
        N

      

      	
        n

      
    


    
      	AL

      	rezistentní

      	náchylná

      	AN

      	rezistentní

      	náchylná
    


    
      	aL

      	náchylná

      	náchylná

      	aN

      	náchylná

      	náchylná
    

  


  
    Tab. 7.5 Shrnutí interakcí mezi genotypy rzi agenotypy hostitelské rostliny.
  


  Inkompatibilní vztah mezi rostlinou apatogenem


  Inkompatibilní vztah mezi rostlinou apatogenem je výsledkem specifického rozpoznávacího mechanizmu mezi genovým produktem rostliny agenovým produktem patogena. Vdůsledku tohoto rozpoznání dojde kaktivaci obranného mechanizmu, který zabrání rozšíření patogena. Kompatibilita mezi hostitelem apatogenem je důsledkem selhání aktivity obranného mechanizmu, protože jeden nebo oba potřebné genové produkty se buď nevytvářejí, nebo jsou změněny natolik, že nejsou vzájemně rozpoznány.


  Koncepce genů pro avirulenci dobře vysvětluje většinu případů rezistence podmíněné geny velkého účinku. Vnejjednodušším případě jde odvojici genů, znichž jeden je dominantní gen pro avirulenci patogena AvrL aten je komplementován specifickou dominantní alelou genu rostliny RL. Produkt genu pro avirulenci je vinterakci sproduktem genu pro rezistenci za vzniku projevu rezistence rostliny. Jestliže některý zobou genů není funkční nebo jeho produkt je podstatně změněn, ke vzniku rezistence nedochází.


  Ze vztahu gen proti genu je zřejmé, že rezistence může vznikat vdůsledku různých typů interakcí aje podmíněna různými geny. Bylo klonováno mnoho genů pro avirulenci zgenomů bakterií aněkterých hub, ale jejich funkce není vněkterých případech stále jasná. Bakteriální geny pro avirulenci, proti kterým rostlina nemá odpovídající geny pro rezistenci, se ve skutečnosti chovají jako geny pro virulenci apodmiňují patogenezi iurezistentního hostitele. Naopak inkompatibilitní reakce vede krychlé blokádě množení patogena vmístě infekce. Vdůsledku toho vznikají nejprve malá ohraničená chlorotická místa apak obvykle následují nekrózy malých sektorů pletiva (lokální léze). Tato hypesenzitivní odpověď je nespecifická aje obecným projevem rezistence, jak proti houbovým abakteriálním patogenům, tak proti virům. Je to aktivní obranný mechanizmus, ke kterému dochází při kombinacích genotypů hostitele apatogena, které vedou krezistenci. Je způsobena koordinovanou indukcí různých metabolických aktivit.


  Při infekci ahypersenzitivní reakci je stimulována syntéza etylénu tím, že je indukován enzym ACC-syntáza, což je klíčový enzym syntézy etylénu. Etylén stimuluje nekrotizaci, ale stimuluje imnoho dalších typů odpovědi na patogena.


  Interakce mezi rostlinami rajčete ahoubovým patogenem Cladosporium fulvum je ekvivalentní interakci mezi lnem arzí Melampsora lini aje znázorněna na obr. 7.1. Gen avirulence Avr9 Cladosporium kóduje peptid, který funguje jako signální molekula (elicitor) spouštějící hypersenzitivní reakci urajčete. Odpovídající gen rezistence urajčete je Cf-9 apravděpodobně kóduje receptorovou molekulu bohatou na leucin (LRR) pro Avr9 peptid. Interakce peptidu Avr9 aCf-9 LRR receptoru pravděpodobně způsobuje konformační změny receptoru aten může fungovat jako první signál pro buňky při HR. Jedinou možnou kombinací alel, která iniciuje HR urajčete je dominantní alela Cf-9 afunkční alela Cladosporium Avr9. Uvšech dalších kombinací chybí buď receptor nebo elicitor nebo oba. HR není proto spuštěna arostlina je náchylná kinfekci Cladosporium.


  Obecně podle teorie gen proti genu dochází kinterakci mezi produkty genu R agenu avr formou vazby mezi receptorem aelicitorem (ligandem). Tato vazba je nezbytná pro spuštění obranné reakce rostliny.


  Kompatibilní vztah mezi rostlinou apatogenem


  Při kompatibilní interakci patogena arostliny dochází kpřímému ovlivnění rostliny prostřednictvím produktu genu Avr patogena bez příznaků hypersenzitivní reakce. Produktem genu Avr bývá nejčastěji toxin, který je urezistentní rostliny (genotypu RR nebo Rr) inaktivován konkrétním enzymem, který je produktem aktivní alely genu R. Rostlina je rezistentní ivůči patogenu, který neprodukuje toxin (nemá aktivní alelu). Náchylnost rostliny se projeví pouze tehdy, jestliže rostlina není schopna tvořit enzym (je genotypu rr) aje napadena virulentním patogenem, který tvoří toxin.


  Obr. 7.2 znázorňuje tento typ interakce patogen rostlina. Houbový patogen Cochliobolus carbonum (dříve Helminthosporium carbonum) způsobuje listovou skvrnitost anapadá ipalice ukukuřice. Rasa1 C. carbonum tvoří cyklický tetrapeptidový toxin (tzv. HC-toxin) atvorba tohoto toxinu kosegreguje sjedním lokusem Tox2+. HC toxin inhibuje aktivitu histonové deacetylázy, což ovlivňuje strukturu chromatinu.


  Některé genotypy kukuřice jsou rezistentní kinfekci C. carbonum rasy 1. Rezistence je kódována jaderným genem HM1, který je lokalizován na 1. chromozomu. Dominantní (funkční) alela genu determinuje úplnou rezistenci rostliny kC. carbonum rasy 1 atato rezistence je způsobena tvorbou enzymu HC-toxin reduktázou, kódovanou genem HM1, který inaktivuje HC-toxin. Obr. 7.2 ukazuje, že jediná interakce, která vede kinfekci, je funkční alela Tox2+ houbového patogena aabsence funkční alely HM1 urostliny. Ztráta funkčních mutací upatogena vede kavirulenci vůči všem genotypům rostlin. To znamená, že rezistence kódovaná genem HM1 vůči kompatibilnímu genu uC. carbonum je stabilnější než rezistence rostlin kinkompatibilním genům virulence určitého patogena.


  
    [image: Inkompatibilní typ interakce rostlina – patogen]

    Obr. 7.1 Inkompatibilní typ interakce rostlina Lycopersicon esculentum (gen rezistence Cf-9) patogen Cladosporium fulvum (gen avirulence Avr9)

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  
    [image: Kompatibilní typ interakce rostlina – patogen]

    Obr. 7.2 Kompatibilní typ interakce rostlina Zea mays (gen rezistence HM1) patogen Cochliobolus carbonum (gen avirulence Tox2+)

    (Zdroj: Hughes, 1996)
  


  Charakteristické rysy proteinů kódovaných geny R


  Hlavní úlohu v přenosu signálu pro aktivaci specifických genů R pro rezistenci má přenos zprostředkovaný kinázami. Modulace fosforylovaného stavu je vůbec jeden z hlavních mechanizmů, které živé organizmy používají k řízení aktivity proteinů prostřednictvím signalizační kaskády, která vede k aktivaci specifických transkripčních faktorů, těmi se aktivují např. geny PR.


  Proteiny kódované rasově specifickými geny rezistence mají charakteristickou strukturu v důsledku přítomnosti konzervovaných domén se specifickými funkcemi. Takovou významnou doménou jsou na leucin bohatá opakování LRR (angl. Leucin Rich Repeats). Obsahují zbytky leucinu nebo jiné hydrofobní aminokyselinové zbytky v pravidelných opakováních a mohly by také obsahovat pravidelně uspořádané zbytky prolinu a asparaginu. Domény LRR tvoří terciární strukturu s charakteristickým prostorovým uspořádáním, které se účastní při interakcích mezi dvěma proteiny, interakcí mezi vnitrobuněčnými komponentami kaskády přenosu signálu. Podobné domény jsou známé z interakcí proteinů u živočišných buněk, např. hormonální receptory, které rozpoznávají glykoproteinové ligandy, nebo enzymové inhibitory, které rozpoznávají enzymy. Identifikace těchto domén u produktů genů R vedla k hypotéze a předpokladu, že jde o tzv. rozpoznávací domény (charakter receptorů). Rozpoznávací domény jsou v buňkách lokalizovány buď extracelulárně (vyčnívají ven z buňky a umožňují interakci s elicitory patogena). Produkty jiných genů R mají tyto domény lokalizované v cytoplazmě, což není překvapující, protože viry se množí v buňkách, haustoria hub prorůstají do buněk.


  Dále tyto proteiny často obsahují vazebné místo pro nukleotidy (NBS, angl. Nucleotide Binding Sites). Většinou toto místo zprostředkovává vazbu ATP nebo GTP. Je tedy zřejmé, že podstatnou součástí molekulárního mechanizmu rezistence je vazba nukleotidtrifosfátů na odpovídající proteiny. Tato vazba může ovlivňovat například interakci mezi proteiny, které vznikají expresí genů R s dalšími proteiny regulační kaskády. Jde o signální domény se třemi vazebnými místy. Byla potvrzena homologie s proteiny apoptózy u živočišných buněk.


  Další doména je označována TIR (angl. Toll Interleukin Receptor). Název je odvozen od její homologie s doménami jiných genetických systémů, jako Toll proteinu drozofily a savčího proteinu pro receptor Interleukin-1 a další. Jde o cytoplazmatickou signalizační doménu. Proteiny s těmito doménami jsou klíčovými komponentami imunitního systému, který existuje u mnohobuněčných organizmů. Spouští řadu obranných reakcí jako je fagocytóza a exprese bakteriálních a antihoubových proteinů jako jsou defensiny.


  CC domény (angl. Coiled Coil) jsou místem tvorby dimerů (u transkripčních faktorů eukaryot). Jejich funkce u produktů genů R není objasněna.


  Některé proteiny obsahují leucinový zip – známou doménu jednoho z typů transkripčních faktorů, která se uplatňuje zejména při interakci dvou proteinů.


  Další proteiny, kódované geny R, obsahují domény typické pro transmembránové receptory.


  Mechanizmy signalizace napadení patogenem vrostlinné buňce


  Indukce hypersenzitivní reakce elicitory vede k rychlým metabolickým změnám. Mění se aktivita H+-ATPázy v plazmalemě, která za normálních podmínek udržuje transmembránový potenciál tím, že přesunuje protony na vnější stranu plazmatické membrány. To vede ke snížení pH cytoplasmy a uvolnění Ca2+. Vápník jako druhý posel vede k aktivaci obranné reakce. Její podstatnou součástí je rychlé ukládání kalózy (D-1,3-vázaného polymeru glukózy, který blokuje plazmodezmata). Následují řetězce dalších biochemických dějů, které vedou k buněčné smrti. Pokud nekróza následuje několik hodin po infekci a únik patogena je blokován, léze bývají omezeny jen na sektory několika buněk.


  Při infekci a hypersenzitivní reakci je stimulována syntéza etylénu tím, že je indukován enzym ACC-syntáza, což je klíčový enzym syntézy etylénu. Etylén stimuluje nekrotizaci, ale i mnoho dalších typů odpovědi na patogena.


  R-proteiny působí jako receptory a detekují mikrobiální signály zprostředkované geny Avr. Ty zahrnují přímé a nepřímé produkty genů Avr patogena, látky typu chitinu, enzymů a složek buněčných stěn. Receptorové proteiny jsou produkty genů R. Mechanizmus signalizace zahrnuje aktivaci kináz, fosfatáz, G-proteinů i změn koncentrace iontů (především Ca2+). Dochází ke zvýšení hladin inozitol trifosfátů a diglycerolu a ke změnám poměru proteinů s vázaným GTP a GDP. Dochází k aktivaci superoxidů kysíku, přímé indukci transkripce genů pro obranné proteiny, genů pro indukci syntézy kyseliny jasmonové a etylénu. Rychle se zvyšuje především aktivita fenylalaninamonium lyázy (PAL) a chalkonsyntázy (CHS). Po aktivaci prvních odpovědí na patogena dochází k rychlé aktivaci dalších signálních genů a dochází k amplifikaci odpovědi. Je suprimována syntéza histonů a genů buněčného cyklu, což jednak napomáhá apoptóze a jednak umožňuje soustředit síly na obrannou reakci. V posledním stadiu dochází k uzavření plazmodezmat kalózou, v důsledku toho snížení mezibuněčné komunikace a vyhasínání obranné reakce.


  Klonování genů pro rezistenci kpatogenům


  Molekulární analýza aklonování genů se většinou zaměřuje na rezistenci, která je kódována jedním genem. Některé geny rezistence urostlin, které byly zatím klonovány, jsou uvedeny vtab. 7.6.


  Vzásadě existuje několik možností klonování genů pro rezistenci:


  
    	Klonování náhodných sekvencí (angl. shotgun cloning), rezistentního rostlinného genomu. Po něm může následovat klonování jednotlivých sekvencí do binárních vektorů Agrobacterium apřenášení celé populace klonů do rostlinných buněk. Po transformaci rostlin, rezistentních kpatogenům je možno selektovat rezistentní rostliny. Vektorový plazmid binárního vektoru, který takovouto rezistenci indukoval, pravděpodobně obsahuje hledaný gen.


    	Gene tagging, tedy mutační inaktivace aoznačování genu. Tento přístup je využitelný zejména uArabidopsis thaliana (T-DNA tagging) aukukuřice (označování genu včleněním transpozonu, transpozonový tagging). Kinzerci T-DNA atranspozónů dochází do více či méně náhodných míst genomu apříslušné mutace je třeba selektovat. Gen, označený včleněním T-DNA nebo transpozonu se pak dá poměrně snadno klonovat.


    	Využití známé mutace pro senzitivitu vrezistentní linii ktzv. pozičnímu klonování genu. Tento přístup lze použít tam, kde je dobře vysycená molekulární genetická mapa (založená na RFLP, nebo AFLP) amutace je vtěsné vazbě smolekulárním znakem. Potom lze využít přístupu kráčení po chromozómu knalezení kozmidového nebo jiného vektorového klonu, který pravděpodobně obsahuje daný gen. Přítomnost genu lze potvrdit jednak transgenozí ajednak sekvenováním.

  


  Před více než dvaceti lety byl vytvořen a nyní potvrzen model “gen proti genu”. Podle něho bakteriální geny, které se podílejí na virulenci označené Avr (protože jejich mutované recesivní alely avr podmiňují ztrátu virulence). Rostlinné geny pro rezistenci se označují R. Model. Předpokládám, že geny Avr kódují elicitory, které slouží jako ligandy receptorů, kódovaných R geny.


  První klonovaný R gen byl v roce 1992 gen Hm1 kukuřice, který podmiňuje rezistenci k houbovému patogenu Cochlioborus carbonum, jeho rase 1. Gen kóduje NADPH – dependentní reduktázu, která inaktivuje potenciální rostlinný toxin produkovaný tímto kmenem patogena. Zde se jedná o ne zcela typický případ rezistence, protože protein nemá interakci s genem Avr patogena, neindukuje hypersenzitivní odpověď a nemá ani další rysy typické pro projev genů rezistence.


  Vzápětí byl klonován gen Pto rajčete, který podmiňuje rezistenci vůči Pseudomonas syringae pathovar tomato, který nese gen avirulence avrPto. Gen rezistence kóduje protein kinázu serin-threoninového typu. Jiné klonované geny rezistence kódují proteiny, které obsahují leucinem bohaté opakování (LRR) a řadu dalších oligopeptidových domén, které se často vyskytují v R- proteinech.


  U A. thaliana byly klonovány dva geny pro proteiny SAR. První z nich na základě mutace cpr1, která se vyznačuje konstitutivní expresí PR-genů. Rostliny s tímto homozygotně recesivním genem mají konstantně zvýšenou hladinu SA a zvýšenou rezistenci k bakteriálním a houbovým patogenům. Rostliny s touto konstitutivní aktivací PR-proteinů jsou morfologicky odchylné: mají malé, úzké, tmavě zelené listy, hustě pokryté na spodní straně trichomy a dlouhá plodenství – šešule. Jiná zajímavá mutace opačného typu byla označena npr1 (nonsupresor of PR-genes). Je zde narušen proces přenosu signálu od kyseliny salicylové. Obě mutace byly detegovány u A. thaliana s chimérickým transgenem GUS pro b-glukuronidázu, jehož kódující sekvence je zapojena za promotor pro b-1,3-D-glukanázu. Mutace cpr1 byla zjištěna na základě konstitutivní exprese genu GUS, mutace npr1 na základě její absence při pěstování klíčních rostlin na mediu s kyselinou salicylovou.


  Na základě poznání, že mechanizmy rezistence jsou obecné aobecné jsou igeny, které se účastní, při přenosu signálu pro rezistenci byly vybrány oligonukleotidy ze sekvenčních databází, které byly konzervativní uklonovaných genů pro rezistenci mezi tabákem aA. thaliana. Amplifikací podle DNA bramboru byly získány homology známých genů pro rezistenci abylo zjištěno, že mohou sloužit jako sonda ke klonování předpokládaných, ale dosud neklonovaných genů pro rezistenci kháďátku akPhytophotora infestans. To ukazuje, že geny pro rezistenci kháďátku jsou homologní ke známým, ale dosud neklonovaným genům amohou být využity kjejich klonování pomocí PCR.


  Rezistence kpatogenům je tím stabilnější, čím více genů hostitele se jí zúčastní. Jestliže při horizontální rezistenci je jeden gen polygenního systému eliminován mutací nebo je překonán mutací patogena, nebude to mít podstatný vliv na stupeň rezistence. Pravděpodobnost, že při horizontální rezistenci patogen překoná všechny geny pro rezistenci hostitele, je nulová. Jednotlivé geny polygenního systému však nelze ve šlechtitelských programech analyzovat. Šlechtitelé se proto spoléhají především na vertikální rezistenci, kombinování (pyramidování) genů velkého účinku pro rezistenci vgenomu. Působení genů velkého účinku lze snadno měřit. Vertikální rezistence však není trvalá. Protože mikroorganizmy se množí podstatně rychleji, než rostliny, také rychleji mutují ajediná specifická mutace může překonat rezistenci hostitele.


  
    
      	Hostitel

      	Gen

      	Patogen

      	Gen virulence

      	Metoda klonování

      	Interakce
    


    
      	Lycopersicon esculentum

      	Cf-9

      	Cladosporium fulvum

      	Avr9

      	I

      	inkompatibilní
    


    
      	Zea mays

      	HM1

      	Cochliobolus carbonum

      	Tox2

      	I

      	kompatibilní
    


    
      	Lycopersicon esculentum

      	PTO

      	Pseudomonas syringae pv. tomato

      	avrPto

      	I

      	inkompatibilní
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	RPS2

      	P. syringae pv. tomato, maculicola

      	avrRpt2

      	K

      	inkompatibilní
    


    
      	Nicotiana tabacum

      	N1

      	virus mozaiky tabáku

      	CP

      	I

      	inkompatibilní
    


    
      	Linum usitatissimum

      	L6

      	Melampsora lini

      	aL6

      	I

      	inkompatibilní
    

  


  
    Tab. 7.6 Známé geny kódující rezistenci rostlin kněkterým patogenům, které byly izolovány přístupem inzerční metageneze, transpozonovým taggingem (I), kráčením po chromozomu (K).
  


  
    
      	Hostitel

      	Gen

      	Patogen

      	Typ proteinu
    


    
      	Linum ussitatisimum

      	L, P, M

      	Melampsora lini

      	TIR-NBS-LRR
    


    
      	Nicotina tabacum

      	N

      	Virus mozaiky tabáku
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	RPP1, RPP RPS4

      	Peronospora parasitova Pseudomonas syringae
    


    
      	Lycopersicon exculentum

      	Prf Mi

      	P. syringae Meloidogyne incognita

      	CC-NBS-LRR
    


    
      	brambor

      	Gpa2/Rx1

      	Glodobera (nematoda), virus X bramboru
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	RPS2,RPS5, RPM1 RPP8/HRT

      	Pseudomonas syringae Peronospora
    


    
      	pepper

      	Bs2

      	Xanthomonas campestris

      	NBS-LRR
    


    
      	Locika

      	Dm3

      	Bremia lactuca
    


    
      	Lycopersicon exculentum

      	I2

      	Fusarium oxysporum
    


    
      	Tritium aestivum

      	Cre3

      	Heterodera avenae
    


    
      	Oryza sativa

      	Xa1 Pib,Pi-ta

      	Xanthomonas oryzae Magnaporthe grisea
    


    
      	Zea mays

      	Rp1

      	Puccinia sorghi
    


    
      	Hordeum vulgare

      	Mla

      	Blumeria graminis
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	RRS1-R

      	Ralstonia solanacearum

      	TIR-NBS-LRR- NLS-WRKY
    


    
      	Lycopersicon exculentum

      	Cf-2, Cf-4,Cf-5, Cf-9

      	Cladosporium fulvum

      	LRR-TM
    


    
      	Lycopersicon exculentum

      	Pto

      	Pseudomonas syringae

      	Kináza
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	PBS1

      	Pseudomonas syringae
    


    
      	Hordeum vulgare

      	Rpg1

      	Puccinia graminis

      	Kináza-Kináza
    


    
      	Oryza sativa

      	Xa21

      	Xanthomonas oryzae

      	LRR-TM-Kináza
    


    
      	Beta vulgaris

      	HS1pro-1

      	Heterodera schachtii

      	Jedinečný
    


    
      	Arabidopsis thaliana

      	RPW8

      	Erysiphe
    


    
      	Hordeum vulgare

      	mlo*

      	Blumeria graminis

      	Membránový protein
    


    
      	Lycopersicon exculentum

      	Ve1

      	Verticilliu albo-atrum

      	Glykoprotein buněčného povrchu
    


    
      	Zea mays

      	Hm1*

      	Cochliobolus carbonum

      	Toxin reduktáza
    

  


  
    Tab. 7.7 Klasifikace klonovaných genů rezistence u rostlin

    LRR leucine-rich repeat, NBS nucleotide binding site, CC coiled coil, TIR Toll interleukin receptor, NLS nuclear localisation signal, WRKY transkripční factor, TM transmembrane, * rasově nespecifická rezistence
  


  Obrana před parazity apredátory: antinutriční faktory rostlin


  Parazité rostlin jsou především hmyz aháďátka (nematoda), predátoři jsou herbivorní živočichové. Rostliny se proti parazitům apredátorům (ale také proti mikroorganizmům) brání především sekundárními metabolity. Ty patří do různých skupin, jako fenoly, terpenoidy, dusíkaté sloučeniny. Některé jsou konstitutivně přítomné, jiné jsou indukovatelné. Existují ve velkém množství heterogenních skupin a zde budou uvedeny jen některé příklady.


  Konstitutivně přítomné toxiny


  Mnoho rostlinných druhů hromadí toxiny vprůběhu celého vývoje. Například čekanka (Cichorium intybus) je chráněna třemi seskviterpenovými laktony, které jsou toxické amají hořkou chuť. Jsou sekretovány vlatexu vrostlině ahromadí se zvláště vmístě poranění. Tím dochází ke kumulaci několika mechanizmů antifeedantů. Podobné hořké laktony jsou také usalátu, ale tam byla při šlechtění proti nim prováděna selekce, takže dochází kokusu slimáky adalšími škůdci.


  Indukovaná akumulace toxinů.


  Syntéza toxinů může být zcela indukovaná (např. u fytoalexinů), nebo jsou toxiny v nízké hladině přítomny konstitutivně, ale jejich množství se zvyšuje při působení různých stresových faktorů. Například v rostlinách Nicotiana sylvestris je stále přítomen nikotin a nornikotin, ale jeho množství se zvyšuje na dvojnásobnou až pětinásobnou hodnotu při okusu parazity nebo mechanickém poškození.


  Přednostní ochrana ohrožených pletiv


  Parazity bývají ohroženy mladé listy podstatně více než listy staré. Vkorelaci stím jsou toxické látky syntetizovány především mladými listy. Vmladých listech kávovníku dochází kakumulaci kofeinu vmnožství až 4 % sušiny ase stárnutím listů se obsah kofeinu postupně snižuje. Koncentrace kofeinu vmladých kávových zrnech je asi 2 % sušiny ase zráním se snižuje na pouhých 0,24 % sušiny.


  Syntéza hmyzích hormonů rostlinnými pletivy


  Mnoho rostlinných druhů syntetizuje a hromadí velká množství hmyzích hormonů, jde zvláště o analog juvenoidních hormonů, které narušují normální metamorfozu hmyzu. Koncentrace aktivního analogu juvenoidního hormonu je všáchoru (Cyperus iria) 150x vyšší, než množství vpletivech hmyzu. Kromě toho existují rostlinné analogy svlékacích hormonů hmyzu. Ty rovněž narušují metamorfózu azpůsobují sterilitu hmyzu.


  Variabilita chemického složení antinutričních látek atoxinů


  Stromy mohou obsahovat vlistech různá množství taninů (kondenzovaných fenolů), které mají svíravou chuť. Rozšířenými toxickými látkami jsou kyanogenní glykosidy. Ty jsou akumulovány ve vakuolách rostlinných buněk. Při požeru dochází knarušení vakuol aglykosidy přicházejí do styku scytoplazmatickými lytickými enzymy za uvolňování kyanovodíku. Kyanogenní glykosidy mají hořkou chuť, aproto se jim herbivora vyhýbají.


  Brukev zelná produkuje isothiokyanáty (hořčičné oleje), které vznikají hydrolýzou glukosinolátů po poranění.


  Uchovávání sekundárních metabolitů vrostlině


  Sekundární metabolity jsou toxické ipro rostlinu, která je produkuje. Jsou obvykle uchovávány vneaktivních formách jako glykosidy, estery nebo peptidy. Vtéto formě jsou zpravidla rozpustnější aobvykle jsou uloženy ve vakuolách. Jsou uvolňovány při narušení pletiva parazity nebo herbivory. Mohou však někdy být také uchovávány vtrichomech (zvláště terpenové oleje vsekrečních trichomech). Trichomy mohou po narušení produkovat nejen toxiny, ale také šťávu, která má lepkavou konsistenci azpůsobuje přilepení hmyzích škůdců krostlině ajejich úhyn.


  Inhibitory proteáz


  Poranění rostlin v důsledku napadení parazity a predátory vede k indukci syntézy inhibitorů proteáz, které působí na živočišné a mikrobiální, ne však na rostlinné proteázy. Proteázy blokují odbourávání v potravě přijatých proteinů a působí tak jako antifeedanty. Jsou to polypeptidy, různé inhibitory trypsinu a chymotrypsinu, které byly zjištěny v listech bramboru a rajčete, v semenech vikvovitých rostlin a jinde. Poranění nejprve uvolňuje endogenní elicitor, nazvaný indukční faktor inhibitoru proteázy. Současně vzniká látka, která proniká do ostatních částí rostliny a rovněž indukuje (na úrovni transkripce) syntézu inhibitorů proteáz. Ty se pak hromadí ve vakuolách a rostliny jsou připraveny na obranu před cizopasníky.


  Systemin je signální molekula, peptid o osmnácti aminokyselinách, a je to forma prekurzorového proteinu, která vzniká po poranění. Dochází k jejímu transportu na vzdálená místa a tam se váže na receptorové molekuly na cytoplazmatické membráně buněk listů. Ty uvolňují hormon, kyselinu jasmonovou, a ta již pravděpodobně přímo indukuje syntézu inhibitorů proteáz. Transgenoze tabáku genem pro inhibitor proteázy rajčete s konstitutivním promotorem vedla k rezistenci k larvám motýla Manduca sexta.


  U rostlinných zásobních orgánů (semen, hlíz) jsou inhibitory proteáz konstitutivně přítomny. Uplatňují se tam současně jako frakce zásobních proteinů.


  On-line prezentace


  Ke kapitole Odolnost rostlin k patogenům.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Odolnost rostlin kabiotickým stresovým faktorům


  Vliv stresových faktorů na rostliny se projevují snižováním její vitality aukulturních plodin také snižováním výnosů. Proto šlechtění odolných genotypů je vpopředí zájmu šlechtitelů. Jsou nezbytné znalosti mechanizmů odolnosti kjednotlivým typům stresových faktorů, znalosti molekulárních mechanizmů, genetická determinace odolnosti astím možnost identifikace genů podílejících se na odolnosti. Posledním stupněm je izolace genů ajejich případné využití při genetických modifikacích. Toto vše vyžaduje studium avýzkum, který se provádí umodelových druhů jako je Arabidopsis, tabák, rýže, vojtěška aj. Vsoučasné době se tyto studie rozšiřují ina významné kulturní druhy svelkými genomy.


  Odpovědí na stres je aklimatizace rostlin, která je jen dočasná amá určitou prahovou hodnotu. Při působení stresu dochází (1) nejdříve kpřestavbě buněk poškozených stresem ake změnám metabolizmu prostřednictvím aktivace genů, což vede ksyntéze specifických stresových bílkovin. Patří sem různé skupiny enzymů aproteinů, které eliminují poškození. Pokud je poškození buněk nevratné, (2) dochází kjejich eliminaci. Uplatňuje se aktivita apoptotických drah, což vede kprogramované buněčné smrti. Vdůsledku exprese genů, které jsou součástí programované buněčné smrti se aktivují enzymy, které způsobují fragmentaci poškozené DNA, fragmentaci buněk apod.


  Jako abiotické stresové faktory působí


  
    	fyzikální stresy (sucho, vysoké anízké teploty, poranění adalší mechanické stresy),


    	chemické stresy (oxidativní stres, nedostatek kyslíku vpůdě, zasolení půdy, toxické ionty vpůdě, nadbytek těžkých kovů, nadbytek ozonu, přesvětlení).

  


  Rezistence kfyzikálním achemickým faktorům může být také horizontální avertikální, podobně jako rezistence kpatogenům. Zpravidla se uplatňují oba typy mechanizmů společně. Rezistence ke každému faktoru má svůj molekulární mechanizmus atedy isvé genetické založení asoučasně mají různé rezistence některé společné proteiny, enzymy ageny.


  Rostlina se stresům brání jednak trvale přítomnými, konstitutivními prostředky ajednak indukcí exprese specifických genů, které vedou ksyntéze specifických proteinů. Jako existuje mnoho typů stresů, existuje imnoho typů genů pro genetické odpovědi. Každý stres vyvolává expresi jiné skupiny genů, ikdyž některé členy se mohou překrývat.


  Zatímco uněkterých typů stresů jsou poměrně podrobné informace ozúčastněných stresových proteinech ajejich genech, ujiných tato informace chybí. Budou uvedeny základní mechanizmy známé přirozené ochrany rostlin. Pokud to bude možné, tato informace bude doplněna izákladní informací omechanizmech ochrany jiných taxonů než rostlin. To je zvláště významné, pokud zde existují mechanizmy rezistence podmíněné geny, ojejichž přenášení do rostlinného genomu by bylo možné uvažovat.


  Rostliny, vzhledem kpřisedlému způsobu života, si vprůběhu fylogeneze vyvinuly velmi bohaté genetické mechanizmy, které jim umožňují vyrovnávat se srůznými typy stresů. Základní regulační odpověď je přitom obvykle na úrovni transkripce.


  Odolnost ke stresovým faktorům spočívá vtom, že stresový faktor dočasně aktivuje fyziologické procesy, ale také specifické geny, které poskytují ochranu. Stresové proteiny mají dlouhou životnost (až stovky hodin) ajestliže se rostliny se stejným stresovým faktorem setkají opakovaně vdohledné době, jsou proti nim chráněny od samého začátku.


  Sucho (vodní deficit)


  Ve světovém měřítku je sucho nejvýznamnější faktor, který omezuje produktivitu rostlin. Očekávané globální oteplování by mohlo vést kdalšímu zesílení těchto vlivů. Nicméně rostliny mají obranné strategie, kterými se jim brání.


  
    	Dokončení citlivých stadií životního cyklu ještě před objevením se sucha jako stresového faktoru. Pokud dojde ke kritickému snížení obsahu vody vpůdě během léta, rostliny, které vykvetly anasadily semena brzy, nejsou suchem postiženy, zatímco urostlin spomalejším vývojem je riziko postižení suchem mnohem větší. Krátký životní cyklus je tedy jedna ze strategií ochrany proti suchu.,


    	Při nedostatku vody rostliny reagují jednak zamezením odpařování zlistů ajednak zvýšením příjmu vody kořeny. Protože rostliny mají voskovou kutikulu, výdej vody je regulován hlavně stupněm otevření průduchů. Jelikož fotosyntéza vyžaduje otevření průduchů, jejich zavření při vodním deficitu brání zvýšení fotosyntézy.


    	Specifický typ ekonomie hospodaření svodou mají tučnolisté rostliny. Ten se označuje CAM (crassulacean acid metabolism). Listy jsou přeměněny vtrny alodyhy jsou zduřelé aslouží současně jako fotosyntetické orgány izásobárna vody. Příjem CO2 je časově oddělen od fotosyntézy.


    	Tolerance ksuchu je vyvinuta zvláště upouštní rostliny Craterostigma plantaginerum, která může úplně vyschnout azmenšit svou hmotnost na několik procent původní hmotnosti. Po přijetí vody je znovu schopna života arůstu.

  


  Geny, které reagují na vodní deficit, mohou být rozděleny do 3 skupin podle citlivosti ke kyselině abscisové (ABA):


  
    	Neresponzivní kABA. Exprese těchto genů je regulována vodním deficitem, ale ne dodáním ABA rostlině zvnějšku.


    	Responzivní kABA. Exprese těchto genů je indukována buď vodním deficitem, nebo aplikací ABA.


    	Geny, které ke své expresi vyžadují ABA.

  


  Ugenů druhé skupiny je známa promotorová sekvence ABA-responzivního elementu (ABRE), PYACGTGGC.


  Geny, které reagují na ABA, se částečně překrývají sgeny, které reagují na vodní deficit Responzivní element vodního deficitu (dehydratation resposive element DRE) má sekvenci TACCGACAT.


  Vliv kyseliny abscisové na vodní režim


  Při vadnutí listů se rychle zvyšuje hladina ABA v rostlině. Může se zvýšit 10krát až 50krát vprůběhu 20 až 30 minut. ABA podmiňuje uzavírání průduchů; začíná již tehdy, jestliže se hladina ABA zvýší na dvojnásobek. Ve skutečnosti otevírání azavírání průduchů je důsledkem interakce mezi ABA, hladinou CO2 asvětlem.


  Vliv osmoticky aktivních látek jako ochrana před dehydratací


  Vprůběhu dehydratace osmoticky aktivní látky poskytují ochranu buněčným komponentám astrukturám buněk. Jedná se především ourčité polysacharidy (manitol, trehalóza, sorbitol, fruktany), které mají schopnost nahrazovat vázané molekuly vody vmakromolekulách ana povrchu membrán. To umožňuje zachování plné funkčnosti membrán. Současně ABA indukuje na úrovni mRNA syntézu skupiny proteinů opoměrně nízké molekulové váze, tzv. dehydrinů, které mají podobnou funkci jako osmotika.


  Zvláště velký počet těchto proteinů je indukován ujiž uvedené pouštní rostliny Craterostigma plantagineum ageny pro některé znich byly klonovány abudou využívány při transgenozi akhledání obdobných genů ujiných rostlin.


  Při působení sucha dochází kexpresi různých skupin cílových genů sochrannou funkcí; jsou to především geny LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) ageny pro dehydriny,


  Chlad


  Některé tropické rostliny jsou silně citlivé na chlad ajsou poškozeny již teplotami pod +10 ˚C. Naopak ozimé rostliny zvyšují svou rezistenci kmrazu, jestliže byly předem vystaveny teplotám těsně pod bodem mrazu (aklimatizace). Například neaklimatizované rostliny žita jsou sice poškozovány teplotou -5 ˚C, ale aklimatizované rostliny přežívají teplotu -30 ˚C. Například špenát avojtěška snesou -10 ˚C.


  Poškození mrazem má různé formy; od ztráty schopnosti rychlého růstu, přes vadnutí, chlorózu, sterilitu až po uhynutí. Dochází kporušení procesů fotosyntézy, dýchání, zastavení proudění cytoplasmy ake změnám permeability membrán. Existuje hypotéza, podle které primárními citlivými místy jsou především membrány. Ty svým chladovým poškozením rozbíhají kaskádu jevů, které mají za následek různé další typy poškození. Při snížení teploty pod bod mrazu dochází ktvorbě krystalů ledu nejdříve vmezibuněčných prostorách. Bod tuhnutí apoplastických tekutin je vyšší, než bod tuhnutí nitrobuněčné vody. Vnásledující fázi dochází ke vzniku gradientu mezi mrznoucí vodou apoplastu anemrznoucí cytoplazmatickou vodou akpřemísťování nitrobuněčné vody do mezibuněčných prostor. Dochází tím ksilné dehydrataci akontrakci protoplastů buněk. Rostliny zchlazené na -10 ˚C ztrácejí více než 90 % aktivní vody. Současně dochází krůzným typům mechanického poškození membrán. Při tání dochází kopačnému procesu, kdy se voda pohybuje zpět zmezibuněčných prostor do cytoplasmy.


  Předpokládá se, že osenzitivitě (tím ipermeabilitě) buněčných membrán kchladu rozhoduje stupeň nenasycenosti (počet dvojných vazeb) specifického fosfolipidu, fosfatidylglycerolu. To, že stupeň nenasycenosti mastných kyselin ve fosfatidylglycerolu má vliv na stupeň mrazuvzdornosti, bylo experimentálně prokázáno, ikdyž ztohoto důkazu nevyplývá, že by to byl obecný rozhodující faktor mrazuvzdornosti.


  Tabák, který je citlivý kchladu, byl transformován genem pro glycerol-3-fosfát acetyltransferázu jednak ztykve, která je ještě citlivější kchladu ajednak zArabidopsis, která je mrazuvzdorná. Transgenní rostliny tabáku sgenem ztykve měly nižší úroveň nenasycených mastných kyselin ve fosfatidylglycerolu než netransformované tabáky abyly citlivější kchladu. Naproti tomu transgenní rostliny sgenem zA. thaliana měly vyšší hladinu nenasycených mastných kyselin ve fosfatidylglycerolu než netransformované tabáky ataké vyšší stupeň rezistence knízkým teplotám. Výsledky studia mutací A. thaliana však podporují tento závěr jen částečně. Gen FAD2 kóduje mikrozomální 18:1 desaturázu. První číslo poměru umastných kyselin znamená celkový počet atomů uhlíku, druhé počet dvojných vazeb. Mutace vtomto lokusu silně snižuje podíl 18:2 a18:3 mastných kyselin ve fosfatidylcholinu, což je nejhojnější lipid vyskytující se vpletivech, který není vázán na chloroplasty. Mutace fad2-2 je skutečně citlivější knízkým teplotám, ale rozdíly proti nemutovanému typu se projevují až po delší době působení nízké teploty. UArabidopsis je známo ještě osm dalších nealelních mutací se změněným složením lipidů, které mají méně nenasycených mastných kyselin atři znich mají zvýšenou citlivost kchladu.


  Kromě změn membrán dochází při působení nízké teploty ještě křadě dalších změn; dochází kindukci nových izoenzymů, zvýšení obsahu cukrů arozpustných aminokyselin, zvýšení hladin prolinu aorganických kyselin (fungují jako osmoprotektanta). Některé ztěchto změn pravděpodobně mají vliv na stupeň odolnosti kchladu. Kromě toho dochází ksyntéze některých rozpustných proteinů, které se při chladu hromadí arovněž zvyšují odolnost kchladu. Například ušpenátu azelí byl zjištěn protein, který má ochranné vlastnosti kchladu aje při stejné molární koncentraci 10 000krát účinnější než sacharóza zhlediska ochrany thylakoidů chloroplastů před poškozením chladem.


  Oxidativní stres


  Porušení metabolizmu kyslíku a vznik jeho aktivních forem je zdrojem oxidativního stresu. Hlavním zdrojem toxických kyslíkových radikálů u rostliny je transport elektronů ve fotosyntetickém řetězci v důsledku spoluexistence vysoce aktivních elektronů a tvorby kyslíku v jedné organele, chloroplastech. Tvorba aktivních forem kyslíku v závislosti na světle se nazývá fotooxidativní stres, který je indukovaný i účinkem nízké teploty v normálních světelných podmínkách. Tvorba aktivních forem kyslíku je důsledek transportu elektronů ve fotosyntetickém řetězci v kyslíkovém prostředí. Rostliny si během evoluce vyvinuly systém na odstranění toxických forem kyslíku. Fotoinhibice a fotooxidace se všeobecně vyskytují jen ve stresových podmínkách.


  Aktivní formy kyslíku jsou singletový kyslík, superoxidový radikál, hydroxylový radikál, peroxid vodíku. Podobná situace se vyskytne i v době sucha, to je při uzavírání průduchů s cílem snížení ztrát vody. Aktivní formy kyslíku způsobují peroxidaci lipidů, ale značně poškozují i proteiny. Proces probíhá mechanizmem řetězové reakce volných radikálů; nejčastěji postihuje vícenenasycené mastné kyseliny, protože obsahují větší počet dvojných vazeb, mezi nimiž se nacházejí skupiny –CH2 se zvláště reaktivními vodíky. Radikál mastné kyseliny není příliš stabilní molekula, proto snadno oxiduje s molekulárním kyslíkem a tvoří peroxylový radikál mastné kyseliny. Ten je také nestabilní a reaguje s dalšími molekulami mastné kyseliny, přičemž tvoří jiný kyselý radikál a lipidový peroxid nebo cyklický peroxid. Tento cyklus pokračuje a zastaví se v okamžiku, kdy dva radikály vytvoří neradikálovou molekulu. Není-li reakce dostatečně rychle ukončena, poškodí buněčnou membránu, která sestává hlavně z lipidů. Také oxidace různých funkčních skupin v proteinech, např. vznik různých disulfidických vazeb, je příčinou denaturace proteinů. Denaturace proteinů vyvolává nejen nízká teplota, ale i vysoká teplota. Důkazem je akumulace chaperonů typických pro vysokou teplotu i při nízkých teplotách.


  Detoxikační systémy pro odstranění aktivních forem kyslíku jsou neenzymatické a enzymatické. Neenzymatické antioxidanty jsou malé molekuly jako např. kyselin askorbová, glutathion, alfa-tokoferol, karotenoidy, flavonoidy, polyamidy a různé cukry. Detoxikace toxických forem kyslíku enzymatickou cestou je katalyzována různými enzymy jako je superoxiddizmutáza, askorbát- a glutathionperoxidáza, monoaskorbátreduktáza, dehydroaskorbátreduktáza, glutathionreduktáza a kataláza. Neenzymatické a enzymatické detoxikační mechanizmy se aktivují v podmínkách nízké teploty a sucha.


  Genetická determinace odolnosti


  Odolnost kchladu se geneticky hodnotí jako kvantitativní znak. Působení chladem vede kobjevení řady typů nových mRNA anových polypeptidů. Byla sledována spektra proteinů urostlin při normální teplotě apři chladu. UA. thaliana bylo zjištěno vchladu asi 10 až 20 nových proteinů, které přibyly kněkolika stovkám polypeptidů listů, rozlišitelných dvojrozměrnou gelovou elektroforézou. Současně bylo utohoto objektu detekováno přes 10 genů, kjejichž expresi dochází vpodstatně zvýšené míře při chladovém působení. Všechny geny byly klonovány. Vysoká hladina mRNA těchto genů přetrvává tak dlouho, jak dlouho trvá nízká teplota apak se vrací kpůvodním nízkým až nulovým hodnotám.


  Pozoruhodnou vlastností většiny těchto genů je to, že mohou být aktivovány ipři normální teplotě působením ABA. Je známo, že působení ABA zvyšuje toleranci knízkým teplotám uširokého spektra rostlinných druhů. Současně se umnoha rostlinných druhů hladina ABA alespoň dočasně zvyšuje po působení nízké teploty. Mutace A. thaliana sporuchou biosyntézy ABA jsou velmi citlivé knízké teplotě. Nízké teploty tedy zřejmě podmiňují zvýšenou syntézu ABA ata způsobuje změny genové exprese, které vedou ke zvýšení chladové tolerance. Promotory některých genů indukovaných chladem mají známé krátké sekvenční úseky, typické pro regulaci prostřednictvím ABA. Předpokládá se, že uvedené geny kódují polypeptidy skryoprotektivním účinkem. Ojednom znich (genu A. thaliana označeném KIN1) bylo prokázáno, že kóduje protimrazový protein, podobný těm, které produkují některé arktické ryby aněkteré druhy hmyzu. Tyto proteiny snižují bod mrznutí roztoku asoučasně mohou ovlivňovat krystalizaci ledu.


  Geny indukované chladem uA. thaliana jsou dosti specifické. Některé homologní geny se našly ujiných druhů čeledě Brassicaceae, ale ne ujiných čeledí. Zdá se, že geny pro proteiny indukované chladem jsou do značné míry druhově specifické (tzv. geny COR, COLD REGULATED).


  Nízká teplota je hlavním vnějším faktorem, který omezuje geografickou distribuci rostlin. Rostliny mírného pásma mohou zvyšovat svou toleranci kmrazu, jestliže byly předtím umístěny vprostředí při nízké teplotě nad bodem mrazu. Tento proces, který se nazývá aklimatizace kchladu, zahrnuje změny genové exprese aztoho vyplývající změny enzymových aktivit ahromadění kryoprotektantů, jako jsou například polyaminy.


  Proteiny aadaptace


  Hlavní poškození, které vzniká chladem, je důsledkem narušení funkce chloroplastů. Ustává syntéza některých významných proteinů a obnovuje se po přenesení do laboratorní teploty. Teplota, při které k chladovému šoku dochází, je velice různá v různých rostlinných taxonech a pohybuje se od 0 do +12 ˚C. Ochlazení vede k přerušení syntézy některých proteinů, ale současně k iniciaci syntézy nových typů proteinů, jako proteinů thylakoidů a membrán chloroplastů, které mají ochrannou funkci (protein 35 kD a další).


  Adaptační proces znamená aktivaci genů, jejichž produkty zabezpečí metabolizmus rostliny v nových podmínkách. V případě nízké teploty se aktivují proteiny s 1) ochrannou funkcí – kryoproteiny, 2) stabilní izoformy jednotlivých proteinů, které nahradí izoformy labilní při nízké teplotě, 3) proteiny, které zabezpečí propustnost membrán, tzv. desaturázy. U odolných rostlin se vlivem nízké teploty mění složení buněčné membrány, zvyšuje se hladina fosfolipidů a proběhne denaturace nasycených mastných kyselin. Enzymy desaturázy zabudovávají dvojnou vazbu do řetězce mastných kyselin. Dvojitá vazba v dlouhém řetězci vyvolává zlom v prostorové struktuře rovného saturovaného řetězce, což zvyšuje propustnost membrán. Geny jednotlivých desaturáz jsou silně aktivované při nízkých teplotách u vyšších rostlin, ale i u cyanobakterií.


  Při velmi nízkých teplotách pod 0 ˚C hraje v ochraně buněk důležitou úlohu tzv. protimrazové proteiny. Velmi citlivým místem tvorby ledových krystalů u rostliny je apoplast a xylém. U žita, které snáší až -30 ºC, se zde při nízkých teplotách akumulují některé proteiny, které inhibují tvorbu ledových krystalů. Bylo identifikováno 7 takových proteinů, které měly 75 až 88% identitu se skupinou PR proteinů. Byly identifikovány proteiny typu endo-β-1,3-glukanáz, endochitináz, typu osmotinu a thaumatinu a jejich pravděpodobný původ je z PR proteinů, které se dále specializovaly jako tzv. protimrazové proteiny. Kryoprotektivní účinky mají i některé nízkomolekulární látky, jako je prolin, glycin betain a různé polyamidy. Tyto látky hrají důležitou roli při osmotické toleranci rostliny, i v toleranci k nízkým teplotám, suchu, protože vysoká koncentrace solí narušuje příjem vody.


  Největší ochrannou skupinou proteinů jsou LEA proteiny. Dělí se do 6 skupin podle struktury. Do první skupiny patří proteiny, které mají zvýšenou kapacitu vázat molekuly vody a tak zvyšují hydrataci okolních molekul. Druhá skupina je největší a patří sem více než 30 proteinů s chaperonovou funkcí, které zachovávají strukturu různých proteinů v podmínkách nízkého obsahu vody v buňce. Třetí skupinu tvoří proteiny schopné vázat ionty, stejnou funkcí mají proteiny páté skupiny, ale mají jinou strukturu. Do čtvrté skupiny patří proteiny, které chrání membrány tím, že nahrazují molekuly vody navázáním na membrány.


  Proteiny COR ageny COR


  Primárním signálem vsignalizační kaskádě je stresový faktor. Jedním zprvních kroků signalizace adalšího přenosu signálu je dočasné zvýšení buněčné hladiny vápníku atím narušení homeostázy Ca. Dočasná změna koncentrace Ca vcytosolu je nezbytná pro aktivaci mnoha procesů vbuňce. Úloha Ca jako sekundárního přenašeče signálů vbuňce byla zjištěna ivpřípadě nízké teploty, která vyvolala přechodné změny vkoncentraci cytoplazmatického Ca aaktivovala Ca kanály. Významnou úlohu přitom hraje ikyselina abscisová. Proteinkinázy fungují jako všeobecný receptor vsignalizaci abiotických stresových faktorů, které ovlivňují vodní režim rostliny atím vyvolávají dehydrataci azměny vpropustnosti membrán. Zvyšuje se rovněž hladina MAP kinázy (mitogen aktivní proteinkinázy).


  Výsledkem fosforylačních kaskádových reakcí je aktivace trans-elementů (transkripčních faktorů) buňky, které navázáním na cis-elementy promotorů přímo regulují expresi genů.


  Dochází kaktivaci mnoha specifických genů aexprese přetrvává po celou dobu působení nízké teploty. Jsou to geny pro respirační enzymy, enzymy metabolizmu karbohydrátů, lipidů, fenylpropanoidů aantioxidantů, molekulárních chaperonů, protimrazových proteinů amnoha dalších.


  Kromě regulace exprese genů na úrovni transkripce jsou důležité iposttranskripční aposttranslační regulační mechanizmy.


  Chladové působení vrůzných fázích vývoje rostliny je procesem jarovizace, který je nutný kindukci kvetení vpozdějších fázích. Hlavní složkou odolnosti kchladu je tolerance buněk kpodstatným ztrátám vody, způsobeným přítomností krystalků ledu vmezibuněčných prostorách. Voda vapoplastu má nižší osmotickou hodnotu než voda vcytoplasmě amrzne tedy dříve. Mrznutí vody vapoplastu vede ke snižování vodního potenciálu uvnitř buněk apřežití buněk je závislé na schopnosti adaptace na snížený vodní potenciál. Rezistence kmrazu asuchu má tedy společný základ. Proces adaptace na chlad zahrnuje syntézu nových proteinů. Nejlépe byl tento proces prostudován uA. thaliana. Typickým rysem aktivity příslušných genů je, že jsou aktivovány nejen nízkou teplotou, ale isuchem aABA. Téměř identické proteiny se vyskytují umnoha rostlinných druhů. Podstatná část znich patří do tzv. skupiny DHN/LEA/RAB. Mají vysoce konzervativní úseky pořadí aminokyselin charakterizované určitým motivem této sekvence. Ten se unich vyskytuje vjedné až dvou kopiích. Střední část má 7 až 9 zbytků serinů, které mohou být fosforylovány. Na C-terminální části je úsek bohatý na lyzin. Proteiny jsou hydrofilní anejsou degradovány varem. Odpovídající geny kódující tyto proteiny jsou COR (např. COR47), dehydriny (dhnX), LTI LOW TEMPERATURE INDUCED (LTI30, LTI75), RAB18. Některé znich nejsou regulovány ABA. Transkripční aktivátor, označený CBF1 stimuluje transkripční odpověď na nízké teploty. Gen pro tento aktivátor byl r. 1998 klonován, byl zkonstruován chimérický gen skonstitutivní expresí apřenesen zpět do genomu A. thaliana. Způsobilo to zvýšení rezistence kchladu neaklimatizovaných rostlin, aniž by to vedlo kfenotypovým změnám nebo nepříznivým vlivům na tyto rostliny. Itento gen může po přenesení do genomu kulturních rostlin působit obecně na zvýšení rezistence rostlin kchladu. Zvýšení rezistence kchladu bylo také vyvoláno konstitutivní expresí dalšího transgenu, pro superoxiddizmutázu uvojtěšky.


  Histidin kináza ucyanobakterie


  Aklimatizace živých organizmů kchladu začíná schopností vnímat chladový signál, ajeho dalším přenosem. Problém je sidentifikací receptorů chladu. Takový receptor byl identifikován ucyanobakterie Synechocystis sp. Regulace exprese více než 60 % chladově inducibilních genů se účastní histidinová kináza Hik33. Hik33 se také podílí na vnímání hyperosmotického stresu azasolení. Dvojí funkce Hik33 (dvoukomponentní systém jako uE. coli nebo B. subtilis): Hik33 vnímá změny vprostředí prostřednictvím své receptorové domény, dochází kautofosforylaci, ATP poskytuje fosfor, který je přenášen z Hik33 na konservativní aspartátová rezidua domény, která funguje jako regulátor (Rre). Po fosforylaci dochází ke konformační změně Rre, která umožní navázání Rre kpromotorové oblasti genů účastnících se aklimatizace. Regulace exprese genů ve vztahu ke stresu je pozitivní anegativní. Při pozitivní regulaci je dvoukomponentní systém inaktivní vpodmínkách, kdy stres nepůsobí. Jestliže je buňka vystavena stresu, dvoukomponentní systém se aktivuje (fosforylací) adochází ke zvýšení exprese genů, které jsou umlčeny vnestresových podmínkách. Většinou jde opozitivní regulaci. Při negativní regulaci je dvoukomponentní systém aktivní vnestresových podmínkách, vpodmínkách stresu se systém inaktivuje.


  Urostlin regulace kchladu zahrnuje systém CBF/DREB. Analýza transkripční kontroly dvou inducibilních genů (rd29A acor15a) uA. thaliana vedla kidentifikaci responsivního elementu chladu CRT/DRE (C-repeat/dehydration responsive element) vjejich promotorech. Transkripční faktory sdoménou AP2, utěchto dvou genů nazvanou DREB1 (DRE-binding protein) aCBF (CRT-binding factor), jsou rychle indukovány chladem, vážou se na CRT/DRE element aaktivují transkripci.


  Přes řadu poznatků o regulaci genů chladem je jen málo známo o receptorech chladu u rostlin.


  Horko


  Uvšech organizmů při zvýšených teplotách dochází ksyntéze specifických proteinů tepelného šoku, jejichž úkolem je chránit nukleové kyseliny ageneticky významné organely před nevratnými změnami struktury.


  Při zvýšení teploty nad fyziologickou mez (obvykle 40 ˚C, ale podle druhu vrozmezí 35 ˚C až 40 ˚C) ustává transkripce atranslace mRNA, která existovala před zvýšením teploty azačíná transkripce atranslace typů mRNA pro proteiny tepelného šoku. Původní mRNA se uvolňují zpolyzómů, ale současně vznikají polyzomální komplexy snově transkribovanou mRNA adochází ksyntéze proteinů tepelného šoku. Těchto proteinů je několik desítek ajejich spektrum se mění se stoupající teplotou. Syntéza proteinů tepelného šoku je indukována velice rychle, asi 20 minut po zvýšení teploty.


  Po několika hodinách syntéza proteinů tepelného šoku vobou systémech ustává aobnovuje se normální proteosyntéza, ale proteiny tepelného šoku jsou velmi stabilní achrání významné buněčné struktury ipři dalším setkání svysokou teplotou. Proteiny tepelného šoku jsou velmi konzervativní během evoluce. Existuje pět tříd velikostí proteinů tepelného šoku: hsp110, hsp90 (8095kD), hsp70 (6378 kD), hsp60 (5362 kD) anízkomolekulární (LMW) hsp (1430 kD). Třídy hsp90, hsp70 ahsp60 stabilizují konformaci proteinů při vysokých teplotách. Napomáhají správnému prostorovému uspořádání nově syntetizovaných nascentních polypeptidů, jejich transportu přes membrány, uspořádání oligomerů apodobně. Funkce ostatních HS proteinů je zatím známa jen přibližně. Geny pro každý typ proteinů tepelného šoku tvoří malé genové rodiny.


  Aktivace genů zvýšenou teplotou je podmíněna specifickými (konzervativními) krátkými sekvenčními úseky promotorů, které jsou vjejich promotorových úsecích přítomny ve více kopiích. Jádrem těchto sekvencí je motiv (nGAAn), který se vpromotoru opakuje nejméně třikrát vrůzných orientacích.


  Regulační protein všech genů, aktivovaných tepelným šokem se označuje HSF (heat shock transcription factor). HSF se váže na specifická promotorová místa (HSE heat shock elements) genů tepelného šoku. Gen pro HSF byl klonován uživočišného materiálu azrostlin urajčete aA. thaliana. Zatímco rajče má dva geny, znichž jeden je konstitutivně aktivovatelný adruhý indukovatelný, A. thaliana má jeden, který je inducibilní. Urajčete dochází kvazbě HSF na HSE promotorů genů aktivovaných horkem inducibilně. Uněkterých živočichů, ukterých je exprese genu HSF indukovatelná teplem, kvazbě HSF na promotory genů tepelného šoku dochází konstitutivně. Gen pro HSF je pak negativně regulován proteiny hsp70. Pokud je protein uněkterých druhů rostlin přítomen konstitutivně, při tepelném šoku dochází kjeho posttranslační aktivaci.


  Proteiny tepelného šoku byly poprvé zjištěny vroce 1979 udrozofily abylo potvrzeno, že se vyskytují univerzálně. Je možno je rozdělit na dvě skupiny:


  
    	snižší molekulovou hmotností, vrozsahu asi 1530 kD,


    	svyšší molekulovou hmotností, 6090 kD.

  


  Proteiny se značí symbolem hsp aza ním následuje číslo, které udává hmotnost vkD, např. hsp20. Urostlin převažují právě typy 20kD, které jsou také transportovány do chloroplastů. Je téměř jisté, že zde není žádná dráha přenosu signálu, protože primární signál (teplota) může působit přímo na transkripční faktor. Proteiny tepelného šoku svyšší molekulovou hmotností jsou vysoce konzervativní, mají značnou homologii imezi rostlinami aživočichy, zatímco ve skupině snižší molekulovou hmotností je homologie omezená. Po zvýšení teploty o10 ºC až 15 ºC proti teplotnímu minimu rostliny se objevuje mRNA homologní genům hsp. Intenzita transkripce na počátku tepelného šoku je značná. Usoji se objevuje asi 20 typů hsp ahromadí se vmnožství 20 000 kopií na buňku vprůběhu dvou hodin. Vprůběhu tepelného šoku ustává normální proteosyntéza azačínají se syntetizovat HS proteiny. Poměr syntézy běžných typů proteinů aproteinů tepelného šoku může být velmi různý amůže se lišit ivrůzných buňkách jednoho organizmu.


  U D. melanogaster je řízení genové exprese HSP na úrovni translace. Vcytoplasmě je přítomna jak normální, tak HS mRNA, ale vprůběhu tepelného šoku dochází téměř výhradně ktranslaci mRNA genů tepelného šoku. Normální buněčné proteiny jsou vcytoplasmě stabilní ajsou znovu aktivovány po odeznění tepelného šoku. Jiná situace je ukvasinek. Pokračuje tam translace buněčné mRNA, ale současně je blokována její transkripce. Protože obměna mRNA ukvasinek je rychlá, dochází kpostupnému snižování jejího množství atedy translace normální buněčné mRNA. Urostlin, konkrétně usoji, dochází kpodobnému jevu. Rovněž dochází ke snižování normálních buněčných typů mRNA atedy vdůsledku obměny iodpovídajících buněčných proteinů na úkor mRNA aproteinů tepelného šoku. Po několika hodinách však transkripce mRNA genů tepelného šoku ustává asituace se vrací knormálu. Proteiny tepelného šoku však přetrvávají dlouhou dobu achrání buňky před nepříznivými vlivy dalších tepelných šoků. Předpokládá se, že některé proteiny tepelného šoku jsou vmalé míře syntetizovány konstitutivně astabilizují nově syntetizované proteiny aproteiny na membránách.


  Vembryu ječmene je regulace genů pro α-amylázy při teplotním šoku ještě odlišná. Dochází krychlé degradaci mRNA austává normální proteosyntéza. Tam zřejmě vprůběhu tepelného šoku dochází kdisociaci lamel endoplazmatického retikula. To vede krychlé destabilizaci jinak velmi stabilní mRNA pro α-amylázy. Takovýto mechanizmus vede kjejí selektivní degradaci vprůběhu teplotního šoku. Vprůběhu prvních hodin tepelného šoku tak dochází kdegradaci 85 % mRNA pro α-amylázu, přičemž poločas životnosti této mRNA bez tepelného šoku je asi 100 hodin. To je zcela jiný mechanizmus než ukvasinek. Uembryí ječmene se to týká pouze genů pro α-amylázu. Zrychlená degradace tohoto typu mRNA pod vlivem tepelného šoku je novým morforegulačním mechanizmem. Exprese dalších, normálních typů mRNA nerušeně pokračuje.


  Tepelný stres zastavuje syntézu proteinů, vázaných na endoplazmatické retikulum, ale ne proteinů, vázaných na volné polyribozómy vcytoplazmě. Podobné programované zastavení syntézy se týká také proteinů buněčných stěn bohatých na hydroxyprolin, jako je například extenzin. Ukotyledonů sóji naopak při teplotním šoku dochází ke stimulaci syntézy zásobních proteinů, která je rovněž vázána na endoplazmatické retikulum. Proteiny tepelného šoku se ukládají vmembránách, jádře, chloroplastech amitochondriích. Chrání (působí pro ně jako chaperony) především nově syntetizované proteiny, jejichž uspořádání nebylo ještě dokončeno, ale je velmi citlivé ke zvýšení teploty adále uproteinů, které jsou právě transportovány přes membránu avtomto stadiu jsou rovněž citlivé ke zvýšení teploty. Citlivost se týká právě uspořádání. Dále proteiny tepelného šoku chrání nukleové kyseliny vjádře aorganelách, které by byly jinak snadno porušeny již zvýšenou koncentrací iontů, zvláště iontů kovů, ke které dochází vdůsledku změn permeability membrán.


  Poranění


  Poranění rostlinných pletiv vede kregulačnímu přeprogramování vokolí rostlinných buněk na úrovni transkripce. Současně se signály zpoškozených buněk šíří po celé rostlině avyvolávají ve všech buňkách aktivaci dalších genů. Některé znově aktivovaných genů se současně účastní při obranných reakcích proti napadení patogeny, parazity aherbivory. Dochází také kaktivaci genů, které se podílejí na regeneraci poškozeného místa, případně na kalogenezi. Poraněním dochází také kselektivní inaktivaci některých genů.


  Je zřejmé, že mnoho genů, které jsou indukovány poraněním, je indukovatelných idalšími stresovými faktory. Při poranění dochází krychlé indukci fytohormonů etylénu, kyseliny abscisové akyseliny jasmonové. Je proto obtížné rozhodnout, co je primární příčinou aktivace genů, zda poranění nebo zvýšená hladina fytohormonů.


  Urajčete byla například po poranění zjištěna exprese genů pro syntézu kyselin 1-amionocyklopropan -1-karboxylové (ACCC), která se účastní biosyntézy etylénu, některých dalších enzymů ahydroxyprolinem bohatých glykoproteinů buněčné stěny. Ubramboru je poraněním indukována exprese genů pro serinové proteinázy, zvané Inhibitor I(Mr 8100) aInhibitor II (Mr 12 300). Tyto geny nejsou po poranění aktivovány jen vokolí místa poranění, ale vcelé rostlině. Tato systémová odpověď je způsobena uvolněním atransportem předpokládaného hormonu poranění. Oba inhibitory proteináz jsou také konstitutivně syntetizovány vhlízách bramboru, kde tvoří až několik procent rozpustných proteinů. Utabáku bylo zjištěno 6 podobných genů. Poraněním jsou rovněž indukovány geny pro specifické proteiny buněčné stěny extenziny. Molekuly těchto proteinů jsou bohaté na hydroxyprolin avyskytují se vbuněčné stěně. Uplatňují se při hojení poranění apři rezistenci kpatogenům.


  Rostliny reagují na poranění indukcí obranných mechanizmů, které spočívají vsyntéze proteinů zúčastněných na hojení poranění azabránění infekce patogeny. Skládají se z:


  
    	zesílení buněčných stěn ukládáním kalózy,


    	syntézy ligninu aglykoproteinů, bohatých na hydroxyprolin,


    	syntézy fytoalexinů,


    	produkce inhibitorů proteáz jako ochrany proti škůdcům apredátorům,


    	indukce chitináz aglukanáz na obranu proti houbovým patogenům.

  


  Produkce kalózy vyžaduje stimulaci již existující kalóza syntázy ionty vápníku. Ostatní aktivity však vyžadují aktivaci genů. Aktivace některých genů může být omezena na nejbližší okolí rány, kaktivaci dalších může docházet systémově (např. kindukci genů pro inhibitory proteáz). Existují signální mechanizmy, které to umožňují. Účastní se fytohormony (kyselina jasmonová, kyselina abscisová, zprostředkovaně etylén aauxiny). Kyselina salicylová naopak inhibuje geny indukované poraněním.


  Ktéto skupině patří igeny, aktivované dotykem, poryvy větru nebo jinak způsobeným pohybem rostlin. Důsledkem aktivace jsou typické změny morfologie rostlin (trpasličí růst, zpevněné lodyhy). UA. thaliana bylo klonováno 5 genů označených TOUCH (TCH), jejichž exprese je indukována dotekem, větrem, deštěm, poraněním aotřesy. Za 10 až 30 minut po indukci se množství mRNA zvyšuje 10krát až 100krát pro geny TCH1 (gen pro kalmodulin), TCH2, TCH3 (geny pro protein podobný kalmodulinu) aTCH4 (gen pro xyloglukan endotransglykozylázu). Kalmodulin je všeobecně se vyskytující vysoce konzervativní eukaryotický protein, který moduluje aktivitu mnoha enzymů. Enzym xyloglukan endotransglykozyláza modifikuje xenoglykanové polymery, které podmiňují přeskupení celulózních vláken vprůběhu růstu buněčné stěny amůže také částečně lyzovat buněčnou stěnu, např. vzónách abscise.


  Byla klonována řada dalších genů aktivovaných poraněním rostlin zejména utabáku, bramboru, ale iudalších rostlin. Ukázalo se, že hormonem, který šíří signál poranění po rostlině, je kyselina abscisová. Zatím stále není znám transkripční faktor, který působí aktivaci těchto genů.


  Nedostatek kyslíku


  Nadměrné zvlhčení až zaplavení půdy má za následek nedostatek kyslíku, anaerobiózu ametabolizmus kořenového systému se vtakovýchto případech musí krátkodobě radikálně přeorientovat. Dochází kzastavení Krebsova cyklu akurychlení alkoholového kvašení za vzniku pyruvátu.


  Je známo asi 20 typů proteinů, které jsou syntetizovány vanaerobním prostředí vpletivech kořenů po zaplavení půdy. Nejlépe prostudovaným proteinem této skupiny je alkoholdehydrogenáza, dále sem patří glukosafosfátisomeráza, pyruvátdekarboxyláza aaldoláza. Ukukuřice (ajistě iostatních rostlinných druhů) anaerobióza vede kcharakteristickým změnám regulace proteosyntézy. Ustává normální proteosyntéza aje indukována syntéza proteinů, potřebných kpřekonání nedostatku kyslíku. Původní proteosyntéza se opět obnovuje po několika hodinách. Proces je regulován na úrovni transkripce.


  Zasolení půdy


  Nadbytek solí vpůdě snižuje příjem vody rostlinami vdůsledku snížení rozdílu mezi vodním potenciálem vkořenech avpůdě. Dochází ke zvýšení osmotického potenciálu arostlina se sním vyrovnává podobně, jako sdehydratací vdůsledku sucha.


  Toxické ionty vpůdě


  Přítomnost toxických iontů nebo iontů těžkých kovů vdůsledku kontaminace půdy nebo vody porušuje minerální rovnováhu. Tyto ionty také působí na buněčný metabolizmus akapacitu růstu. Překyselení půdy, ke kterému dochází vdůsledku kyselých dešťů nebo přílišného hnojení minerálními hnojivy uvolňuje toxické ionty hliníku.


  Znečištění vzduchu působí příjem toxických aoxidativních plynů stomaty. Vtěžké formě vede kviditelnému poškození rostlin, vlehčí formě kurychlení jejich stárnutí. Hlavními polutanty vzduchu jsou kysličníky dusíku asíry, amoniak aozon. Kysličníky dusíku asíry jsou přijímány stomatální ikutikulární transpirací. Reagují sbuněčnou vodou za vzniku kyseliny siřičité, případně kyseliny dusité adusičné, což jsou procesy, ke kterým dochází ivatmosféře při vzniku kyselého deště.


  Anionty kyseliny siřičité vcytoplazmě jsou přijímány chloroplasty atam jsou redukovány na sirníky nebo elementární síru nebo oxidovány na sulfáty. Sirníky mohou být vylučovány zbuněk jako sirovodík. Redukovaná síra může také být využita kbiosyntéze aminokyselin, které obsahují síru. Současně probíhající oxidace na sírany však vede kpřekyselení pletiv. Tomu se rostliny brání několika mechanizmy:


  
    	Snižování nitrobuněčného pH posunuje rovnováhu disociace slabých kyselin knedisociované formě, takže dochází kurčitému pufrování.


    	Ionty H+ aSO4- jsou transportovány do vakuol.


    	Protony jsou transportovány do kořenů atam vyměňovány za kationty, např. vápníku.

  


  Kapacita každého ztěchto mechanizmů je však značně omezená.


  Dusičnany, vznikající konverzí kysličníku dusičného zatmosféry obvykle nemají škodlivý vliv, naopak slouží jako další zdroj dusíku. Rezidua dusičnanů vpotravinách jsou vážným hygienickým problémem, protože jsou metabolizována na mutagenní nitrózoaminy.


  Stres působený nadbytkem těžkých kovů


  Těžké kovy jako železo, mangan, zinek, měď, molybden akobalt jsou esenciální mikroprvky. Jiné, jako hliník, kadmium, rtuť nejsou potřebné. Oba typy však mohou mít toxický účinek již od poměrně nízkých koncentrací. Rezistence knim je založena hlavně na toleranci, je pro jednotlivé prvky specifická aje způsobena řadou různých mechanizmů. Jedním znich je preferenční vazba určitého kationtu na pektiny buněčných stěn buněk kořenů. Daleko významnější jsou nitrobuněčné chelatovací systémy, knimž patří deriváty některých aminokyselin, kyselina citronová, kyselina jablečná afytochelatiny (polypeptidy, které váží těžké kovy). Fytochelatiny mají strukturu (Glu-Cys)n-Gly, kde n=2 až 11 akvazbě iontů kovů dochází především prostřednictvím SH-skupin. Syntéza fytochelatinů je indukována nadbytkem těžkých kovů. Kjejich syntéze dochází velmi brzy (za 510 minut) po působení těžkých kovů. Jejich syntéza je podmíněna enzymem fytochelatin syntázou, která je přímo aktivována ionty těžkých kovů. Když bylo syntetizováno dostatečné množství fytochelatinů, jejich syntéza opět ustává. Fytochelatiny působí vcytoplazmě, ale těžké kovy se mohou hromadit ve vakuolách. Předpokládá se, že fytochelatiny by mohly právě zprostředkovávat transport zcytoplazmy do vakuol. Tolerance ke specifickým kovům však nemůže být vysvětlena existencí fytochelatinů.


  Byly získány transgenní rostliny, které obsahují živočišné geny pro proteiny, schopné vysoce specificky vázat těžké kovy (metalothioneiny). Tyto proteiny mohou být lokalizovány vkořenech abránit tak transportu toxických kovů do listů. Mohou ale také být lokalizovány vlistech azásobních orgánech rostliny. Potom by tyto rostliny mohly být po sklizni likvidovány tak, aby se těžké kovy nemohly dostat zpět do prostředí. Takovéto transgenní rostliny by sloužily pro remediaci (ozdravení) půdy. Využití transgenních rostlin ktomuto účelu však dosud neumožňuje legislativa.


  Některé rostliny běžně syntetizují proteiny bohaté na thiolové skupiny, které jsou rovněž schopné vázat těžké kovy. Tyto proteiny jsou příbuzné metalothioneinům uživočichů.


  Nadbytek ozónu


  Krátkodobé působení vysoké koncentrace ozónu působí akutní poškození, viditelné jako nekróza. Chronické vystavení nízkým koncentracím ozónu způsobuje fyziologické změny, které vedou kredukci růstu, výnosu kulturních rostlin akredukci reprodukční kapacity bez dalších symptomů. Rezistence kozónu závisí na:


  
    	genetické konstituci rostliny,


    	vývojovém stadiu, na které ozón působí,


    	dalších vnějších faktorech, jako klimatické faktory, další typy znečištění vzduchu apatogeny.

  


  Ozón působí na permeabilitu membrán. Působí však zevnitř, nejprve tedy musí být přijat se vzduchem stomatální akutikulární transpirací arozpuštěn vcytoplazmě. Pak teprve působí změny permeability membrán apůsobí toxicky na dalších cílových místech. Množství ozónu, které se nakonec dostane na cílová místa jeho toxického působení, závisí na jeho rozpustnosti, schopnosti absorpce, transportu, metabolizmu adetoxifikačních procesech. Dává vznik reaktivním kyslíkovým radikálům, jako hydroxylovým radikálům, superoxidovému aniontu, peroxidu vodíku adalším radikálům vlistech. Ochranné mechanizmy rostlin spočívají vpůsobení enzymů superoxiddizmutázy (SOD), katalázy (CAT), peroxidázy (POD), monoaskorbátreduktáza, glutathionreduktáza. Jejich geny jsou klonovány avyužívají se také jako transgeny (se změněnými regulačními sekvencemi) ke zvýšení rezistence. Dalším důležitým mechanizmem resistence kozónu jsou reakce santioxidanty jako kyselina askorbová (vitamin C) atokoferol (vitamin E). Poslední působí zejména tím, že chrání membránový systém (především membrány chloroplastů amitochondrií) před peroxidací lipidů. Tokoferol tuto reakci inhibuje. Kdalším antioxidantům neenzymatické povahy patří karotenoidy, flavonoidy, polyaminy azcukrů manitol.


  Ozón může také snižovat rezistenci rostlin kpatogenům ikdalším stresovým faktorům. Rostliny jsou citlivější kozónu než lidé. Západoevropská norma připouští maximální množství ozónu ve vzduchu (0,12 ppm), což je koncentrace neškodná pro člověka, která ale již může škodit senzitivním rostlinám.


  Přesvětlení


  Přesvětlení úzce souvisí snadbytkem ozónu. Nadbytek světla vyvolává při fotosyntetických procesech fotooxidaci, která vede ke vzniku kyslíkových radikálů. Současně dochází kfotoinhibici fotosyntézy akdestrukci chlorofylu. Na obranu proti těmto jevům rostliny syntetizují karoteinoidové aanthokyanové pigmenty které absorbují část světla atak chrání chloroplastové membrány.


  Vpřírodních podmínkách je tento faktor spojen snadbytkem světla. UV způsobuje vznik thyminových dimerů vDNA atím vznik mutací aukončení funkce, či chybnou funkci genů. Ktomu by mohlo docházet vexponovaných vrstvách buněk epidermis alistového mezofylu arostlinné buňky mají mechanizmy ochrany vůči UV záření, které vedou kjeho pohlcování atím zabraňují vlivům na DNA. Vysoká intenzita UV záření ovlivňuje biosyntézu fenylpropanoidů aflavonoidů apodmiňuje hromadění flavonoidů, které absorbují UV záření. Klíčový enzym, který se na syntéze těchto látek podílí, je chalkonsyntáza. Její geny byly klonovány aje poměrně dobře známa struktura aregulace jejích promotorů. Gen se využívá ktransgenozi, protože chalkonsyntáza je také jeden zklíčových enzymů syntézy antokyanů atransgen se uplatňuje také při manipulaci barvy květů aplodů.


  Křížová odpověď na stresy


  Byly uvedeny příklady některých překrývajících se stresových faktorů (nízká teplota sucho zasolení, přesvětlení nadbytek ozónu apodobné).


  
    	Charakteristickou skupinou proteinů apříslušných kódujících genů jsou proteiny LEA. Tyto proteiny jsou syntetizovány ve velké míře vpozdních fázích embryogeneze, kdy již embryo vysychá. Předpokládá se, že pomáhají uchovávat neporušené buněčné struktury během vysychání. Současně jsou syntetizovány také při dehydrataci, nadbytku solí vpůdě nebo jiném osmotickém stresu apři chladovém stresu.


    	Společným faktorem, který se účastní při odpovědi na různé stresy, je ABA. Její hladina se podstatně zvyšuje při zrání semen arůzných typech stresů. ABA činí rostliny podstatně odolnějšími ksuchu, chladu aosmotickým stresům. Geny, aktivované ABA (RAB geny) jsou indukovány během embryogeneze adále suchem, solemi achladem. Primárním signálem pro zvýšenou syntézu ABA mohou být změny turgoru.


    	Působení středně intenzivního stresového faktoru indukuje rezistenci kdalším stresovým faktorům. Sucho vede uozimých pšenic ke zvýšení odolnosti kmrazu. Rovněž nadbytek solí vpůdě zvyšuje odolnost kmrazům právě tak, jako poranění. Ozon, který působí rovněž jako stresový faktor, zvyšuje odolnost khoubovým patogenům. Působení horka zvyšuje odolnost kchladu anaopak.


    	Jedním zmechanizmů, který může působit rezistenci kmnoha typům stresů, je aktivní biosyntetická dráha antioxidantů. Jedná se především oenzymy superoxiddizmutázy, peroxidázy, katalázy aenzym askorbát-glutathionového cyklu. Jejich vysoká aktivita byla zjištěna po působení horka, chladu, mrazu, solí, sucha aporanění stejně jako uoxidativních stresů.


    	Ke hromadění některých proteinů tepelného šoku dochází také při nízkých teplotách. Středně velký tepelný šok je schopen chránit před poškozením mnoha dalšími stresovými faktory. Proteiny tepelného šoku, které chrání membrány, tak činí ipři nízkých teplotách.

  


  On-line prezentace


  Ke kapitole Odolnost rostlin k abiotickým stresovým faktorům.


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Geneticky modifikované rostliny


  Za posledních 50 let se lidská populace více než zdvojnásobila, z 3 na 7 miliard. Do r. 2050 se předpokládá, že přibudou více než 2 miliardy lidí a to hlavně v rozvojových zemí. Přesto asi 1/5 lidí hladoví. Z toho vyplývá tlak na neustálé zlepšování vlastností kulturních plodin, které slouží k obživě, např. na vyšší odolnost k patogenům a abiotickým stresovým faktorům prostředí aj. Úkolem šlechtění je aplikovat neustále nové metody, jednak klasické, ale především biotechnologické a molekulární včetně genového inženýrství, které mají potenciál zajistit vyšší výnosy plodin. Současné šlechtění můžeme tedy charakterizovat jako období aplikace molekulárních metod a genetických manipulací. Někdy se hovoří o tzv. molekulárním šlechtění.


  Teoretický výzkum problematiky související s genetickými modifikacemi (GM) zahrnuje modelové druhy, studium různých metod transformace, využívání různých konstruktů nebo identifikaci cílových genů u různých organizmů. Aplikovaný výzkum se zabývá např. studiem stupně exprese transgenů a optimalizací postupů vedoucích ke konečnému produktu využitelnému ve šlechtění nové odrůdy.


  První zemí, která pěstovala transgenní plodinu pro komerční využití, byla Lidová republika Čína začátkem 90. let. Byl to tabák rezistentní k virům. V USA firma Calgene získala jako první povolení pro pěstování GM plodiny jako potravinu, bylo to rajče FlavrSavr se zpožděným dozráváním r. 1994. V následujících kapitolách budou popsány hlavní znaky, které jsou cílem genetických modifikací, a mechanizmy jejich dosažení.


  Rezistence kherbicidům


  Prvním šlechtitelsky významným úspěchem bylo vnesení transgenu pro odolnost rostlin vůči herbicidům. Plevel má významný negativní podíl na výši výnosů a kvality určité plodiny. Je to důsledek konkurence mezi plodinou aplevelem při získání výživných látek asvětla, plevele jsou také zdrojem různých škůdců. Aplikace herbicidů je tedy nezbytná. Jsou to chemické látky, které narušují určité metabolické, biochemické procesy vrostlině atím ji poškozují. Jsou pro rostliny toxické. Řada těchto procesů probíhá vchloroplastech ačasto je ovlivňována fotosyntéza.


  Problémem využití herbicidů je selektivní eliminace jen plevele anepoškození kulturní plodiny. To je klasickými přístupy vyřešeno jen vněkterých případech, jednoděložné vs. dvouděložné. Navíc řada herbicidů zatěžuje přírodní prostředí. Vyřešení tohoto problému nabízejí genetické modifikace. Využívají se herbicidy nové generace, které jsou sice velmi účinné, ale účinkují jen na rostliny, ne na živočichy, arychle se vprostředí rozkládají, aniž by zanechávaly škodlivé zplodiny. Byly známy dříve, než byly vytvořeny účinné transgenní rostliny, ale nedaly se použít pro ochranu před zaplevelením, protože působily na všechny rostliny, tedy ina kulturní odrůdy, které mají chránit; jsou to herbicidy totální.


  Teprve po vnesení transgenů pro necitlivost ktěmto herbicidům do rostlinných genomů kulturních druhů jsou tyto účinné abezpečné herbicidy kdispozici pro ošetřování transgenních plodin. Vpraxi to znamená, že místo několikanásobného postřiku různými herbicidy se rostlina ošetří tímto novým herbicidem jen jednou nejvýše dvakrát. Celkové množství herbicidu se snižuje, uspoří se peníze, lidská práce, sníží se produkce skleníkových plynů. Vše je prospěšné pro životní prostředí.


  Herbicid zpravidla působí toxicky na jediný enzym, významný pro život rostlin. Např. glyfozát (chem. A-fosfinometylglycin) inhibuje syntézu enzymu EPSPS, glufosinát (chem. kyselina dialkylfosforná) inhibuje glutaminsyntetázu, chlorsulfuron (chem. sulfonylmočovina) inhibuje acetolaktátsyntázy (ALS), bromoxynil (chem. nitril) inhibuje fotosyntézu, fotosystém II.


  Vlivem dalších herbicidů dochází kinhibici:


  
    	mitózy prostřednictvím narušení organizace mikrotubul,


    	buněčného dělení,


    	syntézy celulózy vbuněčné stěně,


    	syntézy lipidů,


    	transportu auxinů.

  


  Existují tři hlavní mechanizmy, tzv. strategie dosažení rezistence rostlin kherbicidům transgenozí:


  
    	Transgen kóduje nadbytek cílového enzymu (proteinu), který je inaktivován herbicidem. Tato nadprodukce způsobuje, že část enzymu proteinu zůstane aktivní. Nadprodukce může být dosaženo integrací více kopií genu nebo použitím silných promotorů.


    	Transgen kóduje odlišnou (modifikovanou, mutantní) formu enzymu, která není herbicidem inaktivována. Tento modifikovaný protein je funkční.


    	Transgen kóduje enzym, který rozkládá herbicid. Dochází kdetoxifikaci herbicidu, jeho přeměně na méně toxickou formu, nebo jeho odstranění. Strategií je využívání detoxifikačních mechanizmů rostliny, tj. přirozených obranných mechanizmů rostliny vůči toxickým látkám. Je prozatím využívána vminimální míře.

  


  Dále budou popsány tři nejdůležitější typy herbicidů ajim odpovídající transgeny, které se využívají.


  Transgeny pro rezistenci k herbicidu glyfozátu


  Glyfozát (A-fosfinometylglycin) je vyráběný pod technickým názvem Roundup. Mechanizmus poprvé využila firma Monsanto, USA. Herbicid je účinný vůči 76 ze 78 nejvýznamnějších plevelů, je to derivát glycinu.


  Mechanizmus účinku herbicidu na rostliny


  Herbicid blokuje aktivitu enzymu 5-enolpyruvát šikimát-3-fosfosyntázy EPSPS. Vrostlinách je to klíčový enzym, který syntetizuje aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan), stavební kameny bílkovin. Vpřípadě inhibice enzymu se netvoří určité proteiny. Tento enzym netvoří živočichové, ale jen rostliny, bakterie aněkteré houby. Na živočichy nemá herbicid škodlivé účinky, živočichové získávají aromatické aminokyseliny vrostlinné potravě.


  Dopad


  Dochází kinhibici buněčného dělení, meristematické aktivity arůstu rostlin. Také je inaktivována syntéza auxinů, jako je kyselina indolyloctová (IAA), která má jako prekurzor indol ten je inaktivován herbicidem.


  Využívané strategie rezistence


  Ze 3 výše uvedených strategií se testují 2 až 3, z toho 2 nejdéle. Jsou již vytvořené komerční odrůdy běžně využívané v polních podmínkách.


  Strategie 2


  Strategie zahrnuje využití genu z bakterií rezistentních ke glyfozátu, nejčastěji z Agrobacterium. Ke kódující sekvenci bakteriálního genu je připojen promotor 35S CaMV a sekvence pro chloroplastový transportní protein z Arabidopsis nebo petunie. Tím je zajištěn transport proteinu do chloroplastů, místa účinku enzymu.


  Gen aroA ze Salmonella typhimurium je vložen mezi promotor a terminální sekvenci genu ocs Agrobacterium v Ti plazmidu. Transgen kóduje obdobný enzym EPSPS, který však není glyfosátem blokován. Vnesený gen je pouze variantou vlastního rostlinného genu. Je to způsobeno bodovou mutací, která vede k záměně aminokyseliny prolinu za serin. Funkce enzymu je zachována.


  Z dvouděložných druhů je transgen využit např. u sóje, bavlníku, řepky olejky. U jednoděložných druhů – kukuřice – je konstrukt optimalizován. Mutantní gen EPSPS z kukuřice byl izolovaný z explantátových kultur, připojen promotor z rýže a sekvence pro chloroplastový transportní protein je také z kukuřice. Protein kódovaný transgenem je funkční, enzym není rozkládán herbicidem v důsledku mutace.


  Geneticky modifikovaný bavlník tvoří již více než 80 % z celkové produkce (hlavně rezistence ke glyfozátu Roundupu). GM bavlna je šetrnější k životnímu prostředí, snižuje potřebu orby a kypření. Snižuje množství reziduí, která přetrvávají hluboko v půdě.


  Strategie 1


  Podařilo se selektovat buňky petúnie z explantátových kultur schopné růst v přítomnosti zvýšené koncentrace glyfozátu. Tato tolerance byla důsledek amplifikace příslušného genu pro enzym EPSPS v genomu petúnie až na 20 kopií. Enzym sám byl beze změny. cDNA byla použita k tvorbě transgenu a introdukována do rostlinného genomu pod řízením promotoru 35S CaMV. Sekvence EPSPS obsahovala vlastní transportní protein, který zajistil přenos do plastidů. Transgen má 40x vyšší aktivitu exprimovaného enzymu EPSPS a tolerance rostlin vůči aplikaci herbicidu glyfozátu postřikem je 2 až 4x vyšší.


  Transgeny pro rezistenci k herbicidům typu fosfinotricinu


  Fosfinotricin (4-hydroxy-methyl phosphinoyl-D,L-homoalanin) je známý také pod názvem glufosinát, komerční název Basta.


  Účinek herbicidu


  Tento herbicid blokuje enzym glutaminsyntázu, který zneškodňuje amoniak, který se tvoří při používání dusičnanů i dalšími cestami. Pokud je enzym inhibován, amoniakové ionty se kumulují na toxickou koncentraci, rostlina uhyne. Glutaminsyntáza přeměňuje L-glutamát na glutamin. Inaktivace glutaminsyntázy také způsobuje inhibici fotosyntézy. Oba účinky se působením herbicidu kombinují.


  Strategie rezistence 3


  Pro získání necitlivosti k tomuto herbicidu se používají dva transgeny, které oba pocházejí z běžné půdní aktinomycety Streptomyces. Jsou to geny bar a pat. Gen bar (bialaphos resistance) byl získán ze S. hygroscopicus a obdobný gen pat (phosphinothricin acetyltransferase) byl klonován ze S. viridochromogenes. Enzymy kódované těmito geny přeměňují herbicid na sloučeninu, která je netoxická jak pro rostliny, tak pro živočichy a rychle se rozkládá. Enzymy dodávají acetylové skupiny k aminoskupině alaninu fosfinotricinu a tak jej inaktivují.


  Tento způsob rezistence byl vyvinut v Plant Genetic Systems (PGS) patřící firmě Hoechst. PGS později získalo AgrEvo. Strategie byla využita u řepky olejné a kukuřice. Gen bar se často využívá jako selektovatelný marker při inzerční mutagenezi k identifikaci a selekci transformantů.


  Transgeny pro rezistenci k herbicidům typu sulfonylmočoviny


  Herbicidy založené na sulfonylmočovině (např. sulfuron) působí jen na dvouděložné rostliny, a proto se již dříve používal k ošetřování kultur obilovin. Nyní se tyto možnosti rozšiřují i na transgenní dvouděložné rostliny. Toxicita herbicidů typu sulfonylmočoviny je podobně jako u glyfozátu záležitost biochemických drah tvořících aminokyseliny, které živočichové nedovedou syntetizovat. Proto herbicid nepůsobí na živočichy. Herbicid inhibuje enzym acetolaktátsyntázu, který se podílí na syntéze aminokyselin.


  Strategie 2


  Jako transgen se používá např. gen pocházející z mutantní linie rostliny Arabidopsis thaliana.


  Rezistence khmyzím škůdcům


  Transgeny z Bacillus thuringiensis


  Vpřírodě žijící bakterie druhu Bacillus thuringiensis produkují při vytváření spór bílkovinu toxickou pro některé skupiny hmyzu; především pro larvální stadia hmyzu Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera aj. Jednotlivé poddruhy akmeny produkují proteiny srůzným spektrem citlivosti ke hmyzím taxonům. Tento protein se nazývá δ-endotoxin. Dříve se kultury této bakterie vyráběly ve velkých objemech (unás např. ve Slušovicích) apoužívaly se jako postřik kulturních plodin proti hmyzím škůdcům (ekologický insekticid).


  Různé geny cry pro δ-endotoxiny nebo jen jejich části se užívají jako transgeny aprostřednictvím T-DNA jsou včleňovány do rostlinného genomu (existují iα, β, γ endotoxiny). Geny jsou lokalizovány na plazmidech, kde tvoří rodiny genů, kterých bylo identifikováno asi 500. Aby se však dostatečně projevily vrostlinném genomu, musely se metodami genového inženýrství upravit. Vposlední době byla účinnost tohoto systému podstatně zvýšena aspektrum hmyzích řádů, na které působí, rozšířeno (Coleoptera, Lepidoptera, Diptera).


  Účinnost transgenů byla obvykle dosti nízká. Příčinou byla především nestabilita mRNA vrostlinných buňkách. Původní geny byly proto modifikovány. Gen pro δ-endotoxin zB. thuringiensis var. tenebrionis byl znovu syntetizován tak, aby při zachování struktury výsledného proteinu bylo využito degenerovaných kodonů, vyskytujících se vrostlinném genomu nejčastěji. Takovýto gen byl vnesen do genomu bramboru abyla zjištěna vysoká rezistence kmandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata). Transgenní brambory mají vysokou odolnost kmandelince bramborové, jejich výnosové ajakostní parametry zůstávají stejné amikrobiální populace na transgenních rostlinách se jen nepatrně liší od těch, které byly nalezeny na standardních odrůdách. Utabáku bylo dosaženo podstatného zvýšení proporce δ-endotoxinu vproteinech listů, jestliže byl protein směrován do chloroplastů. Nyní existuje transgenní kukuřice odolná proti zavíječi kukuřičnému (Ostrinia nubialis). Kukuřice odolná kzavíječi kukuřičnému MON810 se smí pěstovat ve všech zemích EU. Obdobně byl upraven také gen cryIA(b) pro rezistenci kmotýlím škůdcům, který se vnášel do genomu rýže. Další geny jsou vhodné pro navození odolnosti vůči broukům nebo háďátkům.


  Transgeny pro δ-endotoxin byly zavedeny také do genomu sóje, rajčete, brokolice, bavlníku adalších kulturních rostlin. Na toxickou formu se endotoxin mění až ve střevu hmyzu, kde je zásadité prostředí akde dochází kjejich vazbě se specifickými receptory.


  Další mechanizmy rezistence rostlin k hmyzu směřují k využití transgenů rostlinného původu


  Transgeny kódující syntézu antimetabolických proteinů, které narušují proces trávení u hmyzu


  Inhibitory proteáz


  Inhibitory proteáz jsou malé proteiny z různých rostlinných druhů, které inhibují proteázy v trávicím traktu hmyzu.


  Např. inhibitory serinových proteáz mají dvě aktivní místa ainhibují trypsin achymotrypsin. Tyto proteiny jsou hojné vsemenech azásobních orgánech některých druhů rostlin.


  První gen, který byl identifikován apřenesen do genomu druhého druhu, je gen zVigna savi, čeleď Fabaceae. Byl to gen pro inhibitor trypsinu. Účinkuje proti motýlům advojkřídlému hmyzu. Gen byl introdukován do genomu řepky, bramboru, rýže, pšenice, jahodníku, slunečnice, tabáku, rajčete, jabloně, salátu. Další gen ze sóje byl vnesen do genomu řepky, topolu, rajčete, bramboru, tabáku.


  Gen pro inhibitor cysteinové proteázy zrýže byl vnesen do genomu topolu, měl inhibiční účinek vůči broukům.


  Je však známo, že hmyz se může přizpůsobit těmto inhibitorům proteáz. Lepidoptera nebo Coleoptera mohou nadprodukovat proteázy nebo produkovat nové typy proteáz, které jsou necitlivé kinhibitorům. Proto je potřeba utransgenních rostlin využívat více typů inhibitorů proteáz současně, tedy více genů.


  Inhibitory amyláz


  Vgenomu fazolu existuje celá skupina genů pro proteiny, které jsou obsaženy vsemenech afungují jako inhibitory α-amylázy. Gen pro inhibitor α-amylázy má základní funkci při ochraně rostlin před hmyzem anavozuje rezistenci. Introdukcí genu do genomu hrachu byla sledována rezistence kněkterým broukům. Další geny stouto funkcí byly introdukovány zobilovin do tabáku.


  Geny pro chitinázy


  Hmyz obsahuje polysacharid chitin jednak vexoskeletu, ale také vperitrofní membráně. Aktivita enzymů chitináz (degradují chitin) tak může narušovat trávení hmyzu. Vtéto oblasti nebyly zaznamenány výrazné výsledky; perspektivní je jejich využití vkombinaci sgeny cry.


  Rezistence kvirům


  Geny pro plášťové proteiny


  Roku 1985 byla vyslovena hypotéza, podle které hostitel, u něhož dochází k expresi určitých sekvencí nukleových kyselin patogena, se může stát rezistentní k tomuto patogenu. Hypotéza byla poprvé potvrzena roku 1996 u tabáku. Transgenní rostliny s genem pro plášťový protein byly rezistentní k viru tabákové mozaiky. V současné době se projev transgenu pro plášťový protein považuje za obecně působící mechanizmus rezistence k odpovídajícímu viru. Zdrojem transgenů pro plášťové proteiny jsou viry.


  V polních pokusech byly úspěšně testovány rostliny brambor, které jsou rezistentní k viru X. Další pokusy se provádí s rezistencí k viru Y a viru svinutky listů brambor. Přítomnost bílkoviny v rostlinné buňce působí odolnost proti tomu typu viru, z něhož pochází gen, a proti virům příbuzným. Plášťový protein je zabudován do buněčné stěny rostliny a brání vniknutí dalších virových částic se stejným plášťovým proteinem. Stupeň rezistence závisí na konstrukci chimérického genu a na místě začlenění v rostlinném genomu.


  Výsledky


  
    	Brambor PVX, PVY, virus X avirus Y, PLRV


    	Vojtěška AIMV virus mozaiky vojtěšky


    	Rajče TGMV virus zlaté mozaiky rajčete


    	Pšenice BYDV virus zakrslosti ječmene


    	Rýže RTSV, RSV, RYMV


    	Virus mozaiky okurku


    	Papája PRSV potyvirus


    	Podzemnice olejná TSWV

  


  Virus kóduje kromě plášťového proteinu také protein, který umožňuje pohyb areplikázu. Od toho jsou odvozeny další strategie.


  Rezistence kproteinu pro pohyb


  Při použití transgenů pro defektní proteiny pohybu docházelo k omezení pohybu TMV uvnitř rostliny. Defektní proteiny se hromadí v plazmodezmatech, kterými se virus v rostlině pohybuje. Transgenní rostliny tabáku, které obsahují defektní protein přenosu TMV, jsou rezistentní nejen k TMV, ale i k CaMV a AMV.


  Rezistence založená na antimediátorových konstruktech


  Dlouho se nedařilo získat rezistenci kvirům pomocí antimediátorových konstruktů transgenů. Antimediátorová RNA vzniká transkripcí DNA, která je komplementární ke kódující genové sekvenci. Vsoučasné době jsou pouze vněkterých případech pro získání rezistence k rostlinným virům účinné transgeny kódující antimediátorovou RNA krostlinným virům. Tak je tomu např. upotyviru viru žluté mozaiky bobu (BYMV), nebo ugeminiviru viru zlaté mozaiky rajčete. Utabáku abramboru byl jako transgen využit gen pro antivirový protein zPhytolacca americana. Tento protein působí rezistenci kvirovým infekcím obecně.


  Další mechanizmy


  Byly popsány transgenní rostliny bramboru, které ve svém genomu mají krysí gen pro 2-5 oligoadenyl syntetázu akteré jsou rezistentní kviru X bramboru více než transgenní rostliny sgenem pro plášťový protein tohoto viru. Enzym úzce souvisí sinterferonovým systémem savců. Interferony jsou specifické proteiny, vylučované savčími buňkami při virové infekci, při proliferaci buněk aimunitních procesech. Indukují syntézu dalších proteinů, které vedou kinhibici množení virů. Jedním ztěchto proteinů je právě 2-5 oligoadenylát synthetasa.


  Plášťové bílkoviny apříslušné geny denně konzumujeme ve velkých kvantech, protože mezi rostlinami vnaší stravě jsou irostliny virózní. Konzumujeme plášťový protein, ale ivirovou RNA, které vtransgenní rostlině budeme ušetřeni.


  Rezistence kbakteriálním chorobám


  Geny pro PR proteiny


  
    	typu glukanáz


    	typu chitináz

  


  Jsou to enzymy, které degradují polymery buněčné stěny mnoha mikroorganizmů, neškodí rostlině, ani jiným živočichům.


  Zdrojem genů jsou:


  
    	rostliny rýže, ječmen. Gen pro chitinázu zrýže byl introdukován do genomu okurky rezistence kBotrytis cinerea,


    	bakterie Serratia marcescens extracelulární iintracelulární formy enzymů,


    	houby Trichoderma harzianum Zvýšená tolerance tabáku aječmene kRhizoctonia solani.

  


  Ke kódujícím sekvencím se přidávají promotory 35S CaMV.


  Geny pro antimikrobiální proteiny


  Mnoho genů kóduje proteiny santihoubovým aantibakteriálním účinkem.


  
    	Gen pro lysozym zbakteriofága T4 který narušuje buněčné stěny bakterií, enzym narušující chitin apeptidoglykany. Byl využit jako transgen azačleněn do genomu bramboru, zde působí vysoký stupeň rezistence kErwinia carotovora.


    	Účinné jsou transgeny pro některé toxické proteiny jiných rostliných druhů. Např. exprese genu pro thionin ječmene vgenomu tabáku vede ke zvýšení rezistence kbakteriálním patogenům, např. Pseudomonas syringae.


    	Transgen pro rezistenci ktabtoxinu zPseudomonas syringae patovar tabaci působí rezistenci tabáku ktomuto patogenu.


    	Geny pro defenziny proteiny identifikované vživých buňkách, aktivují obranné mechanizmy vážou se na mikrobiální plazmatickou membránu amají lytickou aktivitu.


    	Gen alfAFP pro defenzin zvojtěška do bramboru defenzin se hromadí vextracelulárních prostorách listů akořenů. Výsledkem je rezistence khoubě Verticillium dahlia.

  


  Geny pro indukci hypersenzitivní asystémové rezistence


  Jako transgeny se využívají rasově specifické geny (R geny), které byly identifikovány, např. z genomu rýže a Arabidopsis. Gen Pto s 35S promotorem byl vnesen do rajčete. Aktivuje se inkompatibilní interakce mezi produktem genu R (Prf) a produktem Avr genu (AvrPto) patogena, protein PTO působí jako prostředník pro zprostředkování této interakce. Aktivuje se signalizační kaskáda, výsledkem je aktivace transkripčních faktorů pro geny PR – dochází k hypersensitivní reakci rostliny, aktivací kyseliny salicylové se signál šíří po rostlině a indukuje se systémová rezistence. Rostliny jsou rezistentní k patogenu Pseudomonas syringae f. sp. tomato.


  Složení zásobních látek


  Oleje


  Celková produkce rostlinných olejů ve světě se odhaduje na 100 mil. tun ročně. Hlavní 4 kulturní plodiny pro produkci olejů jsou sója (Kanada aUSA), palma olejová, řepka olejná aslunečnice. Oleje slouží kpřímé konzumaci člověkem azkrmování zvířaty, jednak pro různé průmyslové využití. Rostlinné oleje jsou triglyceridy mastných kyselin. To znamená, že tři mastné kyseliny jsou esterifikovány třemi hydroxylovými zbytky glycerolu. Ve všech případech je podstatné složení mastných kyselin.


  Základní výstavba mastných kyselin se děje vchloroplastech, kde dochází ke skládání jednotek obsahujících dva uhlíky do řetězců obsahujících 16 až 18 uhlíků. Vjedlých olejích převažují mastné kyseliny, které mají 18 uhlíků a1 až 3 dvojné vazby. Olejové kyseliny se charakterizují čísly, znichž první udává počet uhlíků adruhé počet dvojných vazeb. Někdy se také ještě uvádí, ve kterých polohách se nacházejí dvojné vazby. Tento údaj se píše před obě čísla. Mastné kyseliny bez dvojných vazeb jsou nasycené, sdvojnými vazbami nenasycené. Zápis tedy vypadá např. takto: 18:1, což označuje kyselinu olejovou s18 atomy uhlíku ajednou dvojnou vazbou.


  
    
      	Kyselina

      	Počet uhlíků : počet dvojných vazeb
    


    
      	laurová

      	12:0
    


    
      	palmitová

      	16:0
    


    
      	stearová

      	18:0
    


    
      	olejová

      	18:1
    


    
      	linolová

      	18:2
    


    
      	linolenová

      	18:3
    


    
      	eikosenová

      	20:1
    


    
      	eruková

      	22:1
    

  


  
    Tab. 9.1 Hlavní mastné kyseliny
  


  Hlavním prekuzorem všech olejových kyselin je kyselina palmitová. Ke vzniku dalších mastných kyselin dochází dvěma cestami:


  
    	prodlužování uhlíkatého řetězce


    	desaturace, kterou vznikají mastné kyseliny sjednou, dvěma nebo třemi dvojnými vazbami.

  


  Pro potravinářské účely je žádoucí, aby v olejích převažovaly nenasycené mastné kyseliny sjednou dvojnou vazbou ase středním (1618) počtem uhlíků (především 18:1). Hlavním cílem je snížení obsahu kyseliny erukové 22:1 alinolenové 18:3 azvýšení obsahu kyseliny olejové.


  Dvě prozatím nejpozoruhodnější linie smodifikací poměru mastných kyselin volejích semen byly uvedeny do polních pokusů vletech 199394 firmou Calgene. Řepka obsahuje volejích semen 12 % kyseliny stearové améně než 01 % kyseliny laurové.


  Obohacení mastné kyseliny dvojnou vazbou se uskutečňuje prostřednictvím enzymu desaturáza, Např. v 18 uhlíkovém řetězci delta9 desaturáza dodá na 9 uhlík dvojnou vazbu za vzniku 18:1. Kyselina olejová se může zvýšit až na koncentraci větší než 90 %. Toho bylo využito u řepky. Podobně u sóje bylo dosaženo obsahu kyseliny olejové 22 až 79 %.


  Omega-3 desaturáza byla nejdříve identifikována pozičním klonováním u Arabidopsis. Gen byl použit k izolaci homologních genů z dalších organizmů, a ty pak byly využity ke genetickému inženýrství nesaturovaných (nenasycených) matných kyselin u rostlin.


  Existují linie s obsahem 40 % kyseliny stearové a s obsahem 40 % kyseliny laurové v olejích semen. Odrůda s vysokým obsahem kyseliny laurové byla již v roce 1995 v USA uvolněna pro komerční využití. Byl zde využit antisens konstrukt pro delta9 desaturázu. Způsobilo to snížení enzymu desaturázy a snížení tvorby olejové kyseliny (18:1) na 1–2 % a zvýšení stearové až na 40 %. Tyto typy olejů jsou vhodné pro průmyslové využití.


  Jsou i další linie novošlechtění, z nichž každá obsahuje jeden transgen, který mění obsah mastných kyselin v olejích semen. Odrůda s vysokým obsahem kyseliny laurové (12:0) obsahuje gen pro lauroyl-ACP thioesterázu z genomu jiné rostliny. Tento enzym způsobuje předčasné ukončení řetězce a hromadění mastných kyselin C12 (kyseliny laurové) místo C18 (kyseliny stearové a olejové). Oleje s převahou kyseliny laurové jsou využitelné hlavně pro výrobu mýdel a detergentů ale také v cukrářských tucích a náhražkách mléka. Odrůda s vysokým obsahem kyseliny stearové obsahuje antisense kopii genu pro stearát desaturázu z řepky. Tato antimediátorová genová konstrukce inhibuje projev genu pro stearát desaturázu, což vede k hromadění olejů s nadbytkem kyseliny stearové (18:0), protože je blokována její desaturace na kyselinu olejovou. Olej s vysokým podílem kyseliny stearové je zvláště vhodný pro výrobu margarinu.


  Výjimku tvoří kyselina γ-linolenová, která má příznivé vlivy na léčení atopického exému kojenců, snižování alergie, snižování obsahu cholesterolu v krvi a další parametry. Vyskytuje se ale převážně jen ve speciálních typech olejů (z pupalky, brutnáku, jader černého rybízu). Bylo dosaženo přeměny kyseliny linolenové v γ-linolenovou. Přeměna se uskutečňuje prostřednictvím enzymu delta6 desaturázy. Gen pro tento enzym byl klonován z genomu sinice Synechocystis, upraven a pokusně přenesen do genomu tabáku. V semenech docházelo k syntéze kyseliny γ-linolenové; cílem je obohacení oleje řepky o tuto kyseliny.


  Obsah ligninu


  Genetické modifikace ustromů jsou zaměřeny na nízký obsah ligninu ve dřevu, aby bylo vhodnější pro výrobu papíru. Ročně stojí odstraňování ligninu ze dřeva 20 miliard dolarů. Gen zodpovědný za tvorbu ligninu byl nalezen apracuje se na jeho vyřazení zfunkce uvybraných druhů stromů. Geneticky modifikované osiky mají o45 % méně ligninu azároveň rychleji rostou. Hledají se geny, které by zabránili GM stromům produkovat pyl azabránilo se tak hybridizaci GM anormálních stromů. Tím by se také ulevilo lidem alergickým na pyl. Je snaha orozluštění genetického kódu stromů; za vhodného kandidáta byl vybrán topol Populus balsamifera (genom 550 Mb). Pro srovnání, borovice Pinus taeda má genom velký 20 000 Mb, její genom je také sekvenován.


  Vroce 1994 se podařilo transgenozí dosáhnout změn složení lipidů. Do genomu tabáku byla vnesena antisens konstrukce, která inaktivuje geny pro cinnamyl alkoholdehydrogenázu, enzym katalyzující poslední krok biosyntézy prekursoru ligninu. Lignin byl pak pozměněn ve složení istruktuře abyl přístupnější chemické extrakci. Xylemová pletiva měla červenohnědou barvu. Genová konstrukce vnesená do genomu osiky podmiňuje červenohnědou barvu dřeva jako nový, nábytkářsky dobře využitelný znak podmíněný transgenozí.


  Zásobní bílkoviny semen


  Manipulace se spektrem zásobních bílkovin semen se provádí se dvěma praktickými cíli:


  
    	Optimalizace spektra aminokyselin vzásobních proteinech semen. Semena rostlin, zvláště luskovin aobilovin, slouží kpotravinářským akrmivářským účelům, ale zhlediska složení aminokyselin nejsou plnohodnotná. Semena luskovin mají nedostatek methioninu acysteinu, obilninám chybí lysin amethionin. Cílem genových manipulací je doplnit zásobní proteiny semen otypy, které obsahují nadbytek těchto aminokyselin.


    	Ve specifických případech je výhodné, aby byly do genomu vneseny geny pro další proteiny, které by mohly být ukládány podobně jako zásobní proteiny, protože jsou vtéto formě snadno extrahovatelné avyužitelné např. farmakologicky.

  


  Proteiny semen Brassica napus jsou významné zhlediska vyváženého, plnohodnotného složení aminokyselin, protože pokrutiny zbylé ze semen řepky po extrakci olejů se používají jako krmivo. Proteiny semen řepky mají nedostatek aminokyselin lysinu amethioninu. Byl klonován gen pro zásobní protein semen zBertholetia excelsa (paraořech). Tento albumin 2S obsahuje vysoký podíl methioninu. Jeho gen, ispůvodním promotorem, byl vnesen do genomu řepky. Vsemenech dochází kexpresi transgenu atím ke zlepšení složení aminokyselin vjejich proteinech.


  Stejný gen, ale pro protein legumin Vicia faba, byl včleněn také do genomu Vicia narbonensis a projevoval se v semenech této vikvovité rostliny, v nichž se trojnásobně zvýšil obsah methioninu.


  Trvanlivost plodů rajčat


  Existují dva typy transgenních rajčat. První typ jsou rajčata sgenem flavr savr, izolovaným zcv. Caligrande. Později byl využit syntetický transgen. Gen řídí tvorbu antimediátorové-RNA, která blokuje tvorbu (vyřazuje zčinnosti normální gen rajčat) polygalakturonidázy. Polygalakturonidáza je enzym, který se podílí na poslední fázi zrání plodů. Způsobuje rozklad pektinů ve středních lamelách buněčných stěn. Tento gen se do rajčat vnášel proto, že se předpokládalo, že aktivita enzymu způsobuje měknutí plodů. Zjistilo se, že tomu tak není, že ztráta aktivity enzymu sice měknutí plodů nezabrání, zabrání však do značné míry kažení plodů aplody získají lepší chuťové vlastnosti. Obchodní skladovatelnost se prodloužila z1 až na 2 až 3 týdny.


  Druhý gen, který byl do dědičného základu rajčat vnesen, aby zlepšil vlastnosti plodů, je opět syntetický gen, který zamezuje expresi jednoho zgenů pro syntézu etylénu. Etylén je plynný rostlinný hormon. Signál zprostředkovaný etylénem spouští mimo jiné kaskádu procesů, které vedou ke zrání plodů. Pokud se vprůběhu vývoje plodů etylén vpříslušnou dobu netvoří, plody nečervenají anedozrávají azůstávají na keřích velké azelené. Je možno je pak sklidit všechny najednou, bez poškození je transportovat aještě po transportu delší dobu skladovat. Jestliže mají dozrát, dají se do kontejneru, do kterého se vpustí etylén. Ke spotřebiteli se pak dostanou plody voptimální kvalitě, čerstvě dozrálé anepoškozené.


  Tato rajčata byla uvolněna do americké prodejní sítě k1. 6. 1994. Bylo prokázáno, že zbytky příslušné DNA ibílkoviny nejsou dieteticky závadné.


  Hormon etylén vyžaduje specifické receptory pro citlivost apřenos signálu po směru reakce. Nově byly genetické manipulace biosyntézy etylénu zaměřeny na identifikaci genu kódujícího tento specifický receptor. Gen Etr1-1 kóduje mutovaný receptor, který kóduje dominantní necitlivost ketylénu uA. thaliana, azpůsobuje významné zpoždění ve zrání plodů urajčete apetúnie.


  Pylová sterilita


  Praktický význam pylové sterility vklasických šlechtitelských postupech spočívá především vnuceném cizosprášení pro produkci heterózního osiva. Při tvorbě transgenních odrůd je často požadavek, aby transgen nebyl přenášen pylem, tedy požadavek pylové sterility. Pylová sterilita využitelná ve šlechtění (jaderně cytoplazmatický typ sobnoviteli fertility) neexistuje uvšech odrůd kulturních rostlin aje tedy žádoucí, aby transgenoze přinesla široce využitelné systémy. Takovéto systémy jsou vsoučasné době asi čtyři.


  První systém využívá chimérického genu pro barnázu zBacillus amyloliquifaciens. Barnáza je extracelulární vysoce aktivní nukleáza této bakterie, která degraduje jak RNA, tak DNA. Je syntetizována jako neaktivní pre-proenzym, kjehož jedné úpravě dochází při opuštění bakteriální buňky aodstranění signálního peptidu, apotom teprve vně bakteriálních buněk ke druhé úpravě avzniku aktivního enzymu. Vbakteriálních buňkách současně existuje vnitrobuněčný inhibitor, protein barstar, který má 89 aminokyselin. Příslušný gen byl rovněž klonován. Upravený zkrácený gen pro barnasu (zbavený sekvencí, jež jsou uvzniklého proteinu upravovány) byl zařazen za promotor specifický pro tapetovou vrstvu buněk tabáku (označen TA29) avnesen transgenozí do genomu tabáku ařepky olejné. Tím způsobil selektivní destrukci tapetových buněk prašníků anásledně degeneraci pylových zrn. Stejný vliv měl ichimérický gen pro ribonukleázu T1 zAspergillus oryzae spromotorem TA29. Pokud se použije obdobným způsobem vjiné transgenní linii gen barstar se stejným promotorem, pak tato linie může působit obdobně jako obnovitel fertility při klasické cytoplazmaticko-jaderné pylové sterilitě.


  Jaderně podmíněná pylová sterilita byla získána uPetunia hybrida blokádou syntézy flavonoidů vprašnících, která vedla kpředčasnému zastavení vývoje pylu. Bylo toho dosaženo jednak transgenozí jednak antisens genem ajednak kosupresí, tedy vnesením transgenu pro chalkonsyntázu, jehož přítomnost vedla kpotlačení vlastního genomového genu pro chalkonsyntázu. Tento enzym katalyzuje první krok syntézy prekurzorů flavonoidů. Kobnovení fertility byly flavonoidy aplikovány na bliznu nebo jako příměs pylu.


  Třetí systém byl zatím použit pouze utabáku. Pylové sterility tam bylo dosaženo expresí genu rolC Agrobacterium rhizogenes řízeného promotorem 35S. Exprese genu však vedla kmorforegulačním změnám. Fertilita byla obnovena expresí genu pro antisens RNA uF1 hybridů.


  Čtvrtý systém byl rovněž využit utabáku. Je to inducibilní systém destrukce specifických rostlinných pletiv. Je založen na aktivitě genového produktu genu E. coli argE, který mění netoxickou látku N-acetyl-fosfinotricin na herbicid fosfinotricin. Urostlin, které nesou tento gen, kjehož expresi dochází specificky vtapetálních buňkách prašníků, je tvorba pylu blokována po postřiku rostlin netoxickou koncentrací N-acetyl-fosfinotricinu.


  Nové typy rostlin


  Rýže s provitaminem A


  Hlavní potravina asi pro 4 miliardy lidí je rýže. Hlavním problémem především vchudých zemích je nedostatek vitamínu A. Symptomem nedostatku je šeroslepost až úplná slepota. Uvádí se, že asi 124 mil. dětí má nedostatek vitaminu A, slepota postihuje až 0,5 mil. dětí ročně. Proto je snaha obohatit rýži oβ karoten = provitamin A. Prostřednictvím genetických modifikací byla provedena introdukce tří genů do genomu rýže, jejichž exprese vedla ktvorbě provitaminu vendospermu.


  Byly to geny psy (phytoen syntáza) z narcisu s promotorem specifickým pro endosperm, ctrl (karoten desaturáza) z bakterie Erwina a gen lcy pro enzym lykopen β-cyklázu. Tato modifikovaná rýže má žlutooranžovou barvu, proto se jí říká zlatá rýže. Další modifikace u rýže má za cíl zvýšit obsah železa.


  Řepka olejná a sója se zvýšeným obsahem vitaminu E


  Arabidopsis hraje důležitou roli ipři odhalování genů, které mají příznivý dopad nenutriční kvalitu plodin. Cestou pozičního klonování genů uA. byl identifikován gen VTE3 kódující syntézu enzymu 2-metyl-6phytylbenzoquinol methyltransferázy, který je součástí biosyntézy vitaminu E. Gen pro tento enzym byl dlouho hledán, protože se předpokládalo, že přeměňuje delta-tokoferol na více biologicky aktivní γ-tokoferol. Delta-tokoferol se akumuluje vrelativně vysoké koncentraci usóje adalších olejnin. Transgenní rostliny sóje sexprimovaným genem VTE3 během tvorby semen již neakumulují delta-tokoferol, tak zlepšují nutriční hodnotu sójového oleje. Koexprese VTE3 aArabidopsis gamma-tokoferol metyltransferázy VTE4 vsemenech způsobuje 100% akumulaci alpha-tokoferolu, který je biologicky nejvíce aktivním tokoferolem. Tak introdukce dvou genů Arabidopsis zlepšuje nutriční kvalitu sójového ařepkového oleje ve srovnání se standardem.


  Kávovník sbezkofeinovými boby


  Brazilskými vědci byly identifikovány rostliny kávovníku Coffea arabica téměř bezkofeinové (3 keříky z 3000) v důsledku spontánních mutací. Problém se řeší efektivněji genetickými modifikacemi. Pěstují s již rostliny, kterým chybí klíčový gen pro tvorbu kofeinu, a produkují o 50 až 70 % méně této látky. Toto snížené množství je i v zrnkách budoucí kávy. Podařilo se tak vytvořit produkt, který má srovnatelné množství kofeinu jako u produktů, u nichž je kofein odstraňován fyzikálními metodami. Alkaloid kofein se extrahuje ze zrn organickými rozpouštědly nebo kysličníkem uhličitým. První způsob je levný, ale používaná rozpouštědla jsou karcinogenní, a v kávě mohou zůstat stopy rozpouštědla. CO2 je neškodný, ale aby se z plynu stalo rozpouštědlo, je třeba jej zkapalnit a zchladit. Celý proces je energeticky a technologicky náročný a výsledný produkt se prodražuje. Často se odstraňují i žádoucí aromatické látky.


  U GM plodiny je káva bez kofeinu bez jakýchkoliv vedlejších nákladů. Kávovníkové keře se sníženým obsahem kofeinu patří ke kávovníku Coffea canephora. Na tvorbě kofeinu v rostlinách se podílí tři enzymy. Genetická modifikace je založena na zabránění exprese jednoho genu


  Odolnost vůči stresovým faktorům


  Je známo několik typů transgenů, které zvyšují odolnost rostlin ksuchu aknízkým teplotám. Jeden znich je gen SacB zBacillus subtillis. Tento gen kóduje enzym levansukrázu, který podmiňuje syntézu aakumulaci fruktanů. Transgen má promotor 35S ajeho kódující sekvence navíc signální sekvenci pro přenos enzymů do mitochondrií. Fruktany jsou molekuly polyfruktózy, které jsou produkovány některými bakteriemi aněkterými rostlinami. Rostlinné fruktany se skládají z10200 molekul fruktóz bakteriální mohou být ještě podstatně větší. Jsou rozpustné, mají schopnost depolymerace aopětné polymerace atím ovlivňují stabilitu osmotické hodnoty při suchu anízkých teplotách. Gen SacB, vnesený do genomu tabáku, zvyšuje toleranci ksuchu. Zvýšenou toleranci ksuchu podmiňuje také vnesení upraveného bakteriálního genu pro cholindehydrogenasu do rostlinného genomu. Tento enzym podmiňuje syntézu glycin betainu, což je rovněž osmotikum, které zvyšuje odolnost ksuchu. Transgenní tabák je tak schopen růst na médiu svysokým obsahem chloridu sodného.


  Zajímavou skupinu transgenů tvoří geny pro metalothioneiny. Jsou to živočišné proteiny, které mají schopnost pevně vázat některé toxické těžké kovy, jako např. kadmium, olovo, rtuť. Cílem praktického využití transgenních rostlin stěmito geny je získat rostliny, které by sloužily jako odpadní koše ačistily půdu při rekultivacích.


  Rezistence kchladu asuchu


  K odstranění oxidativního stresu se využívá antioxidantů, genů, kódujících látky enzymatické i neenzymatické povahy, které mají schopnost odstraňovat kyslíkové radikály. Příkladem je superoxiddizmutáza; gen z tabáku byl vnesen do genomu vojtěšky.


  Odolnost vůči dehydrataci je možné řešit prostřednictvím změn ve složení lipidů plazmatické membrány. Trstuje se gen izolovaný ze sinice a změny ve spektru mastných kyselin prostřednictvím enzymu delta-desturázy, který tento gen kóduje. Dochází k menším ztrátám vody.


  Geny pro fruktany jako osmoprotektanta se využívají k ochraně enzymů a membrán před poškozením.


  Rezistence k zasolení – je známo, že v rostlinách je protein, který vychytává sůl a ukládá ji v oddělených kompartmentech uvnitř rostlinných buněk. Pokud je soli hodně, bílkovina nestačí všechnu sůl zabudovat a volná sůl přítomná v rostlině naruší normální biochemické pochody v buňkách, a rostlina usychá. Bylo vytvořeno geneticky modifikované rajče, které vytváří více proteinu transportujícího sůl, a to rostlině dovoluje růst a produkovat plody i v případě, že je zalévána 50x slanější vodou než je běžné. Rajče odolává vodě, která obsahuje třetinu solí vody mořské. . Gen byl získán z arabidopsis – AtNHX1.


  Rajče je obecně považováno za citlivé k chladu. Stejně jako u arabidopsis konstitutivní exprese transkripčního faktoru CBF1 (C-repeat/dehydratation response element binding factor 1) z rodiny AP2/EREBP způsobuje zvýšenou toleranci k chladu, oxidativnímu stresu a vodnímu deficitu u rajčete a řepky olejky.


  Tvorba protilátek


  Vživočišných organizmech jsou protilátky důsledkem variability základních proteinů imunoglobulinů. Molekula imunoglobulinu je tvořena ze čtyř polypeptidových řetězců, ze dvou těžkých řetězců ostejné primární struktuře aze dvou lehkých řetězců. Těžké řetězce obsahují asi 430 aminokyselinových zbytků alehké asi 214. Molekula imunoglobulinu je tvořen pohromadě bisulfidickými vazbami. Každý řetězce sestává ze dvou základních oblastí:


  
    	konstantní oblasti (C). To je úsek, který se vyznačuje relativně neměnnou sekvencí aminokyselin.


    	variabilní oblasti (V). To je úsek, kterým se imunoglobuliny příslušného typu těžkého nebo lehkého řetězce navzájem liší.

  


  Variabilní oblast každého řetězce je složena ze tří hypervariabilních úseků a čtyř úseků základní struktury. Hypervariabilní úseky jsou na rozdíl od úseků základní struktury značně proměnlivé a tvoří vazebná místa pro antigen. Specifita imunoglobulinu vzhledem k antigenu je tedy podmíněna primární strukturou variabilní oblasti. Část konstantní oblasti těžkého řetězce je flexibilní a svou flexibilitou usnadňuje vazbu antigenu k imunoglobulinu.


  Úplná molekula IgG má tvar písmene Y a má mnoho nezávislých domén. U člověka je 5 základních typů těžkých řetězců, které se dělí na další podtypy. Podle toho, jaký typ nebo podtyp těžkého řetězce se v molekule imunoglobulinu vyskytuje, zařazujeme ho do jedné z pěti tříd:


  
    	IgG se nacházejí jako protilátky vséru,


    	IgM se vyskytují jako receptory na povrchu B-lymfocytů,


    	IgA se vyskytují ve slinách,


    	IgD působí jako receptory vnezralých lymfocytech,


    	IgE se vyskytují při parazitární imunitní odpovědi.

  


  Vprůběhu zrání B lymfocytů dochází kčastým rekombinacím vhypervariabilních oblastech ato vede kvelké variabilitě imunoglobulinů. Monoklonální protilátky obsahují jen jeden typ imunoglobulinů. Teoreticky může vzniknout nejméně 500 milionů kombinací. Geny pro monoklonální protilátky je možno vnést do rostlinného genomu. Nemusí obsahovat celý lehký acelý těžký řetězce, ale jen jejich variabilní oblasti (Fab antibody binding fragment). Využití transgenních rostlin pro produkci monoklonálních protilátek bylo poprvé publikováno vr. 1989. Pro produkci celé protilátky je třeba vnést do rostlinného genomu gen pro lehký řetězec igen pro těžký řetězec. Oba mohou být na jednom úseku exogenní DNA (jedné T-DNA) nebo mohou geny pro lehký atěžký řetězec existovat ve dvou různých transgenních liniích ake vzniku protilátky dojde až po zkřížení obou linií.


  IgG jsou vylučovány do mezibuněčných prostor. Zmenšené deriváty těchto proteinů však jsou lokalizovány vcytoplasmě. Úseky, které jsou schopny vázat antigeny, tvoří jen malou část celé molekuly. Kimunitní odpovědi stačí, aby rostlinné buňky syntetizovaly tyto úseky (domény Fv). Dalším zjednodušením je, že tyto domény se skládají jen zjednoho řetězce, místo obvyklých dvou scFv (single chain Fv). Tyto scFv fragmenty jsou velmi malé aodpadají problémy spojené se vzájemným připojením obou velkých molekul řetězců. Gen pro scFv je syntetická sekvence DNA, která kóduje variabilní lehkou avariabilní těžkou doménu. Obě jsou spojeny vazebnou sekvencí atvoří malý polypeptid (asi 28kDa). Tyto scFv mohou být dále modifikovány. Například dva různé scFv mohou být spojeny. Tyto fragmenty mohou být použity proti některým regulačním proteinům rostlinných buněk, nebo proti rostlinným patogenům, např. virovým proteinům.


  Předpokládá se, že rostliny budou zdrojem nejlacinějších protilátek. Bylo prokázáno, že rostliny budou vhodné pro pasivní imunizaci spočívající v pojídání transgenních rostlin obsahujících fragmenty protilátek. Protilátky, využitelné v průmyslu mohou být ukládány v semenech rostlin a tam dlouhodobě skladovány, dokud nebudou izolovány.


  Prvním příkladem produkce funkční protilátky rostlinou (tabák) byl myší imunoglobulin IgG1. Tvorba protilátky se skládala ze dvou kroků. V 1. kroku byly vytvořeny dvě transgenní linie tabáku vždy s jedním genem pro těžký nebo pro lehký řetězec. V 2. kroku byly kříženy dvě rostliny produkující odlišný řetězec a byl vytvořen hybrid mající v genomu oba geny a produkující kompletní protilátku v listech, kde byla součástí proteinů (1,3 %).


  Protilátky proti Streptococcuc mutans, původci zubního kazu, působí průkazně proti této bakterii. Protilátky rozpoznávají streptokokový antigen a brání kolonizaci patogena v ústní dutině. Ke genetické modifikaci byl použit tabák. Do jedné linie rostlin tabáku byl introdukován gen pro těžký řetězec, do druhé gen pro lehký řetězec. Kompletní protilátky produkovaly hybridní rostliny získané křížením obou typů rostlin


  V roce 1999 firma Monsanto vyprodukovala rostlinné protilátky proti herpesvirům. Pokusným objektem byla sója. Byly získány čtyři typy rostlin, které produkovaly H řetězec, L řetězec, J (joining, nezbytný pro tvorbu dimerů) řetězec a sekreční komponentu. Teprve křížením jednotlivým rostlin byl vytvořen čtyřnásobný hybrid produkující kompletní protilátku.


  V roce 1999 byla také publikována zpráva, že byla vytvořena rostlinná terapeutická vakcína, která je schopna bránit růstu experimentálně udržovaných nádorových buněk myši (non-Hodgins lymphoma cells). U laboratorní myši docházelo k uzdravení 80 % zvířat, při čemž v kontrolním vzorku všechny myši do tří týdnů umíraly. Vakcína proti této chorobě existuje, produkuje se biotechnologicky savčími buňkami v kultuře a je velice drahá. Produkce rostlinnými buňkami je mnohem levnější a je naděje, že bude možno využít rostlinné vakcíny k léčení některých nádorových onemocnění u lidí.


  Rostlinné vakcíny


  Transgenní rostliny mohou produkovat proteiny, které jsou vlastní lidským patogenům, napadajícím epiteliální membrány. Jedná se obakterie aviry, způsobující nachlazení, ale také ty, které jsou přenášeny kontaminovanými potravinami nebo pohlavním stykem. Vakcíny, účinné proti těmto infekcím, stimulují mukózní imunitní systém kprodukci imunoglobulinů IgA (S-IgA). Tato imunitní odpověď vzniká vbuňkách epitelu respiračního atrávicího traktu. Kimunizaci dochází pojídáním čerstvé zeleniny nebo jiných rostlinných produktů. Transgenní rostliny, unichž vjedlých pletivech dochází kprodukci antigenů, mohou být využívány jako levné "potravinové vakcíny". Zatím byly USA patentovány některé transgeny, využitelné vrostlinách jako vakcíny. Prozatím se počítá sjejich využitím vrostlinách tabáku abramboru, perspektivně banánů, jahod, salátu, ředkviček, mrkve, rajčat atp. Jsou to zejména tyto transgeny:


  
    	Protein spaA ze Streptococcus mutans. Tato bakterie se vyskytuje vústní dutině člověka aje hlavní příčinou zubních kazů. Vlistech transgenního tabáku její uvedený protein tvoří asi 0,02 % proteinu listů.


    	Povrchový antigen hepatitis B (HBsAg). Hrubý extrakt listů tabáku obsahuje 0,01 % tohoto proteinu zcelkového množství proteinů listů. Byl použit k imunizaci myší avyvolával imunitní reakci.


    	Termolabilní enterotoxin B zE. coli apodjednotka B toxinu cholery. Vzemích třetího světa se občas objevuje nakažlivé průjmové, někdy smrtelné onemocnění, způsobené některými kmeny E. coli. Enterotoxin (LT) zE. coli je multimerní protein, který je strukturně, funkčně iantigenními vlastnostmi podobný toxinu cholery (CT). Umyší byl prokázán imunitní charakter transgenních rostlin tabáku abramboru.

  


  Farmakologicky využitelné vzácné proteiny


  Khlavním úspěchům genového inženýrství již vletech 19801990 patřilo, že byly klonovány geny pro lidský inzulin, interferon arůstový hormon. Biotechnologické firmy tyto vzácné proteiny začaly vyrábět pro terapeutické účely svyužitím transgenních mikroorganizmů aživočichů. Se sekvenováním lidského genomu jsou rozpoznávány aklonovány další geny pro vzácné proteiny, které by mohly reparovat některé genetické choroby člověka. Vmnoha případech nemusí jít jen olidské geny agenetické choroby.


  K hlavním úspěchům genového inženýrství již v letech 1980–1990 patřilo, že byly klonovány geny pro lidský inzulin, interferon a růstový hormon. Biotechnologické firmy tyto vzácné proteiny začaly vyrábět pro terapeutické účely s využitím transgenních mikroorganizmů a živočichů. Se sekvenováním lidského genomu jsou rozpoznávány a klonovány další geny pro vzácné proteiny, které by mohly reparovat některé genetické choroby člověka. V mnoha případech nemusí jít jen o lidské geny a genetické choroby.


  Hirudin je protein, který působí proti srážení krve. Patologickým typem srážení krve u starších osob je trombóza a při jejím léčením se využívá antitrombinových látek. Z nich nejznámější je heparin. Ten ale má své nevýhody. Pijavky mají ve svých slinách antikoagulační protein hirudin. Je to malý protein (7kDa), který je vysoce acidický, tvoří komplexy s trombinem a je to nejsilnější existující inhibitor trombinu. Je to farmakologicky významný protein, který již byl biotechnologicky vyráběn (prostřednictvím E. coli, Streptomyces, bakulovirů, kvasinek). Ten však je řádově méně účinný než přírodní. Přírodní hirudin obsahuje v poloze 63 tyrosin, na který je vázána síra, ale vyráběný prostřednictvím mikroorganizmů tuto anomální aminokyselinu neobsahuje. Nyní je možnost ho produkovat prostřednictvím transgenních rostlin. Upravený chimérický gen byl včleněn do genomu Brassica napus tak, aby polypeptid kódující hirudin byl součástí proteinu oleosinu. Oleosiny jsou proteiny, které se nacházejí v membránách olejových tělísek buněk zásobních orgánů semen. Vyznačují se tím, že se velmi snadno extrahují a s nimi se extrahuje i hirudin. Ten se od oleosinu oddděluje proteolytickým štěpením. Jedná se tedy o vnesení fúzního transgenu oleosin hirudin.


  Další skupina proteinů, o jejichž produkci prostřednictvím transgenních rostlin se uvažuje, jsou některé minoritní proteiny lidské krevní plazmy. Ty jsou rovněž produkovány pomocí savčích buněk in vitro, ale produkce prostřednictvím rostlin je často výhodnější. Jedním z takovýchto proteinů je cytokin GM-CSF. Ten je potřebný po transplantaci kostní dřeně, kdy často dochází k infekcím a tento protein zvyšuje imunitu. Gen byl klonován a kódující sekvence má 432bp. Polypeptid má signální peptid 17 aminokyselin a zralý polypeptid má délku 127 aminokyselin. Pro expresi v rostlinách bylo třeba zkonstruovat chimerický gen, který má jiný signální peptid. Byl to signální peptid gluteinu rýže a z téhož genomu byl také promotor. Docházelo k dostatečné expresi proteinu v semenech tabáku a není pochyb o tom, že v současné době je již protein exprimován v semenech některých produkčně výhodných kulturních druhů rostlin.


  Dalšími kandidáty jsou geny pro faktory srážlivosti krve pro léčení hemofilie FVIII a IX. Je velmi pravděpodobné, že některé proteiny, produkované v zásobních proteinech semen, budou vhodné přímo ke konzumaci bez izolace pro aktivní i pasivní imunizaci.


  Jiný typ lidských proteinů, které bude vhodné produkovat prostřednictvím transgenních rostlin, jsou proteiny lysozómů. Lysozómy jsou degradativní organely živočišných buněk a jsou důležité pro degradaci makromolekul a recyklaci vzniklých monomerů. Lysozomy obsahují nukleázy, fosfatázy, proteázy a další enzymy, které degradují polysacharidy a lipidy. Absence některé ze specifických hydroláz v lysozymech vede k hromadění nerozložených molekul substrátu a u člověka to má za následek pestré klinické obrazy. Např. Tay-Sachsova nemoc, která vede v nervových buňkách k hromadění gangliosidu GM2, vede k smrti obvykle ve věku dítěte kolem pěti let. Gaucherova choroba je defektem enzymu glukocerebrosidu (kyselé b-glukosidázy) a vede k akumulaci glykosfingolipidů v buňkách makrofágů, což vede k vážným poruchám kostry a trávicího traktu. Tato dědičná choroba se dá léčit dodáváním chybějícího enzymu, problém je však jeho získávání v dostatečném množství. Velmi vhodné jsou pro jeho produkci transgenní rostliny. Chimérický gen byl vnesen do genomu tabáku a projevuje se v proteinech listů v míře, při níž se již vyplatí jej extrahovat.


  
    
      	Produkt

      	Druh transgenní rostliny
    


    
      	Krevní proteiny

      	
    


    
      	albumin

      	brambor atabák
    


    
      	enkefaliny

      	tabák, Arabidopsis thaliana
    


    
      	interferon a

      	rýže
    


    
      	GM-CSF

      	tabák
    


    
      	scFv

      	tabák
    


    
      	Potenciální vakcíny

      	
    


    
      	HIV, rhinovirus

      	Vigna
    


    
      	HBsAg

      	tabák
    


    
      	endotoxin E. coli

      	tabák abrambor
    


    
      	antigen malárie

      	tabák
    


    
      	lidský sérový albumin

      	tabák, brambor
    


    
      	virus neštovic

      	tabák
    

  


  
    Tab. 9.2 Lidské farmakologicky významné proteiny produkované transgenními rostlinami
  


  Tvorba fytáz


  Fytáza je enzym, který je univerzálně rozšířen apodmiňuje degradaci kyseliny fytové, která je hlavní zásobní formou fosforu vsemenech. Rostliny nemají dostatek tohoto enzymu. Fytáza z Aspergillus niger přeměňuje kyselinu fytovou na další formy apak dochází až kpřeměně na fosfor. Upřežvýkavců mikroflóra zajišťuje rozložení kyseliny fytové rostlinného původu až na využitelný fosfor. Avšak vtrávicím traktu drůbeže zůstává většina anorganického fosforu nespotřebována aje výhodné, aby hladina fytázy vrostlinách byla zvýšena. Kyselina fytová je navíc antinutričním faktorem, který brání vstřebávání dalších minerálů, jako je železo, zinek, vápník nebo hořčík. Gen pro fytázu zAspergillus niger se projevuje vgenomu tabáku auvažuje se iobiotechnologické produkci enzymu prostřednictvím rostlinných buněk.


  Tvorba biodegradovatelných polyesterů


  Organizmy mohou za specifických podmínek uchovávat uhlík aenergii ve formě osmoticky inertních polymerů. Ubakterií to mohou být polyestery jako poly (3-hydroxybutyrát) (PHB) ajiné poly(3-hydroxyalkanoáty) (PHA). Tyto látky jsou využitelné jako biodegradovatelné plasty. Jsou značně perspektivní vzhledem ke zvyšujícím se problémům hromadění umělohmotného odpadu. Polyhydroxyalkanoáty jsou syntetizovány např. vbakteriích Pseudomonas aeruginosa, P. oleovorans nebo Alcaligenes eutrophus. Tvorba PHB je ubakterií zprostředkována třemi enzymy:


  
    	3-ketothiolasou (gen phbA)


    	NADH-dependentní acetoacetyl-CoA reduktázou (gen phbB) a


    	PHB syntázou, také nazývanou PHB polymerázou (gen phbC).

  


  Produkce PHB je vázána na syntézu mastných kyselin, jejíž podstatná část probíhá vchloroplastech.


  Polyhydroxybutyrát se hromadí vtransgenních rostlinách Arabidopsis thaliana, které jej syntetizují. Do genomu Arabidopsis thaliana byly přeneseny upravené 3 bakteriální geny, které mají všechny promotor 35S. PHB se hromadí vlistech, vbuněčných inkluzích vcytoplasmě, vakuolách ibuněčném jádře, ale tvoří jen asi 0,14 % sušiny. Akumulace PHB se silně zvyšuje, jestliže je dopravován do chloroplastů. Tvoří potom až 14 % sušiny. Produkce polyhydroxybutyrátu prostřednictvím Arabidopsis thaliana je jen modelový přístup. Pro vlastní průmyslovou produkci se předpokládá, že tento polymer bude produkován vplastidech hlíz bramboru. Pravděpodobně by pro tento účel byly vhodné již existující transgenní brambory, jejichž hlízy neobsahují škrob. Uvažuje se rovněž oakumulaci vsemenech. Přitom je samozřejmou podmínkou, aby transgenní rostliny nebyly závadné pro ekosystémy ačlověka. Rostlinné části, kumulující PHB nebudou vhodné kpožívání. Nemohou to tedy být takové rostlinné části, které obvykle slouží jako potrava nebo krmivo, aby nedošlo kzáměně. Nemohou to být ani semena plodin, která jsou příležitostně konzumována ptáky. Produkce PHB bude vyžadovat podrobný rozbor zhlediska zajištění neškodnosti transgenních rostlin. Předpokládá se, že to budou semena takových rostlinných druhů, která nejsou pojídána člověkem ani požírána zvířaty (např. Ricinus communis).


  Transgenozí bylo dosaženo také akumulace fruktanů vrostlinných pletivech. Fruktany jsou některými rostlinami syntetizovány. Jsou to polyfruktosové molekuly, které slouží kakumulaci cukrů. Ve vakuolách jsou enzymy, které mění sacharosu na fruktany aty pak mohou být degradovány specifickými hydrolasami. Zatímco rostlinné fruktany se skládají z560 zbytků fruktosy, bakteriální se skládají až ze 100 000 zbytků fruktosy (urodů Bacillus, Pseudomonas, Streptopcoccus). Gen SacB zBacillus subtillis, který kóduje příslušný enzym levansacharasu byl modifikován avnesen do buněk tabáku. Transgenní rostliny akumulovaly fruktany shodné sbakteriálními vmnožství 38 % sušiny. To otevírá perspektivu produkce fruktanů pro potravinářské iprůmyslové účely prostřednictvím transgenních rostlin. Kromě toho gen SacB, vnesený do genomu tabáku, zvyšuje toleranci ksuchu. Zvýšenou odolnost ksuchu podmiňuje také vnesení upraveného bakteriálního genu pro cholindehydrogenázu do rostlinného genomu. Tento enzym podmiňuje syntézu glycin betainu, což je rovněž osmotikum, které zvyšuje odolnost ksuchu. Transgenní tabák je pak schopen růst na mediu svysokým obsahem chloridu sodného.


  Fytoremediace


  Existují transgenní rostliny, které jsou schopné měnit toxickou formu dvojmocných iontů rtuti na mnohem méně toxickou formu elementární rtuti. Transgenních rostlin se již ujala biotechnologická firma PhytoWork Inc., která chce produkovat transgenní rostliny pro remediaci.


  Zajímavou skupinu tvoří geny pro metalothioneiny. To jsou živočišné proteiny, které mají schopnost pevně vázat některé toxické těžké kovy, jako například kadmium. Většina rostlin hromadí kadmium vkořenech, ale usalátu, tabáku aněkterých dalších se kadmium dostává ido listů. Jakýkoli způsob konzumace rostlin pak může nepříznivě ovlivňovat lidské zdraví. Jsou dva způsoby využití transgenů pro metalothioneiny:


  
    	Exprese vkořenech zdržuje toxické kovy již vkořenech anedovolí jim hromadit se vpožívaných částech rostlin.


    	Druhou možností je využít rostlin ktzv. bioremediaci, t.j. odstranění toxických látek způdy tím, že budou ve zvýšené míře akumulovány vrostlinách aty pak zlikvidovány.

  


  Ničivé účinky trinitrotoluenu (TNT) se neomezují jen na exploze. TNT alátky vznikající jeho rozkladem jsou pro člověka adalší živé organizmy silně toxické. Nejen výrobní haly, skladiště, ale irozsáhlé prostory vojenských střelnic jsou touto látkou silně kontaminovány. Vlikvidaci TNT by měly pomáhat iGMO. Bakterie Pseudomonas putina sdědičnou informací obohacenou ogen pro světélkující enzym ageny pro enzymy rozkládající TNT se intenzivně množí právě vmístech, kde je půda kontaminována výbušninou. Fluoreskující světlo zrostoucích bakterií pak tato místa jasně označí. Po geneticky modifikovaných bakteriálních průzkumnících může přijít GM úklidová četa. Vlaboratořích byly získány rostliny tabáku sdědičnou informací obohacenou ogen pro nitroreduktázu. Díky ní dokáže tabák rozkládat TNT amůže růst ina půdách znečištěných výbušninou. Při laboratorních pokusech tabáky zlikvidovaly TNT zživné půdy za 3 dny asamy žádné TNT neobsahovaly. Byly jej schopny rozložit na neškodné látky.


  Také byla získána GM bakterie druhu Sinorhizobium meliloti, která je schopná rozkládat dinitrotoluen (DNT), jednu zlátek vznikajících při rozkladu TNT. Mikroorganizmus patří mezi hlízkové bakterie žijící symbioticky na kořenech motýlokvětých rostlin (bobovité, Fabaceae). Kontaminovaná půda byla obohacena jak GM bakterií, také zde byl vysazen hostitel vojtěška. Na jiných pozemcích kontaminovaných DNT vysadili vojtěšku bez bakterií. Vojtěška podporovaná GM bakteriemi vytvořila dvakrát tolik zelené hmoty než vojtěška bez GM bakterií. Navíc rostliny abakterie dokázaly způdy odstranit téměř všechen DNT ipři velmi silném znečištění.


  On-line prezentace


  Ke kapitole Geneticky modifikované rostliny.


  Téma Genetické modifikace rostlin


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
  


  Téma Genetické modifikace pro zlepšení výživy člověka


  
    On-line prezentace ve formátu PDF
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this.createjs=this.createjs||{},createjs.extend=function(a,b){"use strict";function c(){this.constructor=a}return c.prototype=b.prototype,a.prototype=new c},this.createjs=this.createjs||{},createjs.promote=function(a,b){"use strict";var c=a.prototype,d=Object.getPrototypeOf&&Object.getPrototypeOf(c)||c.__proto__;if(d){c[(b+="_")+"constructor"]=d.constructor;for(var e in d)c.hasOwnProperty(e)&&"function"==typeof d[e]&&(c[b+e]=d[e])}return a},this.createjs=this.createjs||{},createjs.indexOf=function(a,b){"use strict";for(var c=0,d=a.length;d>c;c++)if(b===a[c])return c;return-1},this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c){this.type=a,this.target=null,this.currentTarget=null,this.eventPhase=0,this.bubbles=!!b,this.cancelable=!!c,this.timeStamp=(new Date).getTime(),this.defaultPrevented=!1,this.propagationStopped=!1,this.immediatePropagationStopped=!1,this.removed=!1}var b=a.prototype;b.preventDefault=function(){this.defaultPrevented=this.cancelable&&!0},b.stopPropagation=function(){this.propagationStopped=!0},b.stopImmediatePropagation=function(){this.immediatePropagationStopped=this.propagationStopped=!0},b.remove=function(){this.removed=!0},b.clone=function(){return new a(this.type,this.bubbles,this.cancelable)},b.set=function(a){for(var b in a)this[b]=a[b];return this},b.toString=function(){return"[Event (type="+this.type+")]"},createjs.Event=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){this._listeners=null,this._captureListeners=null}var b=a.prototype;a.initialize=function(a){a.addEventListener=b.addEventListener,a.on=b.on,a.removeEventListener=a.off=b.removeEventListener,a.removeAllEventListeners=b.removeAllEventListeners,a.hasEventListener=b.hasEventListener,a.dispatchEvent=b.dispatchEvent,a._dispatchEvent=b._dispatchEvent,a.willTrigger=b.willTrigger},b.addEventListener=function(a,b,c){var d;d=c?this._captureListeners=this._captureListeners||{}:this._listeners=this._listeners||{};var e=d[a];return e&&this.removeEventListener(a,b,c),e=d[a],e?e.push(b):d[a]=[b],b},b.on=function(a,b,c,d,e,f){return b.handleEvent&&(c=c||b,b=b.handleEvent),c=c||this,this.addEventListener(a,function(a){b.call(c,a,e),d&&a.remove()},f)},b.removeEventListener=function(a,b,c){var d=c?this._captureListeners:this._listeners;if(d){var e=d[a];if(e)for(var f=0,g=e.length;g>f;f++)if(e[f]==b){1==g?delete d[a]:e.splice(f,1);break}}},b.off=b.removeEventListener,b.removeAllEventListeners=function(a){a?(this._listeners&&delete this._listeners[a],this._captureListeners&&delete this._captureListeners[a]):this._listeners=this._captureListeners=null},b.dispatchEvent=function(a,b,c){if("string"==typeof a){var d=this._listeners;if(!(b||d&&d[a]))return!0;a=new createjs.Event(a,b,c)}else a.target&&a.clone&&(a=a.clone());try{a.target=this}catch(e){}if(a.bubbles&&this.parent){for(var f=this,g=[f];f.parent;)g.push(f=f.parent);var h,i=g.length;for(h=i-1;h>=0&&!a.propagationStopped;h--)g[h]._dispatchEvent(a,1+(0==h));for(h=1;i>h&&!a.propagationStopped;h++)g[h]._dispatchEvent(a,3)}else this._dispatchEvent(a,2);return!a.defaultPrevented},b.hasEventListener=function(a){var b=this._listeners,c=this._captureListeners;return!!(b&&b[a]||c&&c[a])},b.willTrigger=function(a){for(var b=this;b;){if(b.hasEventListener(a))return!0;b=b.parent}return!1},b.toString=function(){return"[EventDispatcher]"},b._dispatchEvent=function(a,b){var c,d=1==b?this._captureListeners:this._listeners;if(a&&d){var e=d[a.type];if(!e||!(c=e.length))return;try{a.currentTarget=this}catch(f){}try{a.eventPhase=b}catch(f){}a.removed=!1,e=e.slice();for(var g=0;c>g&&!a.immediatePropagationStopped;g++){var h=e[g];h.handleEvent?h.handleEvent(a):h(a),a.removed&&(this.off(a.type,h,1==b),a.removed=!1)}}},createjs.EventDispatcher=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){throw"Ticker cannot be instantiated."}a.RAF_SYNCHED="synched",a.RAF="raf",a.TIMEOUT="timeout",a.useRAF=!1,a.timingMode=null,a.maxDelta=0,a.paused=!1,a.removeEventListener=null,a.removeAllEventListeners=null,a.dispatchEvent=null,a.hasEventListener=null,a._listeners=null,createjs.EventDispatcher.initialize(a),a._addEventListener=a.addEventListener,a.addEventListener=function(){return!a._inited&&a.init(),a._addEventListener.apply(a,arguments)},a._inited=!1,a._startTime=0,a._pausedTime=0,a._ticks=0,a._pausedTicks=0,a._interval=50,a._lastTime=0,a._times=null,a._tickTimes=null,a._timerId=null,a._raf=!0,a.setInterval=function(b){a._interval=b,a._inited&&a._setupTick()},a.getInterval=function(){return a._interval},a.setFPS=function(b){a.setInterval(1e3/b)},a.getFPS=function(){return 1e3/a._interval};try{Object.defineProperties(a,{interval:{get:a.getInterval,set:a.setInterval},framerate:{get:a.getFPS,set:a.setFPS}})}catch(b){console.log(b)}a.init=function(){a._inited||(a._inited=!0,a._times=[],a._tickTimes=[],a._startTime=a._getTime(),a._times.push(a._lastTime=0),a.interval=a._interval)},a.reset=function(){if(a._raf){var b=window.cancelAnimationFrame||window.webkitCancelAnimationFrame||window.mozCancelAnimationFrame||window.oCancelAnimationFrame||window.msCancelAnimationFrame;b&&b(a._timerId)}else clearTimeout(a._timerId);a.removeAllEventListeners("tick"),a._timerId=a._times=a._tickTimes=null,a._startTime=a._lastTime=a._ticks=0,a._inited=!1},a.getMeasuredTickTime=function(b){var c=0,d=a._tickTimes;if(!d||d.length<1)return-1;b=Math.min(d.length,b||0|a.getFPS());for(var e=0;b>e;e++)c+=d[e];return c/b},a.getMeasuredFPS=function(b){var c=a._times;return!c||c.length<2?-1:(b=Math.min(c.length-1,b||0|a.getFPS()),1e3/((c[0]-c[b])/b))},a.setPaused=function(b){a.paused=b},a.getPaused=function(){return a.paused},a.getTime=function(b){return a._startTime?a._getTime()-(b?a._pausedTime:0):-1},a.getEventTime=function(b){return a._startTime?(a._lastTime||a._startTime)-(b?a._pausedTime:0):-1},a.getTicks=function(b){return a._ticks-(b?a._pausedTicks:0)},a._handleSynch=function(){a._timerId=null,a._setupTick(),a._getTime()-a._lastTime>=.97*(a._interval-1)&&a._tick()},a._handleRAF=function(){a._timerId=null,a._setupTick(),a._tick()},a._handleTimeout=function(){a._timerId=null,a._setupTick(),a._tick()},a._setupTick=function(){if(null==a._timerId){var b=a.timingMode||a.useRAF&&a.RAF_SYNCHED;if(b==a.RAF_SYNCHED||b==a.RAF){var c=window.requestAnimationFrame||window.webkitRequestAnimationFrame||window.mozRequestAnimationFrame||window.oRequestAnimationFrame||window.msRequestAnimationFrame;if(c)return a._timerId=c(b==a.RAF?a._handleRAF:a._handleSynch),void(a._raf=!0)}a._raf=!1,a._timerId=setTimeout(a._handleTimeout,a._interval)}},a._tick=function(){var b=a.paused,c=a._getTime(),d=c-a._lastTime;if(a._lastTime=c,a._ticks++,b&&(a._pausedTicks++,a._pausedTime+=d),a.hasEventListener("tick")){var e=new createjs.Event("tick"),f=a.maxDelta;e.delta=f&&d>f?f:d,e.paused=b,e.time=c,e.runTime=c-a._pausedTime,a.dispatchEvent(e)}for(a._tickTimes.unshift(a._getTime()-c);a._tickTimes.length>100;)a._tickTimes.pop();for(a._times.unshift(c);a._times.length>100;)a._times.pop()};var c=window.performance&&(performance.now||performance.mozNow||performance.msNow||performance.oNow||performance.webkitNow);a._getTime=function(){return(c&&c.call(performance)||(new Date).getTime())-a._startTime},createjs.Ticker=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){throw"UID cannot be instantiated"}a._nextID=0,a.get=function(){return a._nextID++},createjs.UID=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d,e,f,g,h,i,j,k){this.Event_constructor(a,b,c),this.stageX=d,this.stageY=e,this.rawX=null==i?d:i,this.rawY=null==j?e:j,this.nativeEvent=f,this.pointerID=g,this.primary=!!h,this.relatedTarget=k}var b=createjs.extend(a,createjs.Event);b._get_localX=function(){return this.currentTarget.globalToLocal(this.rawX,this.rawY).x},b._get_localY=function(){return this.currentTarget.globalToLocal(this.rawX,this.rawY).y},b._get_isTouch=function(){return-1!==this.pointerID};try{Object.defineProperties(b,{localX:{get:b._get_localX},localY:{get:b._get_localY},isTouch:{get:b._get_isTouch}})}catch(c){}b.clone=function(){return new a(this.type,this.bubbles,this.cancelable,this.stageX,this.stageY,this.nativeEvent,this.pointerID,this.primary,this.rawX,this.rawY)},b.toString=function(){return"[MouseEvent (type="+this.type+" stageX="+this.stageX+" stageY="+this.stageY+")]"},createjs.MouseEvent=createjs.promote(a,"Event")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d,e,f){this.setValues(a,b,c,d,e,f)}var b=a.prototype;a.DEG_TO_RAD=Math.PI/180,a.identity=null,b.setValues=function(a,b,c,d,e,f){return this.a=null==a?1:a,this.b=b||0,this.c=c||0,this.d=null==d?1:d,this.tx=e||0,this.ty=f||0,this},b.append=function(a,b,c,d,e,f){var g=this.a,h=this.b,i=this.c,j=this.d;return(1!=a||0!=b||0!=c||1!=d)&&(this.a=g*a+i*b,this.b=h*a+j*b,this.c=g*c+i*d,this.d=h*c+j*d),this.tx=g*e+i*f+this.tx,this.ty=h*e+j*f+this.ty,this},b.prepend=function(a,b,c,d,e,f){var g=this.a,h=this.c,i=this.tx;return this.a=a*g+c*this.b,this.b=b*g+d*this.b,this.c=a*h+c*this.d,this.d=b*h+d*this.d,this.tx=a*i+c*this.ty+e,this.ty=b*i+d*this.ty+f,this},b.appendMatrix=function(a){return this.append(a.a,a.b,a.c,a.d,a.tx,a.ty)},b.prependMatrix=function(a){return this.prepend(a.a,a.b,a.c,a.d,a.tx,a.ty)},b.appendTransform=function(b,c,d,e,f,g,h,i,j){if(f%360)var k=f*a.DEG_TO_RAD,l=Math.cos(k),m=Math.sin(k);else l=1,m=0;return g||h?(g*=a.DEG_TO_RAD,h*=a.DEG_TO_RAD,this.append(Math.cos(h),Math.sin(h),-Math.sin(g),Math.cos(g),b,c),this.append(l*d,m*d,-m*e,l*e,0,0)):this.append(l*d,m*d,-m*e,l*e,b,c),(i||j)&&(this.tx-=i*this.a+j*this.c,this.ty-=i*this.b+j*this.d),this},b.prependTransform=function(b,c,d,e,f,g,h,i,j){if(f%360)var k=f*a.DEG_TO_RAD,l=Math.cos(k),m=Math.sin(k);else l=1,m=0;return(i||j)&&(this.tx-=i,this.ty-=j),g||h?(g*=a.DEG_TO_RAD,h*=a.DEG_TO_RAD,this.prepend(l*d,m*d,-m*e,l*e,0,0),this.prepend(Math.cos(h),Math.sin(h),-Math.sin(g),Math.cos(g),b,c)):this.prepend(l*d,m*d,-m*e,l*e,b,c),this},b.rotate=function(b){b*=a.DEG_TO_RAD;var c=Math.cos(b),d=Math.sin(b),e=this.a,f=this.b;return this.a=e*c+this.c*d,this.b=f*c+this.d*d,this.c=-e*d+this.c*c,this.d=-f*d+this.d*c,this},b.skew=function(b,c){return b*=a.DEG_TO_RAD,c*=a.DEG_TO_RAD,this.append(Math.cos(c),Math.sin(c),-Math.sin(b),Math.cos(b),0,0),this},b.scale=function(a,b){return this.a*=a,this.b*=a,this.c*=b,this.d*=b,this},b.translate=function(a,b){return this.tx+=this.a*a+this.c*b,this.ty+=this.b*a+this.d*b,this},b.identity=function(){return this.a=this.d=1,this.b=this.c=this.tx=this.ty=0,this},b.invert=function(){var a=this.a,b=this.b,c=this.c,d=this.d,e=this.tx,f=a*d-b*c;return this.a=d/f,this.b=-b/f,this.c=-c/f,this.d=a/f,this.tx=(c*this.ty-d*e)/f,this.ty=-(a*this.ty-b*e)/f,this},b.isIdentity=function(){return 0===this.tx&&0===this.ty&&1===this.a&&0===this.b&&0===this.c&&1===this.d},b.equals=function(a){return this.tx===a.tx&&this.ty===a.ty&&this.a===a.a&&this.b===a.b&&this.c===a.c&&this.d===a.d},b.transformPoint=function(a,b,c){return c=c||{},c.x=a*this.a+b*this.c+this.tx,c.y=a*this.b+b*this.d+this.ty,c},b.decompose=function(b){null==b&&(b={}),b.x=this.tx,b.y=this.ty,b.scaleX=Math.sqrt(this.a*this.a+this.b*this.b),b.scaleY=Math.sqrt(this.c*this.c+this.d*this.d);var c=Math.atan2(-this.c,this.d),d=Math.atan2(this.b,this.a),e=Math.abs(1-c/d);return 1e-5>e?(b.rotation=d/a.DEG_TO_RAD,this.a<0&&this.d>=0&&(b.rotation+=b.rotation<=0?180:-180),b.skewX=b.skewY=0):(b.skewX=c/a.DEG_TO_RAD,b.skewY=d/a.DEG_TO_RAD),b},b.copy=function(a){return this.setValues(a.a,a.b,a.c,a.d,a.tx,a.ty)},b.clone=function(){return new a(this.a,this.b,this.c,this.d,this.tx,this.ty)},b.toString=function(){return"[Matrix2D (a="+this.a+" b="+this.b+" c="+this.c+" d="+this.d+" tx="+this.tx+" ty="+this.ty+")]"},a.identity=new a,createjs.Matrix2D=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d,e){this.setValues(a,b,c,d,e)}var b=a.prototype;b.setValues=function(a,b,c,d,e){return this.visible=null==a?!0:!!a,this.alpha=null==b?1:b,this.shadow=c,this.compositeOperation=c,this.matrix=e||this.matrix&&this.matrix.identity()||new createjs.Matrix2D,this},b.append=function(a,b,c,d,e){return this.alpha*=b,this.shadow=c||this.shadow,this.compositeOperation=d||this.compositeOperation,this.visible=this.visible&&a,e&&this.matrix.appendMatrix(e),this},b.prepend=function(a,b,c,d,e){return this.alpha*=b,this.shadow=this.shadow||c,this.compositeOperation=this.compositeOperation||d,this.visible=this.visible&&a,e&&this.matrix.prependMatrix(e),this},b.identity=function(){return this.visible=!0,this.alpha=1,this.shadow=this.compositeOperation=null,this.matrix.identity(),this},b.clone=function(){return new a(this.alpha,this.shadow,this.compositeOperation,this.visible,this.matrix.clone())},createjs.DisplayProps=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b){this.setValues(a,b)}var b=a.prototype;b.setValues=function(a,b){return this.x=a||0,this.y=b||0,this},b.copy=function(a){return this.x=a.x,this.y=a.y,this},b.clone=function(){return new a(this.x,this.y)},b.toString=function(){return"[Point (x="+this.x+" y="+this.y+")]"},createjs.Point=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d){this.setValues(a,b,c,d)}var b=a.prototype;b.setValues=function(a,b,c,d){return this.x=a||0,this.y=b||0,this.width=c||0,this.height=d||0,this},b.extend=function(a,b,c,d){return c=c||0,d=d||0,a+c>this.x+this.width&&(this.width=a+c-this.x),b+d>this.y+this.height&&(this.height=b+d-this.y),a<this.x&&(this.width+=this.x-a,this.x=a),b<this.y&&(this.height+=this.y-b,this.y=b),this},b.pad=function(a,b,c,d){return this.x-=b,this.y-=a,this.width+=b+d,this.height+=a+c,this},b.copy=function(a){return this.setValues(a.x,a.y,a.width,a.height)},b.contains=function(a,b,c,d){return c=c||0,d=d||0,a>=this.x&&a+c<=this.x+this.width&&b>=this.y&&b+d<=this.y+this.height},b.union=function(a){return this.clone().extend(a.x,a.y,a.width,a.height)},b.intersection=function(b){var c=b.x,d=b.y,e=c+b.width,f=d+b.height;return this.x>c&&(c=this.x),this.y>d&&(d=this.y),this.x+this.width<e&&(e=this.x+this.width),this.y+this.height<f&&(f=this.y+this.height),c>=e||d>=f?null:new a(c,d,e-c,f-d)},b.intersects=function(a){return a.x<=this.x+this.width&&this.x<=a.x+a.width&&a.y<=this.y+this.height&&this.y<=a.y+a.height},b.isEmpty=function(){return this.width<=0||this.height<=0},b.clone=function(){return new a(this.x,this.y,this.width,this.height)},b.toString=function(){return"[Rectangle (x="+this.x+" y="+this.y+" width="+this.width+" height="+this.height+")]"},createjs.Rectangle=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d,e,f,g){a.addEventListener&&(this.target=a,this.overLabel=null==c?"over":c,this.outLabel=null==b?"out":b,this.downLabel=null==d?"down":d,this.play=e,this._isPressed=!1,this._isOver=!1,this._enabled=!1,a.mouseChildren=!1,this.enabled=!0,this.handleEvent({}),f&&(g&&(f.actionsEnabled=!1,f.gotoAndStop&&f.gotoAndStop(g)),a.hitArea=f))}var b=a.prototype;b.setEnabled=function(a){if(a!=this._enabled){var b=this.target;this._enabled=a,a?(b.cursor="pointer",b.addEventListener("rollover",this),b.addEventListener("rollout",this),b.addEventListener("mousedown",this),b.addEventListener("pressup",this),b._reset&&(b.__reset=b._reset,b._reset=this._reset)):(b.cursor=null,b.removeEventListener("rollover",this),b.removeEventListener("rollout",this),b.removeEventListener("mousedown",this),b.removeEventListener("pressup",this),b.__reset&&(b._reset=b.__reset,delete b.__reset))}},b.getEnabled=function(){return this._enabled};try{Object.defineProperties(b,{enabled:{get:b.getEnabled,set:b.setEnabled}})}catch(c){}b.toString=function(){return"[ButtonHelper]"},b.handleEvent=function(a){var b,c=this.target,d=a.type;"mousedown"==d?(this._isPressed=!0,b=this.downLabel):"pressup"==d?(this._isPressed=!1,b=this._isOver?this.overLabel:this.outLabel):"rollover"==d?(this._isOver=!0,b=this._isPressed?this.downLabel:this.overLabel):(this._isOver=!1,b=this._isPressed?this.overLabel:this.outLabel),this.play?c.gotoAndPlay&&c.gotoAndPlay(b):c.gotoAndStop&&c.gotoAndStop(b)},b._reset=function(){var a=this.paused;this.__reset(),this.paused=a},createjs.ButtonHelper=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d){this.color=a||"black",this.offsetX=b||0,this.offsetY=c||0,this.blur=d||0}var b=a.prototype;a.identity=new a("transparent",0,0,0),b.toString=function(){return"[Shadow]"},b.clone=function(){return new a(this.color,this.offsetX,this.offsetY,this.blur)},createjs.Shadow=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.EventDispatcher_constructor(),this.complete=!0,this.framerate=0,this._animations=null,this._frames=null,this._images=null,this._data=null,this._loadCount=0,this._frameHeight=0,this._frameWidth=0,this._numFrames=0,this._regX=0,this._regY=0,this._spacing=0,this._margin=0,this._parseData(a)}var b=createjs.extend(a,createjs.EventDispatcher);b.getAnimations=function(){return this._animations.slice()};try{Object.defineProperties(b,{animations:{get:b.getAnimations}})}catch(c){}b.getNumFrames=function(a){if(null==a)return this._frames?this._frames.length:this._numFrames||0;var b=this._data[a];return null==b?0:b.frames.length},b.getAnimation=function(a){return this._data[a]},b.getFrame=function(a){var b;return this._frames&&(b=this._frames[a])?b:null},b.getFrameBounds=function(a,b){var c=this.getFrame(a);return c?(b||new createjs.Rectangle).setValues(-c.regX,-c.regY,c.rect.width,c.rect.height):null},b.toString=function(){return"[SpriteSheet]"},b.clone=function(){throw"SpriteSheet cannot be cloned."},b._parseData=function(a){var b,c,d,e;if(null!=a){if(this.framerate=a.framerate||0,a.images&&(c=a.images.length)>0)for(e=this._images=[],b=0;c>b;b++){var f=a.images[b];if("string"==typeof f){var g=f;f=document.createElement("img"),f.src=g}e.push(f),f.getContext||f.naturalWidth||(this._loadCount++,this.complete=!1,function(a){f.onload=function(){a._handleImageLoad()}}(this))}if(null==a.frames);else if(a.frames instanceof Array)for(this._frames=[],e=a.frames,b=0,c=e.length;c>b;b++){var h=e[b];this._frames.push({image:this._images[h[4]?h[4]:0],rect:new createjs.Rectangle(h[0],h[1],h[2],h[3]),regX:h[5]||0,regY:h[6]||0})}else d=a.frames,this._frameWidth=d.width,this._frameHeight=d.height,this._regX=d.regX||0,this._regY=d.regY||0,this._spacing=d.spacing||0,this._margin=d.margin||0,this._numFrames=d.count,0==this._loadCount&&this._calculateFrames();if(this._animations=[],null!=(d=a.animations)){this._data={};var i;for(i in d){var j={name:i},k=d[i];if("number"==typeof k)e=j.frames=[k];else if(k instanceof Array)if(1==k.length)j.frames=[k[0]];else for(j.speed=k[3],j.next=k[2],e=j.frames=[],b=k[0];b<=k[1];b++)e.push(b);else{j.speed=k.speed,j.next=k.next;var l=k.frames;e=j.frames="number"==typeof l?[l]:l.slice(0)}(j.next===!0||void 0===j.next)&&(j.next=i),(j.next===!1||e.length<2&&j.next==i)&&(j.next=null),j.speed||(j.speed=1),this._animations.push(i),this._data[i]=j}}}},b._handleImageLoad=function(){0==--this._loadCount&&(this._calculateFrames(),this.complete=!0,this.dispatchEvent("complete"))},b._calculateFrames=function(){if(!this._frames&&0!=this._frameWidth){this._frames=[];var a=this._numFrames||1e5,b=0,c=this._frameWidth,d=this._frameHeight,e=this._spacing,f=this._margin;a:for(var g=0,h=this._images;g<h.length;g++)for(var i=h[g],j=i.width,k=i.height,l=f;k-f-d>=l;){for(var m=f;j-f-c>=m;){if(b>=a)break a;b++,this._frames.push({image:i,rect:new createjs.Rectangle(m,l,c,d),regX:this._regX,regY:this._regY}),m+=c+e}l+=d+e}this._numFrames=b}},createjs.SpriteSheet=createjs.promote(a,"EventDispatcher")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){this.command=null,this._stroke=null,this._strokeStyle=null,this._oldStrokeStyle=null,this._strokeDash=null,this._oldStrokeDash=null,this._strokeIgnoreScale=!1,this._fill=null,this._instructions=[],this._commitIndex=0,this._activeInstructions=[],this._dirty=!1,this._storeIndex=0,this.clear()}var b=a.prototype,c=a;a.getRGB=function(a,b,c,d){return null!=a&&null==c&&(d=b,c=255&a,b=a>>8&255,a=a>>16&255),null==d?"rgb("+a+","+b+","+c+")":"rgba("+a+","+b+","+c+","+d+")"},a.getHSL=function(a,b,c,d){return null==d?"hsl("+a%360+","+b+"%,"+c+"%)":"hsla("+a%360+","+b+"%,"+c+"%,"+d+")"},a.BASE_64={A:0,B:1,C:2,D:3,E:4,F:5,G:6,H:7,I:8,J:9,K:10,L:11,M:12,N:13,O:14,P:15,Q:16,R:17,S:18,T:19,U:20,V:21,W:22,X:23,Y:24,Z:25,a:26,b:27,c:28,d:29,e:30,f:31,g:32,h:33,i:34,j:35,k:36,l:37,m:38,n:39,o:40,p:41,q:42,r:43,s:44,t:45,u:46,v:47,w:48,x:49,y:50,z:51,0:52,1:53,2:54,3:55,4:56,5:57,6:58,7:59,8:60,9:61,"+":62,"/":63},a.STROKE_CAPS_MAP=["butt","round","square"],a.STROKE_JOINTS_MAP=["miter","round","bevel"];var d=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas");d.getContext&&(a._ctx=d.getContext("2d"),d.width=d.height=1),b.getInstructions=function(){return this._updateInstructions(),this._instructions};try{Object.defineProperties(b,{instructions:{get:b.getInstructions}})}catch(e){}b.isEmpty=function(){return!(this._instructions.length||this._activeInstructions.length)},b.draw=function(a,b){this._updateInstructions();for(var c=this._instructions,d=this._storeIndex,e=c.length;e>d;d++)c[d].exec(a,b)},b.drawAsPath=function(a){this._updateInstructions();for(var b,c=this._instructions,d=this._storeIndex,e=c.length;e>d;d++)(b=c[d]).path!==!1&&b.exec(a)},b.moveTo=function(a,b){return this.append(new c.MoveTo(a,b),!0)},b.lineTo=function(a,b){return this.append(new c.LineTo(a,b))},b.arcTo=function(a,b,d,e,f){return this.append(new c.ArcTo(a,b,d,e,f))},b.arc=function(a,b,d,e,f,g){return this.append(new c.Arc(a,b,d,e,f,g))},b.quadraticCurveTo=function(a,b,d,e){return this.append(new c.QuadraticCurveTo(a,b,d,e))},b.bezierCurveTo=function(a,b,d,e,f,g){return this.append(new c.BezierCurveTo(a,b,d,e,f,g))},b.rect=function(a,b,d,e){return this.append(new c.Rect(a,b,d,e))},b.closePath=function(){return this._activeInstructions.length?this.append(new c.ClosePath):this},b.clear=function(){return this._instructions.length=this._activeInstructions.length=this._commitIndex=0,this._strokeStyle=this._oldStrokeStyle=this._stroke=this._fill=this._strokeDash=this._oldStrokeDash=null,this._dirty=this._strokeIgnoreScale=!1,this},b.beginFill=function(a){return this._setFill(a?new c.Fill(a):null)},b.beginLinearGradientFill=function(a,b,d,e,f,g){return this._setFill((new c.Fill).linearGradient(a,b,d,e,f,g))},b.beginRadialGradientFill=function(a,b,d,e,f,g,h,i){return this._setFill((new c.Fill).radialGradient(a,b,d,e,f,g,h,i))},b.beginBitmapFill=function(a,b,d){return this._setFill(new c.Fill(null,d).bitmap(a,b))},b.endFill=function(){return this.beginFill()},b.setStrokeStyle=function(a,b,d,e,f){return this._updateInstructions(!0),this._strokeStyle=this.command=new c.StrokeStyle(a,b,d,e,f),this._stroke&&(this._stroke.ignoreScale=f),this._strokeIgnoreScale=f,this},b.setStrokeDash=function(a,b){return this._updateInstructions(!0),this._strokeDash=this.command=new c.StrokeDash(a,b),this},b.beginStroke=function(a){return this._setStroke(a?new c.Stroke(a):null)},b.beginLinearGradientStroke=function(a,b,d,e,f,g){return this._setStroke((new c.Stroke).linearGradient(a,b,d,e,f,g))},b.beginRadialGradientStroke=function(a,b,d,e,f,g,h,i){return this._setStroke((new c.Stroke).radialGradient(a,b,d,e,f,g,h,i))},b.beginBitmapStroke=function(a,b){return this._setStroke((new c.Stroke).bitmap(a,b))},b.endStroke=function(){return this.beginStroke()},b.curveTo=b.quadraticCurveTo,b.drawRect=b.rect,b.drawRoundRect=function(a,b,c,d,e){return this.drawRoundRectComplex(a,b,c,d,e,e,e,e)},b.drawRoundRectComplex=function(a,b,d,e,f,g,h,i){return this.append(new c.RoundRect(a,b,d,e,f,g,h,i))},b.drawCircle=function(a,b,d){return this.append(new c.Circle(a,b,d))},b.drawEllipse=function(a,b,d,e){return this.append(new c.Ellipse(a,b,d,e))},b.drawPolyStar=function(a,b,d,e,f,g){return this.append(new c.PolyStar(a,b,d,e,f,g))},b.append=function(a,b){return this._activeInstructions.push(a),this.command=a,b||(this._dirty=!0),this},b.decodePath=function(b){for(var c=[this.moveTo,this.lineTo,this.quadraticCurveTo,this.bezierCurveTo,this.closePath],d=[2,2,4,6,0],e=0,f=b.length,g=[],h=0,i=0,j=a.BASE_64;f>e;){var k=b.charAt(e),l=j[k],m=l>>3,n=c[m];if(!n||3&l)throw"bad path data (@"+e+"): "+k;var o=d[m];m||(h=i=0),g.length=0,e++;for(var p=(l>>2&1)+2,q=0;o>q;q++){var r=j[b.charAt(e)],s=r>>5?-1:1;r=(31&r)<<6|j[b.charAt(e+1)],3==p&&(r=r<<6|j[b.charAt(e+2)]),r=s*r/10,q%2?h=r+=h:i=r+=i,g[q]=r,e+=p}n.apply(this,g)}return this},b.store=function(){return this._updateInstructions(!0),this._storeIndex=this._instructions.length,this},b.unstore=function(){return this._storeIndex=0,this},b.clone=function(){var b=new a;return b.command=this.command,b._stroke=this._stroke,b._strokeStyle=this._strokeStyle,b._strokeDash=this._strokeDash,b._strokeIgnoreScale=this._strokeIgnoreScale,b._fill=this._fill,b._instructions=this._instructions.slice(),b._commitIndex=this._commitIndex,b._activeInstructions=this._activeInstructions.slice(),b._dirty=this._dirty,b._storeIndex=this._storeIndex,b},b.toString=function(){return"[Graphics]"},b.mt=b.moveTo,b.lt=b.lineTo,b.at=b.arcTo,b.bt=b.bezierCurveTo,b.qt=b.quadraticCurveTo,b.a=b.arc,b.r=b.rect,b.cp=b.closePath,b.c=b.clear,b.f=b.beginFill,b.lf=b.beginLinearGradientFill,b.rf=b.beginRadialGradientFill,b.bf=b.beginBitmapFill,b.ef=b.endFill,b.ss=b.setStrokeStyle,b.sd=b.setStrokeDash,b.s=b.beginStroke,b.ls=b.beginLinearGradientStroke,b.rs=b.beginRadialGradientStroke,b.bs=b.beginBitmapStroke,b.es=b.endStroke,b.dr=b.drawRect,b.rr=b.drawRoundRect,b.rc=b.drawRoundRectComplex,b.dc=b.drawCircle,b.de=b.drawEllipse,b.dp=b.drawPolyStar,b.p=b.decodePath,b._updateInstructions=function(b){var c=this._instructions,d=this._activeInstructions,e=this._commitIndex;if(this._dirty&&d.length){c.length=e,c.push(a.beginCmd);var f=d.length,g=c.length;c.length=g+f;for(var h=0;f>h;h++)c[h+g]=d[h];this._fill&&c.push(this._fill),this._stroke&&(this._strokeDash!==this._oldStrokeDash&&(this._oldStrokeDash=this._strokeDash,c.push(this._strokeDash)),this._strokeStyle!==this._oldStrokeStyle&&(this._oldStrokeStyle=this._strokeStyle,c.push(this._strokeStyle)),c.push(this._stroke)),this._dirty=!1}b&&(d.length=0,this._commitIndex=c.length)},b._setFill=function(a){return this._updateInstructions(!0),this.command=this._fill=a,this},b._setStroke=function(a){return this._updateInstructions(!0),(this.command=this._stroke=a)&&(a.ignoreScale=this._strokeIgnoreScale),this},(c.LineTo=function(a,b){this.x=a,this.y=b}).prototype.exec=function(a){a.lineTo(this.x,this.y)},(c.MoveTo=function(a,b){this.x=a,this.y=b}).prototype.exec=function(a){a.moveTo(this.x,this.y)},(c.ArcTo=function(a,b,c,d,e){this.x1=a,this.y1=b,this.x2=c,this.y2=d,this.radius=e}).prototype.exec=function(a){a.arcTo(this.x1,this.y1,this.x2,this.y2,this.radius)},(c.Arc=function(a,b,c,d,e,f){this.x=a,this.y=b,this.radius=c,this.startAngle=d,this.endAngle=e,this.anticlockwise=!!f}).prototype.exec=function(a){a.arc(this.x,this.y,this.radius,this.startAngle,this.endAngle,this.anticlockwise)},(c.QuadraticCurveTo=function(a,b,c,d){this.cpx=a,this.cpy=b,this.x=c,this.y=d}).prototype.exec=function(a){a.quadraticCurveTo(this.cpx,this.cpy,this.x,this.y)},(c.BezierCurveTo=function(a,b,c,d,e,f){this.cp1x=a,this.cp1y=b,this.cp2x=c,this.cp2y=d,this.x=e,this.y=f}).prototype.exec=function(a){a.bezierCurveTo(this.cp1x,this.cp1y,this.cp2x,this.cp2y,this.x,this.y)},(c.Rect=function(a,b,c,d){this.x=a,this.y=b,this.w=c,this.h=d}).prototype.exec=function(a){a.rect(this.x,this.y,this.w,this.h)},(c.ClosePath=function(){}).prototype.exec=function(a){a.closePath()},(c.BeginPath=function(){}).prototype.exec=function(a){a.beginPath()},b=(c.Fill=function(a,b){this.style=a,this.matrix=b}).prototype,b.exec=function(a){if(this.style){a.fillStyle=this.style;var b=this.matrix;b&&(a.save(),a.transform(b.a,b.b,b.c,b.d,b.tx,b.ty)),a.fill(),b&&a.restore()}},b.linearGradient=function(b,c,d,e,f,g){for(var h=this.style=a._ctx.createLinearGradient(d,e,f,g),i=0,j=b.length;j>i;i++)h.addColorStop(c[i],b[i]);return h.props={colors:b,ratios:c,x0:d,y0:e,x1:f,y1:g,type:"linear"},this},b.radialGradient=function(b,c,d,e,f,g,h,i){for(var j=this.style=a._ctx.createRadialGradient(d,e,f,g,h,i),k=0,l=b.length;l>k;k++)j.addColorStop(c[k],b[k]);return j.props={colors:b,ratios:c,x0:d,y0:e,r0:f,x1:g,y1:h,r1:i,type:"radial"},this},b.bitmap=function(b,c){if(b.naturalWidth||b.getContext||b.readyState>=2){var d=this.style=a._ctx.createPattern(b,c||"");d.props={image:b,repetition:c,type:"bitmap"}}return this},b.path=!1,b=(c.Stroke=function(a,b){this.style=a,this.ignoreScale=b}).prototype,b.exec=function(a){this.style&&(a.strokeStyle=this.style,this.ignoreScale&&(a.save(),a.setTransform(1,0,0,1,0,0)),a.stroke(),this.ignoreScale&&a.restore())},b.linearGradient=c.Fill.prototype.linearGradient,b.radialGradient=c.Fill.prototype.radialGradient,b.bitmap=c.Fill.prototype.bitmap,b.path=!1,b=(c.StrokeStyle=function(a,b,c,d){this.width=a,this.caps=b,this.joints=c,this.miterLimit=d}).prototype,b.exec=function(b){b.lineWidth=null==this.width?"1":this.width,b.lineCap=null==this.caps?"butt":isNaN(this.caps)?this.caps:a.STROKE_CAPS_MAP[this.caps],b.lineJoin=null==this.joints?"miter":isNaN(this.joints)?this.joints:a.STROKE_JOINTS_MAP[this.joints],b.miterLimit=null==this.miterLimit?"10":this.miterLimit},b.path=!1,(c.StrokeDash=function(a,b){this.segments=a,this.offset=b||0}).prototype.exec=function(a){a.setLineDash&&(a.setLineDash(this.segments||c.StrokeDash.EMPTY_SEGMENTS),a.lineDashOffset=this.offset||0)},c.StrokeDash.EMPTY_SEGMENTS=[],(c.RoundRect=function(a,b,c,d,e,f,g,h){this.x=a,this.y=b,this.w=c,this.h=d,this.radiusTL=e,this.radiusTR=f,this.radiusBR=g,this.radiusBL=h}).prototype.exec=function(a){var b=(j>i?i:j)/2,c=0,d=0,e=0,f=0,g=this.x,h=this.y,i=this.w,j=this.h,k=this.radiusTL,l=this.radiusTR,m=this.radiusBR,n=this.radiusBL;0>k&&(k*=c=-1),k>b&&(k=b),0>l&&(l*=d=-1),l>b&&(l=b),0>m&&(m*=e=-1),m>b&&(m=b),0>n&&(n*=f=-1),n>b&&(n=b),a.moveTo(g+i-l,h),a.arcTo(g+i+l*d,h-l*d,g+i,h+l,l),a.lineTo(g+i,h+j-m),a.arcTo(g+i+m*e,h+j+m*e,g+i-m,h+j,m),a.lineTo(g+n,h+j),a.arcTo(g-n*f,h+j+n*f,g,h+j-n,n),a.lineTo(g,h+k),a.arcTo(g-k*c,h-k*c,g+k,h,k),a.closePath()},(c.Circle=function(a,b,c){this.x=a,this.y=b,this.radius=c}).prototype.exec=function(a){a.arc(this.x,this.y,this.radius,0,2*Math.PI)},(c.Ellipse=function(a,b,c,d){this.x=a,this.y=b,this.w=c,this.h=d}).prototype.exec=function(a){var b=this.x,c=this.y,d=this.w,e=this.h,f=.5522848,g=d/2*f,h=e/2*f,i=b+d,j=c+e,k=b+d/2,l=c+e/2;a.moveTo(b,l),a.bezierCurveTo(b,l-h,k-g,c,k,c),a.bezierCurveTo(k+g,c,i,l-h,i,l),a.bezierCurveTo(i,l+h,k+g,j,k,j),a.bezierCurveTo(k-g,j,b,l+h,b,l)},(c.PolyStar=function(a,b,c,d,e,f){this.x=a,this.y=b,this.radius=c,this.sides=d,this.pointSize=e,this.angle=f}).prototype.exec=function(a){var b=this.x,c=this.y,d=this.radius,e=(this.angle||0)/180*Math.PI,f=this.sides,g=1-(this.pointSize||0),h=Math.PI/f;a.moveTo(b+Math.cos(e)*d,c+Math.sin(e)*d);for(var i=0;f>i;i++)e+=h,1!=g&&a.lineTo(b+Math.cos(e)*d*g,c+Math.sin(e)*d*g),e+=h,a.lineTo(b+Math.cos(e)*d,c+Math.sin(e)*d);a.closePath()},a.beginCmd=new c.BeginPath,createjs.Graphics=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){this.EventDispatcher_constructor(),this.alpha=1,this.cacheCanvas=null,this.cacheID=0,this.id=createjs.UID.get(),this.mouseEnabled=!0,this.tickEnabled=!0,this.name=null,this.parent=null,this.regX=0,this.regY=0,this.rotation=0,this.scaleX=1,this.scaleY=1,this.skewX=0,this.skewY=0,this.shadow=null,this.visible=!0,this.x=0,this.y=0,this.transformMatrix=null,this.compositeOperation=null,this.snapToPixel=!0,this.filters=null,this.mask=null,this.hitArea=null,this.cursor=null,this._cacheOffsetX=0,this._cacheOffsetY=0,this._filterOffsetX=0,this._filterOffsetY=0,this._cacheScale=1,this._cacheDataURLID=0,this._cacheDataURL=null,this._props=new createjs.DisplayProps,this._rectangle=new createjs.Rectangle,this._bounds=null
}var b=createjs.extend(a,createjs.EventDispatcher);a._MOUSE_EVENTS=["click","dblclick","mousedown","mouseout","mouseover","pressmove","pressup","rollout","rollover"],a.suppressCrossDomainErrors=!1,a._snapToPixelEnabled=!1;var c=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas");c.getContext&&(a._hitTestCanvas=c,a._hitTestContext=c.getContext("2d"),c.width=c.height=1),a._nextCacheID=1,b.getStage=function(){for(var a=this,b=createjs.Stage;a.parent;)a=a.parent;return a instanceof b?a:null};try{Object.defineProperties(b,{stage:{get:b.getStage}})}catch(d){}b.isVisible=function(){return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY)},b.draw=function(a,b){var c=this.cacheCanvas;if(b||!c)return!1;var d=this._cacheScale;return a.drawImage(c,this._cacheOffsetX+this._filterOffsetX,this._cacheOffsetY+this._filterOffsetY,c.width/d,c.height/d),!0},b.updateContext=function(b){var c=this,d=c.mask,e=c._props.matrix;d&&d.graphics&&!d.graphics.isEmpty()&&(d.getMatrix(e),b.transform(e.a,e.b,e.c,e.d,e.tx,e.ty),d.graphics.drawAsPath(b),b.clip(),e.invert(),b.transform(e.a,e.b,e.c,e.d,e.tx,e.ty)),this.getMatrix(e);var f=e.tx,g=e.ty;a._snapToPixelEnabled&&c.snapToPixel&&(f=f+(0>f?-.5:.5)|0,g=g+(0>g?-.5:.5)|0),b.transform(e.a,e.b,e.c,e.d,f,g),b.globalAlpha*=c.alpha,c.compositeOperation&&(b.globalCompositeOperation=c.compositeOperation),c.shadow&&this._applyShadow(b,c.shadow)},b.cache=function(a,b,c,d,e){e=e||1,this.cacheCanvas||(this.cacheCanvas=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas")),this._cacheWidth=c,this._cacheHeight=d,this._cacheOffsetX=a,this._cacheOffsetY=b,this._cacheScale=e,this.updateCache()},b.updateCache=function(b){var c=this.cacheCanvas;if(!c)throw"cache() must be called before updateCache()";var d=this._cacheScale,e=this._cacheOffsetX*d,f=this._cacheOffsetY*d,g=this._cacheWidth,h=this._cacheHeight,i=c.getContext("2d"),j=this._getFilterBounds();e+=this._filterOffsetX=j.x,f+=this._filterOffsetY=j.y,g=Math.ceil(g*d)+j.width,h=Math.ceil(h*d)+j.height,g!=c.width||h!=c.height?(c.width=g,c.height=h):b||i.clearRect(0,0,g+1,h+1),i.save(),i.globalCompositeOperation=b,i.setTransform(d,0,0,d,-e,-f),this.draw(i,!0),this._applyFilters(),i.restore(),this.cacheID=a._nextCacheID++},b.uncache=function(){this._cacheDataURL=this.cacheCanvas=null,this.cacheID=this._cacheOffsetX=this._cacheOffsetY=this._filterOffsetX=this._filterOffsetY=0,this._cacheScale=1},b.getCacheDataURL=function(){return this.cacheCanvas?(this.cacheID!=this._cacheDataURLID&&(this._cacheDataURL=this.cacheCanvas.toDataURL()),this._cacheDataURL):null},b.localToGlobal=function(a,b,c){return this.getConcatenatedMatrix(this._props.matrix).transformPoint(a,b,c||new createjs.Point)},b.globalToLocal=function(a,b,c){return this.getConcatenatedMatrix(this._props.matrix).invert().transformPoint(a,b,c||new createjs.Point)},b.localToLocal=function(a,b,c,d){return d=this.localToGlobal(a,b,d),c.globalToLocal(d.x,d.y,d)},b.setTransform=function(a,b,c,d,e,f,g,h,i){return this.x=a||0,this.y=b||0,this.scaleX=null==c?1:c,this.scaleY=null==d?1:d,this.rotation=e||0,this.skewX=f||0,this.skewY=g||0,this.regX=h||0,this.regY=i||0,this},b.getMatrix=function(a){var b=this,c=a&&a.identity()||new createjs.Matrix2D;return b.transformMatrix?c.copy(b.transformMatrix):c.appendTransform(b.x,b.y,b.scaleX,b.scaleY,b.rotation,b.skewX,b.skewY,b.regX,b.regY)},b.getConcatenatedMatrix=function(a){for(var b=this,c=this.getMatrix(a);b=b.parent;)c.prependMatrix(b.getMatrix(b._props.matrix));return c},b.getConcatenatedDisplayProps=function(a){a=a?a.identity():new createjs.DisplayProps;var b=this,c=b.getMatrix(a.matrix);do a.prepend(b.visible,b.alpha,b.shadow,b.compositeOperation),b!=this&&c.prependMatrix(b.getMatrix(b._props.matrix));while(b=b.parent);return a},b.hitTest=function(b,c){var d=a._hitTestContext;d.setTransform(1,0,0,1,-b,-c),this.draw(d);var e=this._testHit(d);return d.setTransform(1,0,0,1,0,0),d.clearRect(0,0,2,2),e},b.set=function(a){for(var b in a)this[b]=a[b];return this},b.getBounds=function(){if(this._bounds)return this._rectangle.copy(this._bounds);var a=this.cacheCanvas;if(a){var b=this._cacheScale;return this._rectangle.setValues(this._cacheOffsetX,this._cacheOffsetY,a.width/b,a.height/b)}return null},b.getTransformedBounds=function(){return this._getBounds()},b.setBounds=function(a,b,c,d){null==a&&(this._bounds=a),this._bounds=(this._bounds||new createjs.Rectangle).setValues(a,b,c,d)},b.clone=function(){return this._cloneProps(new a)},b.toString=function(){return"[DisplayObject (name="+this.name+")]"},b._cloneProps=function(a){return a.alpha=this.alpha,a.mouseEnabled=this.mouseEnabled,a.tickEnabled=this.tickEnabled,a.name=this.name,a.regX=this.regX,a.regY=this.regY,a.rotation=this.rotation,a.scaleX=this.scaleX,a.scaleY=this.scaleY,a.shadow=this.shadow,a.skewX=this.skewX,a.skewY=this.skewY,a.visible=this.visible,a.x=this.x,a.y=this.y,a.compositeOperation=this.compositeOperation,a.snapToPixel=this.snapToPixel,a.filters=null==this.filters?null:this.filters.slice(0),a.mask=this.mask,a.hitArea=this.hitArea,a.cursor=this.cursor,a._bounds=this._bounds,a},b._applyShadow=function(a,b){b=b||Shadow.identity,a.shadowColor=b.color,a.shadowOffsetX=b.offsetX,a.shadowOffsetY=b.offsetY,a.shadowBlur=b.blur},b._tick=function(a){var b=this._listeners;b&&b.tick&&(a.target=null,a.propagationStopped=a.immediatePropagationStopped=!1,this.dispatchEvent(a))},b._testHit=function(b){try{var c=b.getImageData(0,0,1,1).data[3]>1}catch(d){if(!a.suppressCrossDomainErrors)throw"An error has occurred. This is most likely due to security restrictions on reading canvas pixel data with local or cross-domain images."}return c},b._applyFilters=function(){if(this.filters&&0!=this.filters.length&&this.cacheCanvas)for(var a=this.filters.length,b=this.cacheCanvas.getContext("2d"),c=this.cacheCanvas.width,d=this.cacheCanvas.height,e=0;a>e;e++)this.filters[e].applyFilter(b,0,0,c,d)},b._getFilterBounds=function(){var a,b=this.filters,c=this._rectangle.setValues(0,0,0,0);if(!b||!(a=b.length))return c;for(var d=0;a>d;d++){var e=this.filters[d];e.getBounds&&e.getBounds(c)}return c},b._getBounds=function(a,b){return this._transformBounds(this.getBounds(),a,b)},b._transformBounds=function(a,b,c){if(!a)return a;var d=a.x,e=a.y,f=a.width,g=a.height,h=this._props.matrix;h=c?h.identity():this.getMatrix(h),(d||e)&&h.appendTransform(0,0,1,1,0,0,0,-d,-e),b&&h.prependMatrix(b);var i=f*h.a,j=f*h.b,k=g*h.c,l=g*h.d,m=h.tx,n=h.ty,o=m,p=m,q=n,r=n;return(d=i+m)<o?o=d:d>p&&(p=d),(d=i+k+m)<o?o=d:d>p&&(p=d),(d=k+m)<o?o=d:d>p&&(p=d),(e=j+n)<q?q=e:e>r&&(r=e),(e=j+l+n)<q?q=e:e>r&&(r=e),(e=l+n)<q?q=e:e>r&&(r=e),a.setValues(o,q,p-o,r-q)},b._hasMouseEventListener=function(){for(var b=a._MOUSE_EVENTS,c=0,d=b.length;d>c;c++)if(this.hasEventListener(b[c]))return!0;return!!this.cursor},createjs.DisplayObject=createjs.promote(a,"EventDispatcher")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){this.DisplayObject_constructor(),this.children=[],this.mouseChildren=!0,this.tickChildren=!0}var b=createjs.extend(a,createjs.DisplayObject);b.getNumChildren=function(){return this.children.length};try{Object.defineProperties(b,{numChildren:{get:b.getNumChildren}})}catch(c){}b.initialize=a,b.isVisible=function(){var a=this.cacheCanvas||this.children.length;return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY&&a)},b.draw=function(a,b){if(this.DisplayObject_draw(a,b))return!0;for(var c=this.children.slice(),d=0,e=c.length;e>d;d++){var f=c[d];f.isVisible()&&(a.save(),f.updateContext(a),f.draw(a),a.restore())}return!0},b.addChild=function(a){if(null==a)return a;var b=arguments.length;if(b>1){for(var c=0;b>c;c++)this.addChild(arguments[c]);return arguments[b-1]}return a.parent&&a.parent.removeChild(a),a.parent=this,this.children.push(a),a.dispatchEvent("added"),a},b.addChildAt=function(a,b){var c=arguments.length,d=arguments[c-1];if(0>d||d>this.children.length)return arguments[c-2];if(c>2){for(var e=0;c-1>e;e++)this.addChildAt(arguments[e],d+e);return arguments[c-2]}return a.parent&&a.parent.removeChild(a),a.parent=this,this.children.splice(b,0,a),a.dispatchEvent("added"),a},b.removeChild=function(a){var b=arguments.length;if(b>1){for(var c=!0,d=0;b>d;d++)c=c&&this.removeChild(arguments[d]);return c}return this.removeChildAt(createjs.indexOf(this.children,a))},b.removeChildAt=function(a){var b=arguments.length;if(b>1){for(var c=[],d=0;b>d;d++)c[d]=arguments[d];c.sort(function(a,b){return b-a});for(var e=!0,d=0;b>d;d++)e=e&&this.removeChildAt(c[d]);return e}if(0>a||a>this.children.length-1)return!1;var f=this.children[a];return f&&(f.parent=null),this.children.splice(a,1),f.dispatchEvent("removed"),!0},b.removeAllChildren=function(){for(var a=this.children;a.length;)this.removeChildAt(0)},b.getChildAt=function(a){return this.children[a]},b.getChildByName=function(a){for(var b=this.children,c=0,d=b.length;d>c;c++)if(b[c].name==a)return b[c];return null},b.sortChildren=function(a){this.children.sort(a)},b.getChildIndex=function(a){return createjs.indexOf(this.children,a)},b.swapChildrenAt=function(a,b){var c=this.children,d=c[a],e=c[b];d&&e&&(c[a]=e,c[b]=d)},b.swapChildren=function(a,b){for(var c,d,e=this.children,f=0,g=e.length;g>f&&(e[f]==a&&(c=f),e[f]==b&&(d=f),null==c||null==d);f++);f!=g&&(e[c]=b,e[d]=a)},b.setChildIndex=function(a,b){var c=this.children,d=c.length;if(!(a.parent!=this||0>b||b>=d)){for(var e=0;d>e&&c[e]!=a;e++);e!=d&&e!=b&&(c.splice(e,1),c.splice(b,0,a))}},b.contains=function(a){for(;a;){if(a==this)return!0;a=a.parent}return!1},b.hitTest=function(a,b){return null!=this.getObjectUnderPoint(a,b)},b.getObjectsUnderPoint=function(a,b,c){var d=[],e=this.localToGlobal(a,b);return this._getObjectsUnderPoint(e.x,e.y,d,c>0,1==c),d},b.getObjectUnderPoint=function(a,b,c){var d=this.localToGlobal(a,b);return this._getObjectsUnderPoint(d.x,d.y,null,c>0,1==c)},b.getBounds=function(){return this._getBounds(null,!0)},b.getTransformedBounds=function(){return this._getBounds()},b.clone=function(b){var c=this._cloneProps(new a);return b&&this._cloneChildren(c),c},b.toString=function(){return"[Container (name="+this.name+")]"},b._tick=function(a){if(this.tickChildren)for(var b=this.children.length-1;b>=0;b--){var c=this.children[b];c.tickEnabled&&c._tick&&c._tick(a)}this.DisplayObject__tick(a)},b._cloneChildren=function(a){a.children.length&&a.removeAllChildren();for(var b=a.children,c=0,d=this.children.length;d>c;c++){var e=this.children[c].clone(!0);e.parent=a,b.push(e)}},b._getObjectsUnderPoint=function(b,c,d,e,f,g){if(g=g||0,!g&&!this._testMask(this,b,c))return null;var h,i=createjs.DisplayObject._hitTestContext;f=f||e&&this._hasMouseEventListener();for(var j=this.children,k=j.length,l=k-1;l>=0;l--){var m=j[l],n=m.hitArea;if(m.visible&&(n||m.isVisible())&&(!e||m.mouseEnabled)&&(n||this._testMask(m,b,c)))if(!n&&m instanceof a){var o=m._getObjectsUnderPoint(b,c,d,e,f,g+1);if(!d&&o)return e&&!this.mouseChildren?this:o}else{if(e&&!f&&!m._hasMouseEventListener())continue;var p=m.getConcatenatedDisplayProps(m._props);if(h=p.matrix,n&&(h.appendMatrix(n.getMatrix(n._props.matrix)),p.alpha=n.alpha),i.globalAlpha=p.alpha,i.setTransform(h.a,h.b,h.c,h.d,h.tx-b,h.ty-c),(n||m).draw(i),!this._testHit(i))continue;if(i.setTransform(1,0,0,1,0,0),i.clearRect(0,0,2,2),!d)return e&&!this.mouseChildren?this:m;d.push(m)}}return null},b._testMask=function(a,b,c){var d=a.mask;if(!d||!d.graphics||d.graphics.isEmpty())return!0;var e=this._props.matrix,f=a.parent;e=f?f.getConcatenatedMatrix(e):e.identity(),e=d.getMatrix(d._props.matrix).prependMatrix(e);var g=createjs.DisplayObject._hitTestContext;return g.setTransform(e.a,e.b,e.c,e.d,e.tx-b,e.ty-c),d.graphics.drawAsPath(g),g.fillStyle="#000",g.fill(),this._testHit(g)?(g.setTransform(1,0,0,1,0,0),g.clearRect(0,0,2,2),!0):!1},b._getBounds=function(a,b){var c=this.DisplayObject_getBounds();if(c)return this._transformBounds(c,a,b);var d=this._props.matrix;d=b?d.identity():this.getMatrix(d),a&&d.prependMatrix(a);for(var e=this.children.length,f=null,g=0;e>g;g++){var h=this.children[g];h.visible&&(c=h._getBounds(d))&&(f?f.extend(c.x,c.y,c.width,c.height):f=c.clone())}return f},createjs.Container=createjs.promote(a,"DisplayObject")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.Container_constructor(),this.autoClear=!0,this.canvas="string"==typeof a?document.getElementById(a):a,this.mouseX=0,this.mouseY=0,this.drawRect=null,this.snapToPixelEnabled=!1,this.mouseInBounds=!1,this.tickOnUpdate=!0,this.mouseMoveOutside=!1,this.preventSelection=!0,this._pointerData={},this._pointerCount=0,this._primaryPointerID=null,this._mouseOverIntervalID=null,this._nextStage=null,this._prevStage=null,this.enableDOMEvents(!0)}var b=createjs.extend(a,createjs.Container);b._get_nextStage=function(){return this._nextStage},b._set_nextStage=function(a){this._nextStage&&(this._nextStage._prevStage=null),a&&(a._prevStage=this),this._nextStage=a};try{Object.defineProperties(b,{nextStage:{get:b._get_nextStage,set:b._set_nextStage}})}catch(c){}b.update=function(a){if(this.canvas&&(this.tickOnUpdate&&this.tick(a),this.dispatchEvent("drawstart",!1,!0)!==!1)){createjs.DisplayObject._snapToPixelEnabled=this.snapToPixelEnabled;var b=this.drawRect,c=this.canvas.getContext("2d");c.setTransform(1,0,0,1,0,0),this.autoClear&&(b?c.clearRect(b.x,b.y,b.width,b.height):c.clearRect(0,0,this.canvas.width+1,this.canvas.height+1)),c.save(),this.drawRect&&(c.beginPath(),c.rect(b.x,b.y,b.width,b.height),c.clip()),this.updateContext(c),this.draw(c,!1),c.restore(),this.dispatchEvent("drawend")}},b.tick=function(a){if(this.tickEnabled&&this.dispatchEvent("tickstart",!1,!0)!==!1){var b=new createjs.Event("tick");if(a)for(var c in a)a.hasOwnProperty(c)&&(b[c]=a[c]);this._tick(b),this.dispatchEvent("tickend")}},b.handleEvent=function(a){"tick"==a.type&&this.update(a)},b.clear=function(){if(this.canvas){var a=this.canvas.getContext("2d");a.setTransform(1,0,0,1,0,0),a.clearRect(0,0,this.canvas.width+1,this.canvas.height+1)}},b.toDataURL=function(a,b){var c,d=this.canvas.getContext("2d"),e=this.canvas.width,f=this.canvas.height;if(a){c=d.getImageData(0,0,e,f);var g=d.globalCompositeOperation;d.globalCompositeOperation="destination-over",d.fillStyle=a,d.fillRect(0,0,e,f)}var h=this.canvas.toDataURL(b||"image/png");return a&&(d.putImageData(c,0,0),d.globalCompositeOperation=g),h},b.enableMouseOver=function(a){if(this._mouseOverIntervalID&&(clearInterval(this._mouseOverIntervalID),this._mouseOverIntervalID=null,0==a&&this._testMouseOver(!0)),null==a)a=20;else if(0>=a)return;var b=this;this._mouseOverIntervalID=setInterval(function(){b._testMouseOver()},1e3/Math.min(50,a))},b.enableDOMEvents=function(a){null==a&&(a=!0);var b,c,d=this._eventListeners;if(!a&&d){for(b in d)c=d[b],c.t.removeEventListener(b,c.f,!1);this._eventListeners=null}else if(a&&!d&&this.canvas){var e=window.addEventListener?window:document,f=this;d=this._eventListeners={},d.mouseup={t:e,f:function(a){f._handleMouseUp(a)}},d.mousemove={t:e,f:function(a){f._handleMouseMove(a)}},d.dblclick={t:this.canvas,f:function(a){f._handleDoubleClick(a)}},d.mousedown={t:this.canvas,f:function(a){f._handleMouseDown(a)}};for(b in d)c=d[b],c.t.addEventListener(b,c.f,!1)}},b.clone=function(){throw"Stage cannot be cloned."},b.toString=function(){return"[Stage (name="+this.name+")]"},b._getElementRect=function(a){var b;try{b=a.getBoundingClientRect()}catch(c){b={top:a.offsetTop,left:a.offsetLeft,width:a.offsetWidth,height:a.offsetHeight}}var d=(window.pageXOffset||document.scrollLeft||0)-(document.clientLeft||document.body.clientLeft||0),e=(window.pageYOffset||document.scrollTop||0)-(document.clientTop||document.body.clientTop||0),f=window.getComputedStyle?getComputedStyle(a,null):a.currentStyle,g=parseInt(f.paddingLeft)+parseInt(f.borderLeftWidth),h=parseInt(f.paddingTop)+parseInt(f.borderTopWidth),i=parseInt(f.paddingRight)+parseInt(f.borderRightWidth),j=parseInt(f.paddingBottom)+parseInt(f.borderBottomWidth);return{left:b.left+d+g,right:b.right+d-i,top:b.top+e+h,bottom:b.bottom+e-j}},b._getPointerData=function(a){var b=this._pointerData[a];return b||(b=this._pointerData[a]={x:0,y:0}),b},b._handleMouseMove=function(a){a||(a=window.event),this._handlePointerMove(-1,a,a.pageX,a.pageY)},b._handlePointerMove=function(a,b,c,d,e){if((!this._prevStage||void 0!==e)&&this.canvas){var f=this._nextStage,g=this._getPointerData(a),h=g.inBounds;this._updatePointerPosition(a,b,c,d),(h||g.inBounds||this.mouseMoveOutside)&&(-1===a&&g.inBounds==!h&&this._dispatchMouseEvent(this,h?"mouseleave":"mouseenter",!1,a,g,b),this._dispatchMouseEvent(this,"stagemousemove",!1,a,g,b),this._dispatchMouseEvent(g.target,"pressmove",!0,a,g,b)),f&&f._handlePointerMove(a,b,c,d,null)}},b._updatePointerPosition=function(a,b,c,d){var e=this._getElementRect(this.canvas);c-=e.left,d-=e.top;var f=this.canvas.width,g=this.canvas.height;c/=(e.right-e.left)/f,d/=(e.bottom-e.top)/g;var h=this._getPointerData(a);(h.inBounds=c>=0&&d>=0&&f-1>=c&&g-1>=d)?(h.x=c,h.y=d):this.mouseMoveOutside&&(h.x=0>c?0:c>f-1?f-1:c,h.y=0>d?0:d>g-1?g-1:d),h.posEvtObj=b,h.rawX=c,h.rawY=d,(a===this._primaryPointerID||-1===a)&&(this.mouseX=h.x,this.mouseY=h.y,this.mouseInBounds=h.inBounds)},b._handleMouseUp=function(a){this._handlePointerUp(-1,a,!1)},b._handlePointerUp=function(a,b,c,d){var e=this._nextStage,f=this._getPointerData(a);if(!this._prevStage||void 0!==d){var g=null,h=f.target;d||!h&&!e||(g=this._getObjectsUnderPoint(f.x,f.y,null,!0)),f.down&&(this._dispatchMouseEvent(this,"stagemouseup",!1,a,f,b,g),f.down=!1),g==h&&this._dispatchMouseEvent(h,"click",!0,a,f,b),this._dispatchMouseEvent(h,"pressup",!0,a,f,b),c?(a==this._primaryPointerID&&(this._primaryPointerID=null),delete this._pointerData[a]):f.target=null,e&&e._handlePointerUp(a,b,c,d||g&&this)}},b._handleMouseDown=function(a){this._handlePointerDown(-1,a,a.pageX,a.pageY)},b._handlePointerDown=function(a,b,c,d,e){this.preventSelection&&b.preventDefault(),(null==this._primaryPointerID||-1===a)&&(this._primaryPointerID=a),null!=d&&this._updatePointerPosition(a,b,c,d);var f=null,g=this._nextStage,h=this._getPointerData(a);e||(f=h.target=this._getObjectsUnderPoint(h.x,h.y,null,!0)),h.inBounds&&(this._dispatchMouseEvent(this,"stagemousedown",!1,a,h,b,f),h.down=!0),this._dispatchMouseEvent(f,"mousedown",!0,a,h,b),g&&g._handlePointerDown(a,b,c,d,e||f&&this)},b._testMouseOver=function(a,b,c){if(!this._prevStage||void 0!==b){var d=this._nextStage;if(!this._mouseOverIntervalID)return void(d&&d._testMouseOver(a,b,c));var e=this._getPointerData(-1);if(e&&(a||this.mouseX!=this._mouseOverX||this.mouseY!=this._mouseOverY||!this.mouseInBounds)){var f,g,h,i=e.posEvtObj,j=c||i&&i.target==this.canvas,k=null,l=-1,m="";!b&&(a||this.mouseInBounds&&j)&&(k=this._getObjectsUnderPoint(this.mouseX,this.mouseY,null,!0),this._mouseOverX=this.mouseX,this._mouseOverY=this.mouseY);var n=this._mouseOverTarget||[],o=n[n.length-1],p=this._mouseOverTarget=[];for(f=k;f;)p.unshift(f),m||(m=f.cursor),f=f.parent;for(this.canvas.style.cursor=m,!b&&c&&(c.canvas.style.cursor=m),g=0,h=p.length;h>g&&p[g]==n[g];g++)l=g;for(o!=k&&this._dispatchMouseEvent(o,"mouseout",!0,-1,e,i,k),g=n.length-1;g>l;g--)this._dispatchMouseEvent(n[g],"rollout",!1,-1,e,i,k);for(g=p.length-1;g>l;g--)this._dispatchMouseEvent(p[g],"rollover",!1,-1,e,i,o);o!=k&&this._dispatchMouseEvent(k,"mouseover",!0,-1,e,i,o),d&&d._testMouseOver(a,b||k&&this,c||j&&this)}}},b._handleDoubleClick=function(a,b){var c=null,d=this._nextStage,e=this._getPointerData(-1);b||(c=this._getObjectsUnderPoint(e.x,e.y,null,!0),this._dispatchMouseEvent(c,"dblclick",!0,-1,e,a)),d&&d._handleDoubleClick(a,b||c&&this)},b._dispatchMouseEvent=function(a,b,c,d,e,f,g){if(a&&(c||a.hasEventListener(b))){var h=new createjs.MouseEvent(b,c,!1,e.x,e.y,f,d,d===this._primaryPointerID||-1===d,e.rawX,e.rawY,g);a.dispatchEvent(h)}},createjs.Stage=createjs.promote(a,"Container")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){function a(a){this.DisplayObject_constructor(),"string"==typeof a?(this.image=document.createElement("img"),this.image.src=a):this.image=a,this.sourceRect=null}var b=createjs.extend(a,createjs.DisplayObject);b.initialize=a,b.isVisible=function(){var a=this.image,b=this.cacheCanvas||a&&(a.naturalWidth||a.getContext||a.readyState>=2);return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY&&b)},b.draw=function(a,b){if(this.DisplayObject_draw(a,b)||!this.image)return!0;var c=this.image,d=this.sourceRect;if(d){var e=d.x,f=d.y,g=e+d.width,h=f+d.height,i=0,j=0,k=c.width,l=c.height;0>e&&(i-=e,e=0),g>k&&(g=k),0>f&&(j-=f,f=0),h>l&&(h=l),a.drawImage(c,e,f,g-e,h-f,i,j,g-e,h-f)}else a.drawImage(c,0,0);return!0},b.getBounds=function(){var a=this.DisplayObject_getBounds();if(a)return a;var b=this.image,c=this.sourceRect||b,d=b&&(b.naturalWidth||b.getContext||b.readyState>=2);return d?this._rectangle.setValues(0,0,c.width,c.height):null},b.clone=function(){var b=new a(this.image);return this.sourceRect&&(b.sourceRect=this.sourceRect.clone()),this._cloneProps(b),b},b.toString=function(){return"[Bitmap (name="+this.name+")]"},createjs.Bitmap=createjs.promote(a,"DisplayObject")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b){this.DisplayObject_constructor(),this.currentFrame=0,this.currentAnimation=null,this.paused=!0,this.spriteSheet=a,this.currentAnimationFrame=0,this.framerate=0,this._animation=null,this._currentFrame=null,this._skipAdvance=!1,null!=b&&this.gotoAndPlay(b)}var b=createjs.extend(a,createjs.DisplayObject);b.initialize=a,b.isVisible=function(){var a=this.cacheCanvas||this.spriteSheet.complete;return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY&&a)},b.draw=function(a,b){if(this.DisplayObject_draw(a,b))return!0;this._normalizeFrame();var c=this.spriteSheet.getFrame(0|this._currentFrame);if(!c)return!1;var d=c.rect;return d.width&&d.height&&a.drawImage(c.image,d.x,d.y,d.width,d.height,-c.regX,-c.regY,d.width,d.height),!0},b.play=function(){this.paused=!1},b.stop=function(){this.paused=!0},b.gotoAndPlay=function(a){this.paused=!1,this._skipAdvance=!0,this._goto(a)},b.gotoAndStop=function(a){this.paused=!0,this._goto(a)},b.advance=function(a){var b=this.framerate||this.spriteSheet.framerate,c=b&&null!=a?a/(1e3/b):1;this._normalizeFrame(c)},b.getBounds=function(){return this.DisplayObject_getBounds()||this.spriteSheet.getFrameBounds(this.currentFrame,this._rectangle)},b.clone=function(){return this._cloneProps(new a(this.spriteSheet))},b.toString=function(){return"[Sprite (name="+this.name+")]"},b._cloneProps=function(a){return this.DisplayObject__cloneProps(a),a.currentFrame=this.currentFrame,a.currentAnimation=this.currentAnimation,a.paused=this.paused,a.currentAnimationFrame=this.currentAnimationFrame,a.framerate=this.framerate,a._animation=this._animation,a._currentFrame=this._currentFrame,a._skipAdvance=this._skipAdvance,a},b._tick=function(a){this.paused||(this._skipAdvance||this.advance(a&&a.delta),this._skipAdvance=!1),this.DisplayObject__tick(a)},b._normalizeFrame=function(a){a=a||0;var b,c=this._animation,d=this.paused,e=this._currentFrame;if(c){var f=c.speed||1,g=this.currentAnimationFrame;if(b=c.frames.length,g+a*f>=b){var h=c.next;if(this._dispatchAnimationEnd(c,e,d,h,b-1))return;if(h)return this._goto(h,a-(b-g)/f);this.paused=!0,g=c.frames.length-1}else g+=a*f;this.currentAnimationFrame=g,this._currentFrame=c.frames[0|g]}else if(e=this._currentFrame+=a,b=this.spriteSheet.getNumFrames(),e>=b&&b>0&&!this._dispatchAnimationEnd(c,e,d,b-1)&&(this._currentFrame-=b)>=b)return this._normalizeFrame();e=0|this._currentFrame,this.currentFrame!=e&&(this.currentFrame=e,this.dispatchEvent("change"))},b._dispatchAnimationEnd=function(a,b,c,d,e){var f=a?a.name:null;if(this.hasEventListener("animationend")){var g=new createjs.Event("animationend");g.name=f,g.next=d,this.dispatchEvent(g)}var h=this._animation!=a||this._currentFrame!=b;return h||c||!this.paused||(this.currentAnimationFrame=e,h=!0),h},b._goto=function(a,b){if(this.currentAnimationFrame=0,isNaN(a)){var c=this.spriteSheet.getAnimation(a);c&&(this._animation=c,this.currentAnimation=a,this._normalizeFrame(b))}else this.currentAnimation=this._animation=null,this._currentFrame=a,this._normalizeFrame()},createjs.Sprite=createjs.promote(a,"DisplayObject")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.DisplayObject_constructor(),this.graphics=a?a:new createjs.Graphics}var b=createjs.extend(a,createjs.DisplayObject);b.isVisible=function(){var a=this.cacheCanvas||this.graphics&&!this.graphics.isEmpty();return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY&&a)},b.draw=function(a,b){return this.DisplayObject_draw(a,b)?!0:(this.graphics.draw(a,this),!0)},b.clone=function(b){var c=b&&this.graphics?this.graphics.clone():this.graphics;return this._cloneProps(new a(c))},b.toString=function(){return"[Shape (name="+this.name+")]"},createjs.Shape=createjs.promote(a,"DisplayObject")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c){this.DisplayObject_constructor(),this.text=a,this.font=b,this.color=c,this.textAlign="left",this.textBaseline="top",this.maxWidth=null,this.outline=0,this.lineHeight=0,this.lineWidth=null}var b=createjs.extend(a,createjs.DisplayObject),c=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas");c.getContext&&(a._workingContext=c.getContext("2d"),c.width=c.height=1),a.H_OFFSETS={start:0,left:0,center:-.5,end:-1,right:-1},a.V_OFFSETS={top:0,hanging:-.01,middle:-.4,alphabetic:-.8,ideographic:-.85,bottom:-1},b.isVisible=function(){var a=this.cacheCanvas||null!=this.text&&""!==this.text;return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY&&a)},b.draw=function(a,b){if(this.DisplayObject_draw(a,b))return!0;var c=this.color||"#000";return this.outline?(a.strokeStyle=c,a.lineWidth=1*this.outline):a.fillStyle=c,this._drawText(this._prepContext(a)),!0},b.getMeasuredWidth=function(){return this._getMeasuredWidth(this.text)},b.getMeasuredLineHeight=function(){return 1.2*this._getMeasuredWidth("M")},b.getMeasuredHeight=function(){return this._drawText(null,{}).height},b.getBounds=function(){var b=this.DisplayObject_getBounds();if(b)return b;if(null==this.text||""===this.text)return null;var c=this._drawText(null,{}),d=this.maxWidth&&this.maxWidth<c.width?this.maxWidth:c.width,e=d*a.H_OFFSETS[this.textAlign||"left"],f=this.lineHeight||this.getMeasuredLineHeight(),g=f*a.V_OFFSETS[this.textBaseline||"top"];return this._rectangle.setValues(e,g,d,c.height)},b.getMetrics=function(){var b={lines:[]};return b.lineHeight=this.lineHeight||this.getMeasuredLineHeight(),b.vOffset=b.lineHeight*a.V_OFFSETS[this.textBaseline||"top"],this._drawText(null,b,b.lines)},b.clone=function(){return this._cloneProps(new a(this.text,this.font,this.color))},b.toString=function(){return"[Text (text="+(this.text.length>20?this.text.substr(0,17)+"...":this.text)+")]"},b._cloneProps=function(a){return this.DisplayObject__cloneProps(a),a.textAlign=this.textAlign,a.textBaseline=this.textBaseline,a.maxWidth=this.maxWidth,a.outline=this.outline,a.lineHeight=this.lineHeight,a.lineWidth=this.lineWidth,a},b._prepContext=function(a){return a.font=this.font||"10px sans-serif",a.textAlign=this.textAlign||"left",a.textBaseline=this.textBaseline||"top",a},b._drawText=function(b,c,d){var e=!!b;e||(b=a._workingContext,b.save(),this._prepContext(b));for(var f=this.lineHeight||this.getMeasuredLineHeight(),g=0,h=0,i=String(this.text).split(/(?:\r\n|\r|\n)/),j=0,k=i.length;k>j;j++){var l=i[j],m=null;if(null!=this.lineWidth&&(m=b.measureText(l).width)>this.lineWidth){var n=l.split(/(\s)/);l=n[0],m=b.measureText(l).width;for(var o=1,p=n.length;p>o;o+=2){var q=b.measureText(n[o]+n[o+1]).width;m+q>this.lineWidth?(e&&this._drawTextLine(b,l,h*f),d&&d.push(l),m>g&&(g=m),l=n[o+1],m=b.measureText(l).width,h++):(l+=n[o]+n[o+1],m+=q)}}e&&this._drawTextLine(b,l,h*f),d&&d.push(l),c&&null==m&&(m=b.measureText(l).width),m>g&&(g=m),h++}return c&&(c.width=g,c.height=h*f),e||b.restore(),c},b._drawTextLine=function(a,b,c){this.outline?a.strokeText(b,0,c,this.maxWidth||65535):a.fillText(b,0,c,this.maxWidth||65535)},b._getMeasuredWidth=function(b){var c=a._workingContext;c.save();var d=this._prepContext(c).measureText(b).width;return c.restore(),d},createjs.Text=createjs.promote(a,"DisplayObject")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b){this.Container_constructor(),this.text=a||"",this.spriteSheet=b,this.lineHeight=0,this.letterSpacing=0,this.spaceWidth=0,this._oldProps={text:0,spriteSheet:0,lineHeight:0,letterSpacing:0,spaceWidth:0}}var b=createjs.extend(a,createjs.Container);a.maxPoolSize=100,a._spritePool=[],b.draw=function(a,b){this.DisplayObject_draw(a,b)||(this._updateText(),this.Container_draw(a,b))},b.getBounds=function(){return this._updateText(),this.Container_getBounds()},b.isVisible=function(){var a=this.cacheCanvas||this.spriteSheet&&this.spriteSheet.complete&&this.text;return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!==this.scaleX&&0!==this.scaleY&&a)},b.clone=function(){return this._cloneProps(new a(this.text,this.spriteSheet))},b.addChild=b.addChildAt=b.removeChild=b.removeChildAt=b.removeAllChildren=function(){},b._cloneProps=function(a){return this.Container__cloneProps(a),a.lineHeight=this.lineHeight,a.letterSpacing=this.letterSpacing,a.spaceWidth=this.spaceWidth,a},b._getFrameIndex=function(a,b){var c,d=b.getAnimation(a);return d||(a!=(c=a.toUpperCase())||a!=(c=a.toLowerCase())||(c=null),c&&(d=b.getAnimation(c))),d&&d.frames[0]},b._getFrame=function(a,b){var c=this._getFrameIndex(a,b);return null==c?c:b.getFrame(c)},b._getLineHeight=function(a){var b=this._getFrame("1",a)||this._getFrame("T",a)||this._getFrame("L",a)||a.getFrame(0);return b?b.rect.height:1},b._getSpaceWidth=function(a){var b=this._getFrame("1",a)||this._getFrame("l",a)||this._getFrame("e",a)||this._getFrame("a",a)||a.getFrame(0);return b?b.rect.width:1},b._updateText=function(){var b,c=0,d=0,e=this._oldProps,f=!1,g=this.spaceWidth,h=this.lineHeight,i=this.spriteSheet,j=a._spritePool,k=this.children,l=0,m=k.length;for(var n in e)e[n]!=this[n]&&(e[n]=this[n],f=!0);if(f){var o=!!this._getFrame(" ",i);o||g||(g=this._getSpaceWidth(i)),h||(h=this._getLineHeight(i));for(var p=0,q=this.text.length;q>p;p++){var r=this.text.charAt(p);if(" "!=r||o)if("\n"!=r&&"\r"!=r){var s=this._getFrameIndex(r,i);null!=s&&(m>l?b=k[l]:(k.push(b=j.length?j.pop():new createjs.Sprite),b.parent=this,m++),b.spriteSheet=i,b.gotoAndStop(s),b.x=c,b.y=d,l++,c+=b.getBounds().width+this.letterSpacing)}else"\r"==r&&"\n"==this.text.charAt(p+1)&&p++,c=0,d+=h;else c+=g}for(;m>l;)j.push(b=k.pop()),b.parent=null,m--;j.length>a.maxPoolSize&&(j.length=a.maxPoolSize)}},createjs.BitmapText=createjs.promote(a,"Container")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){throw"SpriteSheetUtils cannot be instantiated"}var b=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas");b.getContext&&(a._workingCanvas=b,a._workingContext=b.getContext("2d"),b.width=b.height=1),a.addFlippedFrames=function(b,c,d,e){if(c||d||e){var f=0;c&&a._flip(b,++f,!0,!1),d&&a._flip(b,++f,!1,!0),e&&a._flip(b,++f,!0,!0)}},a.extractFrame=function(b,c){isNaN(c)&&(c=b.getAnimation(c).frames[0]);var d=b.getFrame(c);if(!d)return null;var e=d.rect,f=a._workingCanvas;f.width=e.width,f.height=e.height,a._workingContext.drawImage(d.image,e.x,e.y,e.width,e.height,0,0,e.width,e.height);var g=document.createElement("img");return g.src=f.toDataURL("image/png"),g},a.mergeAlpha=function(a,b,c){c||(c=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas")),c.width=Math.max(b.width,a.width),c.height=Math.max(b.height,a.height);var d=c.getContext("2d");return d.save(),d.drawImage(a,0,0),d.globalCompositeOperation="destination-in",d.drawImage(b,0,0),d.restore(),c},a._flip=function(b,c,d,e){for(var f=b._images,g=a._workingCanvas,h=a._workingContext,i=f.length/c,j=0;i>j;j++){var k=f[j];k.__tmp=j,h.setTransform(1,0,0,1,0,0),h.clearRect(0,0,g.width+1,g.height+1),g.width=k.width,g.height=k.height,h.setTransform(d?-1:1,0,0,e?-1:1,d?k.width:0,e?k.height:0),h.drawImage(k,0,0);
var l=document.createElement("img");l.src=g.toDataURL("image/png"),l.width=k.width,l.height=k.height,f.push(l)}var m=b._frames,n=m.length/c;for(j=0;n>j;j++){k=m[j];var o=k.rect.clone();l=f[k.image.__tmp+i*c];var p={image:l,rect:o,regX:k.regX,regY:k.regY};d&&(o.x=l.width-o.x-o.width,p.regX=o.width-k.regX),e&&(o.y=l.height-o.y-o.height,p.regY=o.height-k.regY),m.push(p)}var q="_"+(d?"h":"")+(e?"v":""),r=b._animations,s=b._data,t=r.length/c;for(j=0;t>j;j++){var u=r[j];k=s[u];var v={name:u+q,speed:k.speed,next:k.next,frames:[]};k.next&&(v.next+=q),m=k.frames;for(var w=0,x=m.length;x>w;w++)v.frames.push(m[w]+n*c);s[v.name]=v,r.push(v.name)}},createjs.SpriteSheetUtils=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){this.EventDispatcher_constructor(),this.maxWidth=2048,this.maxHeight=2048,this.spriteSheet=null,this.scale=1,this.padding=1,this.timeSlice=.3,this.progress=-1,this._frames=[],this._animations={},this._data=null,this._nextFrameIndex=0,this._index=0,this._timerID=null,this._scale=1}var b=createjs.extend(a,createjs.EventDispatcher);a.ERR_DIMENSIONS="frame dimensions exceed max spritesheet dimensions",a.ERR_RUNNING="a build is already running",b.addFrame=function(b,c,d,e,f){if(this._data)throw a.ERR_RUNNING;var g=c||b.bounds||b.nominalBounds;return!g&&b.getBounds&&(g=b.getBounds()),g?(d=d||1,this._frames.push({source:b,sourceRect:g,scale:d,funct:e,data:f,index:this._frames.length,height:g.height*d})-1):null},b.addAnimation=function(b,c,d,e){if(this._data)throw a.ERR_RUNNING;this._animations[b]={frames:c,next:d,frequency:e}},b.addMovieClip=function(b,c,d,e,f,g){if(this._data)throw a.ERR_RUNNING;var h=b.frameBounds,i=c||b.bounds||b.nominalBounds;if(!i&&b.getBounds&&(i=b.getBounds()),i||h){var j,k,l=this._frames.length,m=b.timeline.duration;for(j=0;m>j;j++){var n=h&&h[j]?h[j]:i;this.addFrame(b,n,d,this._setupMovieClipFrame,{i:j,f:e,d:f})}var o=b.timeline._labels,p=[];for(var q in o)p.push({index:o[q],label:q});if(p.length)for(p.sort(function(a,b){return a.index-b.index}),j=0,k=p.length;k>j;j++){for(var r=p[j].label,s=l+p[j].index,t=l+(j==k-1?m:p[j+1].index),u=[],v=s;t>v;v++)u.push(v);(!g||(r=g(r,b,s,t)))&&this.addAnimation(r,u,!0)}}},b.build=function(){if(this._data)throw a.ERR_RUNNING;for(this._startBuild();this._drawNext(););return this._endBuild(),this.spriteSheet},b.buildAsync=function(b){if(this._data)throw a.ERR_RUNNING;this.timeSlice=b,this._startBuild();var c=this;this._timerID=setTimeout(function(){c._run()},50-50*Math.max(.01,Math.min(.99,this.timeSlice||.3)))},b.stopAsync=function(){clearTimeout(this._timerID),this._data=null},b.clone=function(){throw"SpriteSheetBuilder cannot be cloned."},b.toString=function(){return"[SpriteSheetBuilder]"},b._startBuild=function(){var b=this.padding||0;this.progress=0,this.spriteSheet=null,this._index=0,this._scale=this.scale;var c=[];this._data={images:[],frames:c,animations:this._animations};var d=this._frames.slice();if(d.sort(function(a,b){return a.height<=b.height?-1:1}),d[d.length-1].height+2*b>this.maxHeight)throw a.ERR_DIMENSIONS;for(var e=0,f=0,g=0;d.length;){var h=this._fillRow(d,e,g,c,b);if(h.w>f&&(f=h.w),e+=h.h,!h.h||!d.length){var i=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas");i.width=this._getSize(f,this.maxWidth),i.height=this._getSize(e,this.maxHeight),this._data.images[g]=i,h.h||(f=e=0,g++)}}},b._setupMovieClipFrame=function(a,b){var c=a.actionsEnabled;a.actionsEnabled=!1,a.gotoAndStop(b.i),a.actionsEnabled=c,b.f&&b.f(a,b.d,b.i)},b._getSize=function(a,b){for(var c=4;Math.pow(2,++c)<a;);return Math.min(b,Math.pow(2,c))},b._fillRow=function(b,c,d,e,f){var g=this.maxWidth,h=this.maxHeight;c+=f;for(var i=h-c,j=f,k=0,l=b.length-1;l>=0;l--){var m=b[l],n=this._scale*m.scale,o=m.sourceRect,p=m.source,q=Math.floor(n*o.x-f),r=Math.floor(n*o.y-f),s=Math.ceil(n*o.height+2*f),t=Math.ceil(n*o.width+2*f);if(t>g)throw a.ERR_DIMENSIONS;s>i||j+t>g||(m.img=d,m.rect=new createjs.Rectangle(j,c,t,s),k=k||s,b.splice(l,1),e[m.index]=[j,c,t,s,d,Math.round(-q+n*p.regX-f),Math.round(-r+n*p.regY-f)],j+=t)}return{w:j,h:k}},b._endBuild=function(){this.spriteSheet=new createjs.SpriteSheet(this._data),this._data=null,this.progress=1,this.dispatchEvent("complete")},b._run=function(){for(var a=50*Math.max(.01,Math.min(.99,this.timeSlice||.3)),b=(new Date).getTime()+a,c=!1;b>(new Date).getTime();)if(!this._drawNext()){c=!0;break}if(c)this._endBuild();else{var d=this;this._timerID=setTimeout(function(){d._run()},50-a)}var e=this.progress=this._index/this._frames.length;if(this.hasEventListener("progress")){var f=new createjs.Event("progress");f.progress=e,this.dispatchEvent(f)}},b._drawNext=function(){var a=this._frames[this._index],b=a.scale*this._scale,c=a.rect,d=a.sourceRect,e=this._data.images[a.img],f=e.getContext("2d");return a.funct&&a.funct(a.source,a.data),f.save(),f.beginPath(),f.rect(c.x,c.y,c.width,c.height),f.clip(),f.translate(Math.ceil(c.x-d.x*b),Math.ceil(c.y-d.y*b)),f.scale(b,b),a.source.draw(f),f.restore(),++this._index<this._frames.length},createjs.SpriteSheetBuilder=createjs.promote(a,"EventDispatcher")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.DisplayObject_constructor(),"string"==typeof a&&(a=document.getElementById(a)),this.mouseEnabled=!1;var b=a.style;b.position="absolute",b.transformOrigin=b.WebkitTransformOrigin=b.msTransformOrigin=b.MozTransformOrigin=b.OTransformOrigin="0% 0%",this.htmlElement=a,this._oldProps=null}var b=createjs.extend(a,createjs.DisplayObject);b.isVisible=function(){return null!=this.htmlElement},b.draw=function(){return!0},b.cache=function(){},b.uncache=function(){},b.updateCache=function(){},b.hitTest=function(){},b.localToGlobal=function(){},b.globalToLocal=function(){},b.localToLocal=function(){},b.clone=function(){throw"DOMElement cannot be cloned."},b.toString=function(){return"[DOMElement (name="+this.name+")]"},b._tick=function(a){var b=this.getStage();b&&b.on("drawend",this._handleDrawEnd,this,!0),this.DisplayObject__tick(a)},b._handleDrawEnd=function(){var a=this.htmlElement;if(a){var b=a.style,c=this.getConcatenatedDisplayProps(this._props),d=c.matrix,e=c.visible?"visible":"hidden";if(e!=b.visibility&&(b.visibility=e),c.visible){var f=this._oldProps,g=f&&f.matrix,h=1e4;if(!g||!g.equals(d)){var i="matrix("+(d.a*h|0)/h+","+(d.b*h|0)/h+","+(d.c*h|0)/h+","+(d.d*h|0)/h+","+(d.tx+.5|0);b.transform=b.WebkitTransform=b.OTransform=b.msTransform=i+","+(d.ty+.5|0)+")",b.MozTransform=i+"px,"+(d.ty+.5|0)+"px)",f||(f=this._oldProps=new createjs.DisplayProps(!0,0/0)),f.matrix.copy(d)}f.alpha!=c.alpha&&(b.opacity=""+(c.alpha*h|0)/h,f.alpha=c.alpha)}}},createjs.DOMElement=createjs.promote(a,"DisplayObject")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){}var b=a.prototype;b.getBounds=function(a){return a},b.applyFilter=function(a,b,c,d,e,f,g,h){f=f||a,null==g&&(g=b),null==h&&(h=c);try{var i=a.getImageData(b,c,d,e)}catch(j){return!1}return this._applyFilter(i)?(f.putImageData(i,g,h),!0):!1},b.toString=function(){return"[Filter]"},b.clone=function(){return new a},b._applyFilter=function(){return!0},createjs.Filter=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c){(isNaN(a)||0>a)&&(a=0),(isNaN(b)||0>b)&&(b=0),(isNaN(c)||1>c)&&(c=1),this.blurX=0|a,this.blurY=0|b,this.quality=0|c}var b=createjs.extend(a,createjs.Filter);a.MUL_TABLE=[1,171,205,293,57,373,79,137,241,27,391,357,41,19,283,265,497,469,443,421,25,191,365,349,335,161,155,149,9,278,269,261,505,245,475,231,449,437,213,415,405,395,193,377,369,361,353,345,169,331,325,319,313,307,301,37,145,285,281,69,271,267,263,259,509,501,493,243,479,118,465,459,113,446,55,435,429,423,209,413,51,403,199,393,97,3,379,375,371,367,363,359,355,351,347,43,85,337,333,165,327,323,5,317,157,311,77,305,303,75,297,294,73,289,287,71,141,279,277,275,68,135,67,133,33,262,260,129,511,507,503,499,495,491,61,121,481,477,237,235,467,232,115,457,227,451,7,445,221,439,218,433,215,427,425,211,419,417,207,411,409,203,202,401,399,396,197,49,389,387,385,383,95,189,47,187,93,185,23,183,91,181,45,179,89,177,11,175,87,173,345,343,341,339,337,21,167,83,331,329,327,163,81,323,321,319,159,79,315,313,39,155,309,307,153,305,303,151,75,299,149,37,295,147,73,291,145,289,287,143,285,71,141,281,35,279,139,69,275,137,273,17,271,135,269,267,133,265,33,263,131,261,130,259,129,257,1],a.SHG_TABLE=[0,9,10,11,9,12,10,11,12,9,13,13,10,9,13,13,14,14,14,14,10,13,14,14,14,13,13,13,9,14,14,14,15,14,15,14,15,15,14,15,15,15,14,15,15,15,15,15,14,15,15,15,15,15,15,12,14,15,15,13,15,15,15,15,16,16,16,15,16,14,16,16,14,16,13,16,16,16,15,16,13,16,15,16,14,9,16,16,16,16,16,16,16,16,16,13,14,16,16,15,16,16,10,16,15,16,14,16,16,14,16,16,14,16,16,14,15,16,16,16,14,15,14,15,13,16,16,15,17,17,17,17,17,17,14,15,17,17,16,16,17,16,15,17,16,17,11,17,16,17,16,17,16,17,17,16,17,17,16,17,17,16,16,17,17,17,16,14,17,17,17,17,15,16,14,16,15,16,13,16,15,16,14,16,15,16,12,16,15,16,17,17,17,17,17,13,16,15,17,17,17,16,15,17,17,17,16,15,17,17,14,16,17,17,16,17,17,16,15,17,16,14,17,16,15,17,16,17,17,16,17,15,16,17,14,17,16,15,17,16,17,13,17,16,17,17,16,17,14,17,16,17,16,17,16,17,9],b.getBounds=function(a){var b=0|this.blurX,c=0|this.blurY;if(0>=b&&0>=c)return a;var d=Math.pow(this.quality,.2);return(a||new createjs.Rectangle).pad(b*d+1,c*d+1,b*d+1,c*d+1)},b.clone=function(){return new a(this.blurX,this.blurY,this.quality)},b.toString=function(){return"[BlurFilter]"},b._applyFilter=function(b){var c=this.blurX>>1;if(isNaN(c)||0>c)return!1;var d=this.blurY>>1;if(isNaN(d)||0>d)return!1;if(0==c&&0==d)return!1;var e=this.quality;(isNaN(e)||1>e)&&(e=1),e|=0,e>3&&(e=3),1>e&&(e=1);var f=b.data,g=0,h=0,i=0,j=0,k=0,l=0,m=0,n=0,o=0,p=0,q=0,r=0,s=0,t=0,u=0,v=c+c+1|0,w=d+d+1|0,x=0|b.width,y=0|b.height,z=x-1|0,A=y-1|0,B=c+1|0,C=d+1|0,D={r:0,b:0,g:0,a:0},E=D;for(i=1;v>i;i++)E=E.n={r:0,b:0,g:0,a:0};E.n=D;var F={r:0,b:0,g:0,a:0},G=F;for(i=1;w>i;i++)G=G.n={r:0,b:0,g:0,a:0};G.n=F;for(var H=null,I=0|a.MUL_TABLE[c],J=0|a.SHG_TABLE[c],K=0|a.MUL_TABLE[d],L=0|a.SHG_TABLE[d];e-->0;){m=l=0;var M=I,N=J;for(h=y;--h>-1;){for(n=B*(r=f[0|l]),o=B*(s=f[l+1|0]),p=B*(t=f[l+2|0]),q=B*(u=f[l+3|0]),E=D,i=B;--i>-1;)E.r=r,E.g=s,E.b=t,E.a=u,E=E.n;for(i=1;B>i;i++)j=l+((i>z?z:i)<<2)|0,n+=E.r=f[j],o+=E.g=f[j+1],p+=E.b=f[j+2],q+=E.a=f[j+3],E=E.n;for(H=D,g=0;x>g;g++)f[l++]=n*M>>>N,f[l++]=o*M>>>N,f[l++]=p*M>>>N,f[l++]=q*M>>>N,j=m+((j=g+c+1)<z?j:z)<<2,n-=H.r-(H.r=f[j]),o-=H.g-(H.g=f[j+1]),p-=H.b-(H.b=f[j+2]),q-=H.a-(H.a=f[j+3]),H=H.n;m+=x}for(M=K,N=L,g=0;x>g;g++){for(l=g<<2|0,n=C*(r=f[l])|0,o=C*(s=f[l+1|0])|0,p=C*(t=f[l+2|0])|0,q=C*(u=f[l+3|0])|0,G=F,i=0;C>i;i++)G.r=r,G.g=s,G.b=t,G.a=u,G=G.n;for(k=x,i=1;d>=i;i++)l=k+g<<2,n+=G.r=f[l],o+=G.g=f[l+1],p+=G.b=f[l+2],q+=G.a=f[l+3],G=G.n,A>i&&(k+=x);if(l=g,H=F,e>0)for(h=0;y>h;h++)j=l<<2,f[j+3]=u=q*M>>>N,u>0?(f[j]=n*M>>>N,f[j+1]=o*M>>>N,f[j+2]=p*M>>>N):f[j]=f[j+1]=f[j+2]=0,j=g+((j=h+C)<A?j:A)*x<<2,n-=H.r-(H.r=f[j]),o-=H.g-(H.g=f[j+1]),p-=H.b-(H.b=f[j+2]),q-=H.a-(H.a=f[j+3]),H=H.n,l+=x;else for(h=0;y>h;h++)j=l<<2,f[j+3]=u=q*M>>>N,u>0?(u=255/u,f[j]=(n*M>>>N)*u,f[j+1]=(o*M>>>N)*u,f[j+2]=(p*M>>>N)*u):f[j]=f[j+1]=f[j+2]=0,j=g+((j=h+C)<A?j:A)*x<<2,n-=H.r-(H.r=f[j]),o-=H.g-(H.g=f[j+1]),p-=H.b-(H.b=f[j+2]),q-=H.a-(H.a=f[j+3]),H=H.n,l+=x}}return!0},createjs.BlurFilter=createjs.promote(a,"Filter")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.alphaMap=a,this._alphaMap=null,this._mapData=null}var b=createjs.extend(a,createjs.Filter);b.clone=function(){var b=new a(this.alphaMap);return b._alphaMap=this._alphaMap,b._mapData=this._mapData,b},b.toString=function(){return"[AlphaMapFilter]"},b._applyFilter=function(a){if(!this.alphaMap)return!0;if(!this._prepAlphaMap())return!1;for(var b=a.data,c=this._mapData,d=0,e=b.length;e>d;d+=4)b[d+3]=c[d]||0;return!0},b._prepAlphaMap=function(){if(!this.alphaMap)return!1;if(this.alphaMap==this._alphaMap&&this._mapData)return!0;this._mapData=null;var a,b=this._alphaMap=this.alphaMap,c=b;b instanceof HTMLCanvasElement?a=c.getContext("2d"):(c=createjs.createCanvas?createjs.createCanvas():document.createElement("canvas"),c.width=b.width,c.height=b.height,a=c.getContext("2d"),a.drawImage(b,0,0));try{var d=a.getImageData(0,0,b.width,b.height)}catch(e){return!1}return this._mapData=d.data,!0},createjs.AlphaMapFilter=createjs.promote(a,"Filter")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.mask=a}var b=createjs.extend(a,createjs.Filter);b.applyFilter=function(a,b,c,d,e,f,g,h){return this.mask?(f=f||a,null==g&&(g=b),null==h&&(h=c),f.save(),a!=f?!1:(f.globalCompositeOperation="destination-in",f.drawImage(this.mask,g,h),f.restore(),!0)):!0},b.clone=function(){return new a(this.mask)},b.toString=function(){return"[AlphaMaskFilter]"},createjs.AlphaMaskFilter=createjs.promote(a,"Filter")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d,e,f,g,h){this.redMultiplier=null!=a?a:1,this.greenMultiplier=null!=b?b:1,this.blueMultiplier=null!=c?c:1,this.alphaMultiplier=null!=d?d:1,this.redOffset=e||0,this.greenOffset=f||0,this.blueOffset=g||0,this.alphaOffset=h||0}var b=createjs.extend(a,createjs.Filter);b.toString=function(){return"[ColorFilter]"},b.clone=function(){return new a(this.redMultiplier,this.greenMultiplier,this.blueMultiplier,this.alphaMultiplier,this.redOffset,this.greenOffset,this.blueOffset,this.alphaOffset)},b._applyFilter=function(a){for(var b=a.data,c=b.length,d=0;c>d;d+=4)b[d]=b[d]*this.redMultiplier+this.redOffset,b[d+1]=b[d+1]*this.greenMultiplier+this.greenOffset,b[d+2]=b[d+2]*this.blueMultiplier+this.blueOffset,b[d+3]=b[d+3]*this.alphaMultiplier+this.alphaOffset;return!0},createjs.ColorFilter=createjs.promote(a,"Filter")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a,b,c,d){this.setColor(a,b,c,d)}var b=a.prototype;a.DELTA_INDEX=[0,.01,.02,.04,.05,.06,.07,.08,.1,.11,.12,.14,.15,.16,.17,.18,.2,.21,.22,.24,.25,.27,.28,.3,.32,.34,.36,.38,.4,.42,.44,.46,.48,.5,.53,.56,.59,.62,.65,.68,.71,.74,.77,.8,.83,.86,.89,.92,.95,.98,1,1.06,1.12,1.18,1.24,1.3,1.36,1.42,1.48,1.54,1.6,1.66,1.72,1.78,1.84,1.9,1.96,2,2.12,2.25,2.37,2.5,2.62,2.75,2.87,3,3.2,3.4,3.6,3.8,4,4.3,4.7,4.9,5,5.5,6,6.5,6.8,7,7.3,7.5,7.8,8,8.4,8.7,9,9.4,9.6,9.8,10],a.IDENTITY_MATRIX=[1,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1],a.LENGTH=a.IDENTITY_MATRIX.length,b.setColor=function(a,b,c,d){return this.reset().adjustColor(a,b,c,d)},b.reset=function(){return this.copy(a.IDENTITY_MATRIX)},b.adjustColor=function(a,b,c,d){return this.adjustHue(d),this.adjustContrast(b),this.adjustBrightness(a),this.adjustSaturation(c)},b.adjustBrightness=function(a){return 0==a||isNaN(a)?this:(a=this._cleanValue(a,255),this._multiplyMatrix([1,0,0,0,a,0,1,0,0,a,0,0,1,0,a,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1]),this)},b.adjustContrast=function(b){if(0==b||isNaN(b))return this;b=this._cleanValue(b,100);var c;return 0>b?c=127+b/100*127:(c=b%1,c=0==c?a.DELTA_INDEX[b]:a.DELTA_INDEX[b<<0]*(1-c)+a.DELTA_INDEX[(b<<0)+1]*c,c=127*c+127),this._multiplyMatrix([c/127,0,0,0,.5*(127-c),0,c/127,0,0,.5*(127-c),0,0,c/127,0,.5*(127-c),0,0,0,1,0,0,0,0,0,1]),this},b.adjustSaturation=function(a){if(0==a||isNaN(a))return this;a=this._cleanValue(a,100);var b=1+(a>0?3*a/100:a/100),c=.3086,d=.6094,e=.082;return this._multiplyMatrix([c*(1-b)+b,d*(1-b),e*(1-b),0,0,c*(1-b),d*(1-b)+b,e*(1-b),0,0,c*(1-b),d*(1-b),e*(1-b)+b,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1]),this},b.adjustHue=function(a){if(0==a||isNaN(a))return this;a=this._cleanValue(a,180)/180*Math.PI;var b=Math.cos(a),c=Math.sin(a),d=.213,e=.715,f=.072;return this._multiplyMatrix([d+b*(1-d)+c*-d,e+b*-e+c*-e,f+b*-f+c*(1-f),0,0,d+b*-d+.143*c,e+b*(1-e)+.14*c,f+b*-f+c*-.283,0,0,d+b*-d+c*-(1-d),e+b*-e+c*e,f+b*(1-f)+c*f,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1]),this},b.concat=function(b){return b=this._fixMatrix(b),b.length!=a.LENGTH?this:(this._multiplyMatrix(b),this)},b.clone=function(){return(new a).copy(this)},b.toArray=function(){for(var b=[],c=0,d=a.LENGTH;d>c;c++)b[c]=this[c];return b},b.copy=function(b){for(var c=a.LENGTH,d=0;c>d;d++)this[d]=b[d];return this},b.toString=function(){return"[ColorMatrix]"},b._multiplyMatrix=function(a){var b,c,d,e=[];for(b=0;5>b;b++){for(c=0;5>c;c++)e[c]=this[c+5*b];for(c=0;5>c;c++){var f=0;for(d=0;5>d;d++)f+=a[c+5*d]*e[d];this[c+5*b]=f}}},b._cleanValue=function(a,b){return Math.min(b,Math.max(-b,a))},b._fixMatrix=function(b){return b instanceof a&&(b=b.toArray()),b.length<a.LENGTH?b=b.slice(0,b.length).concat(a.IDENTITY_MATRIX.slice(b.length,a.LENGTH)):b.length>a.LENGTH&&(b=b.slice(0,a.LENGTH)),b},createjs.ColorMatrix=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(a){this.matrix=a}var b=createjs.extend(a,createjs.Filter);b.toString=function(){return"[ColorMatrixFilter]"},b.clone=function(){return new a(this.matrix)},b._applyFilter=function(a){for(var b,c,d,e,f=a.data,g=f.length,h=this.matrix,i=h[0],j=h[1],k=h[2],l=h[3],m=h[4],n=h[5],o=h[6],p=h[7],q=h[8],r=h[9],s=h[10],t=h[11],u=h[12],v=h[13],w=h[14],x=h[15],y=h[16],z=h[17],A=h[18],B=h[19],C=0;g>C;C+=4)b=f[C],c=f[C+1],d=f[C+2],e=f[C+3],f[C]=b*i+c*j+d*k+e*l+m,f[C+1]=b*n+c*o+d*p+e*q+r,f[C+2]=b*s+c*t+d*u+e*v+w,f[C+3]=b*x+c*y+d*z+e*A+B;return!0},createjs.ColorMatrixFilter=createjs.promote(a,"Filter")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(){throw"Touch cannot be instantiated"}a.isSupported=function(){return!!("ontouchstart"in window||window.navigator.msPointerEnabled&&window.navigator.msMaxTouchPoints>0||window.navigator.pointerEnabled&&window.navigator.maxTouchPoints>0)},a.enable=function(b,c,d){return b&&b.canvas&&a.isSupported()?b.__touch?!0:(b.__touch={pointers:{},multitouch:!c,preventDefault:!d,count:0},"ontouchstart"in window?a._IOS_enable(b):(window.navigator.msPointerEnabled||window.navigator.pointerEnabled)&&a._IE_enable(b),!0):!1},a.disable=function(b){b&&("ontouchstart"in window?a._IOS_disable(b):(window.navigator.msPointerEnabled||window.navigator.pointerEnabled)&&a._IE_disable(b),delete b.__touch)},a._IOS_enable=function(b){var c=b.canvas,d=b.__touch.f=function(c){a._IOS_handleEvent(b,c)};c.addEventListener("touchstart",d,!1),c.addEventListener("touchmove",d,!1),c.addEventListener("touchend",d,!1),c.addEventListener("touchcancel",d,!1)},a._IOS_disable=function(a){var b=a.canvas;if(b){var c=a.__touch.f;b.removeEventListener("touchstart",c,!1),b.removeEventListener("touchmove",c,!1),b.removeEventListener("touchend",c,!1),b.removeEventListener("touchcancel",c,!1)}},a._IOS_handleEvent=function(a,b){if(a){a.__touch.preventDefault&&b.preventDefault&&b.preventDefault();for(var c=b.changedTouches,d=b.type,e=0,f=c.length;f>e;e++){var g=c[e],h=g.identifier;g.target==a.canvas&&("touchstart"==d?this._handleStart(a,h,b,g.pageX,g.pageY):"touchmove"==d?this._handleMove(a,h,b,g.pageX,g.pageY):("touchend"==d||"touchcancel"==d)&&this._handleEnd(a,h,b))}}},a._IE_enable=function(b){var c=b.canvas,d=b.__touch.f=function(c){a._IE_handleEvent(b,c)};void 0===window.navigator.pointerEnabled?(c.addEventListener("MSPointerDown",d,!1),window.addEventListener("MSPointerMove",d,!1),window.addEventListener("MSPointerUp",d,!1),window.addEventListener("MSPointerCancel",d,!1),b.__touch.preventDefault&&(c.style.msTouchAction="none")):(c.addEventListener("pointerdown",d,!1),window.addEventListener("pointermove",d,!1),window.addEventListener("pointerup",d,!1),window.addEventListener("pointercancel",d,!1),b.__touch.preventDefault&&(c.style.touchAction="none")),b.__touch.activeIDs={}},a._IE_disable=function(a){var b=a.__touch.f;void 0===window.navigator.pointerEnabled?(window.removeEventListener("MSPointerMove",b,!1),window.removeEventListener("MSPointerUp",b,!1),window.removeEventListener("MSPointerCancel",b,!1),a.canvas&&a.canvas.removeEventListener("MSPointerDown",b,!1)):(window.removeEventListener("pointermove",b,!1),window.removeEventListener("pointerup",b,!1),window.removeEventListener("pointercancel",b,!1),a.canvas&&a.canvas.removeEventListener("pointerdown",b,!1))},a._IE_handleEvent=function(a,b){if(a){a.__touch.preventDefault&&b.preventDefault&&b.preventDefault();var c=b.type,d=b.pointerId,e=a.__touch.activeIDs;if("MSPointerDown"==c||"pointerdown"==c){if(b.srcElement!=a.canvas)return;e[d]=!0,this._handleStart(a,d,b,b.pageX,b.pageY)}else e[d]&&("MSPointerMove"==c||"pointermove"==c?this._handleMove(a,d,b,b.pageX,b.pageY):("MSPointerUp"==c||"MSPointerCancel"==c||"pointerup"==c||"pointercancel"==c)&&(delete e[d],this._handleEnd(a,d,b)))}},a._handleStart=function(a,b,c,d,e){var f=a.__touch;if(f.multitouch||!f.count){var g=f.pointers;g[b]||(g[b]=!0,f.count++,a._handlePointerDown(b,c,d,e))}},a._handleMove=function(a,b,c,d,e){a.__touch.pointers[b]&&a._handlePointerMove(b,c,d,e)},a._handleEnd=function(a,b,c){var d=a.__touch,e=d.pointers;e[b]&&(d.count--,a._handlePointerUp(b,c,!0),delete e[b])},createjs.Touch=a}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";var a=createjs.EaselJS=createjs.EaselJS||{};a.version="0.8.1",a.buildDate="Thu, 21 May 2015 16:17:39 GMT"}();
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OEBPS/Misc/movieclip-0.8.1.min.js
/*!
* @license EaselJS
* Visit http://createjs.com/ for documentation, updates and examples.
*
* Copyright (c) 2011-2015 gskinner.com, inc.
*
* Distributed under the terms of the MIT license.
* http://www.opensource.org/licenses/mit-license.html
*
* This notice shall be included in all copies or substantial portions of the Software.
*/
this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function a(b,c,d,e){this.Container_constructor(),!a.inited&&a.init(),this.mode=b||a.INDEPENDENT,this.startPosition=c||0,this.loop=d,this.currentFrame=0,this.timeline=new createjs.Timeline(null,e,{paused:!0,position:c,useTicks:!0}),this.paused=!1,this.actionsEnabled=!0,this.autoReset=!0,this.frameBounds=this.frameBounds||null,this.framerate=null,this._synchOffset=0,this._prevPos=-1,this._prevPosition=0,this._t=0,this._managed={}}function b(){throw"MovieClipPlugin cannot be instantiated."}var c=createjs.extend(a,createjs.Container);a.INDEPENDENT="independent",a.SINGLE_FRAME="single",a.SYNCHED="synched",a.inited=!1,a.init=function(){a.inited||(b.install(),a.inited=!0)},c.getLabels=function(){return this.timeline.getLabels()},c.getCurrentLabel=function(){return this._updateTimeline(),this.timeline.getCurrentLabel()},c.getDuration=function(){return this.timeline.duration};try{Object.defineProperties(c,{labels:{get:c.getLabels},currentLabel:{get:c.getCurrentLabel},totalFrames:{get:c.getDuration},duration:{get:c.getDuration}})}catch(d){}c.initialize=a,c.isVisible=function(){return!!(this.visible&&this.alpha>0&&0!=this.scaleX&&0!=this.scaleY)},c.draw=function(a,b){return this.DisplayObject_draw(a,b)?!0:(this._updateTimeline(),this.Container_draw(a,b),!0)},c.play=function(){this.paused=!1},c.stop=function(){this.paused=!0},c.gotoAndPlay=function(a){this.paused=!1,this._goto(a)},c.gotoAndStop=function(a){this.paused=!0,this._goto(a)},c.advance=function(b){var c=a.INDEPENDENT;if(this.mode==c){for(var d=this,e=d.framerate;(d=d.parent)&&null==e;)d.mode==c&&(e=d._framerate);this._framerate=e;var f=null!=e&&-1!=e&&null!=b?b/(1e3/e)+this._t:1,g=0|f;for(this._t=f-g;!this.paused&&g--;)this._prevPosition=this._prevPos<0?0:this._prevPosition+1,this._updateTimeline()}},c.clone=function(){throw"MovieClip cannot be cloned."},c.toString=function(){return"[MovieClip (name="+this.name+")]"},c._tick=function(a){this.advance(a&&a.delta),this.Container__tick(a)},c._goto=function(a){var b=this.timeline.resolve(a);null!=b&&(-1==this._prevPos&&(this._prevPos=0/0),this._prevPosition=b,this._t=0,this._updateTimeline())},c._reset=function(){this._prevPos=-1,this._t=this.currentFrame=0,this.paused=!1},c._updateTimeline=function(){var b=this.timeline,c=this.mode!=a.INDEPENDENT;b.loop=null==this.loop?!0:this.loop;var d=c?this.startPosition+(this.mode==a.SINGLE_FRAME?0:this._synchOffset):this._prevPos<0?0:this._prevPosition,e=c||!this.actionsEnabled?createjs.Tween.NONE:null;if(this.currentFrame=b._calcPosition(d),b.setPosition(d,e),this._prevPosition=b._prevPosition,this._prevPos!=b._prevPos){this.currentFrame=this._prevPos=b._prevPos;for(var f in this._managed)this._managed[f]=1;for(var g=b._tweens,h=0,i=g.length;i>h;h++){var j=g[h],k=j._target;if(k!=this&&!j.passive){var l=j._stepPosition;k instanceof createjs.DisplayObject?this._addManagedChild(k,l):this._setState(k.state,l)}}var m=this.children;for(h=m.length-1;h>=0;h--){var n=m[h].id;1==this._managed[n]&&(this.removeChildAt(h),delete this._managed[n])}}},c._setState=function(a,b){if(a)for(var c=a.length-1;c>=0;c--){var d=a[c],e=d.t,f=d.p;for(var g in f)e[g]=f[g];this._addManagedChild(e,b)}},c._addManagedChild=function(b,c){b._off||(this.addChildAt(b,0),b instanceof a&&(b._synchOffset=c,b.mode==a.INDEPENDENT&&b.autoReset&&!this._managed[b.id]&&b._reset()),this._managed[b.id]=2)},c._getBounds=function(a,b){var c=this.DisplayObject_getBounds();return c||(this._updateTimeline(),this.frameBounds&&(c=this._rectangle.copy(this.frameBounds[this.currentFrame]))),c?this._transformBounds(c,a,b):this.Container__getBounds(a,b)},createjs.MovieClip=createjs.promote(a,"Container"),b.priority=100,b.install=function(){createjs.Tween.installPlugin(b,["startPosition"])},b.init=function(a,b,c){return c},b.step=function(){},b.tween=function(b,c,d,e,f,g){return b.target instanceof a?1==g?f[c]:e[c]:d}}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";var a=createjs.MovieClip=createjs.MovieClip||{};a.version="0.8.1",a.buildDate="Thu, 21 May 2015 16:17:39 GMT"}();
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OEBPS/Misc/tweenjs-0.6.1.min.js
/*!
* @license TweenJS
* Visit http://createjs.com/ for documentation, updates and examples.
*
* Copyright (c) 2011-2015 gskinner.com, inc.
*
* Distributed under the terms of the MIT license.
* http://www.opensource.org/licenses/mit-license.html
*
* This notice shall be included in all copies or substantial portions of the Software.
*/
this.createjs=this.createjs||{},createjs.extend=function(a,b){"use strict";function c(){this.constructor=a}return c.prototype=b.prototype,a.prototype=new c},this.createjs=this.createjs||{},createjs.promote=function(a,b){"use strict";var c=a.prototype,d=Object.getPrototypeOf&&Object.getPrototypeOf(c)||c.__proto__;if(d){c[(b+="_")+"constructor"]=d.constructor;for(var e in d)c.hasOwnProperty(e)&&"function"==typeof d[e]&&(c[b+e]=d[e])}return a},this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function Event(a,b,c){this.type=a,this.target=null,this.currentTarget=null,this.eventPhase=0,this.bubbles=!!b,this.cancelable=!!c,this.timeStamp=(new Date).getTime(),this.defaultPrevented=!1,this.propagationStopped=!1,this.immediatePropagationStopped=!1,this.removed=!1}var a=Event.prototype;a.preventDefault=function(){this.defaultPrevented=this.cancelable&&!0},a.stopPropagation=function(){this.propagationStopped=!0},a.stopImmediatePropagation=function(){this.immediatePropagationStopped=this.propagationStopped=!0},a.remove=function(){this.removed=!0},a.clone=function(){return new Event(this.type,this.bubbles,this.cancelable)},a.set=function(a){for(var b in a)this[b]=a[b];return this},a.toString=function(){return"[Event (type="+this.type+")]"},createjs.Event=Event}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function EventDispatcher(){this._listeners=null,this._captureListeners=null}var a=EventDispatcher.prototype;EventDispatcher.initialize=function(b){b.addEventListener=a.addEventListener,b.on=a.on,b.removeEventListener=b.off=a.removeEventListener,b.removeAllEventListeners=a.removeAllEventListeners,b.hasEventListener=a.hasEventListener,b.dispatchEvent=a.dispatchEvent,b._dispatchEvent=a._dispatchEvent,b.willTrigger=a.willTrigger},a.addEventListener=function(a,b,c){var d;d=c?this._captureListeners=this._captureListeners||{}:this._listeners=this._listeners||{};var e=d[a];return e&&this.removeEventListener(a,b,c),e=d[a],e?e.push(b):d[a]=[b],b},a.on=function(a,b,c,d,e,f){return b.handleEvent&&(c=c||b,b=b.handleEvent),c=c||this,this.addEventListener(a,function(a){b.call(c,a,e),d&&a.remove()},f)},a.removeEventListener=function(a,b,c){var d=c?this._captureListeners:this._listeners;if(d){var e=d[a];if(e)for(var f=0,g=e.length;g>f;f++)if(e[f]==b){1==g?delete d[a]:e.splice(f,1);break}}},a.off=a.removeEventListener,a.removeAllEventListeners=function(a){a?(this._listeners&&delete this._listeners[a],this._captureListeners&&delete this._captureListeners[a]):this._listeners=this._captureListeners=null},a.dispatchEvent=function(a){if("string"==typeof a){var b=this._listeners;if(!b||!b[a])return!1;a=new createjs.Event(a)}else a.target&&a.clone&&(a=a.clone());try{a.target=this}catch(c){}if(a.bubbles&&this.parent){for(var d=this,e=[d];d.parent;)e.push(d=d.parent);var f,g=e.length;for(f=g-1;f>=0&&!a.propagationStopped;f--)e[f]._dispatchEvent(a,1+(0==f));for(f=1;g>f&&!a.propagationStopped;f++)e[f]._dispatchEvent(a,3)}else this._dispatchEvent(a,2);return a.defaultPrevented},a.hasEventListener=function(a){var b=this._listeners,c=this._captureListeners;return!!(b&&b[a]||c&&c[a])},a.willTrigger=function(a){for(var b=this;b;){if(b.hasEventListener(a))return!0;b=b.parent}return!1},a.toString=function(){return"[EventDispatcher]"},a._dispatchEvent=function(a,b){var c,d=1==b?this._captureListeners:this._listeners;if(a&&d){var e=d[a.type];if(!e||!(c=e.length))return;try{a.currentTarget=this}catch(f){}try{a.eventPhase=b}catch(f){}a.removed=!1,e=e.slice();for(var g=0;c>g&&!a.immediatePropagationStopped;g++){var h=e[g];h.handleEvent?h.handleEvent(a):h(a),a.removed&&(this.off(a.type,h,1==b),a.removed=!1)}}},createjs.EventDispatcher=EventDispatcher}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function Ticker(){throw"Ticker cannot be instantiated."}Ticker.RAF_SYNCHED="synched",Ticker.RAF="raf",Ticker.TIMEOUT="timeout",Ticker.useRAF=!1,Ticker.timingMode=null,Ticker.maxDelta=0,Ticker.paused=!1,Ticker.removeEventListener=null,Ticker.removeAllEventListeners=null,Ticker.dispatchEvent=null,Ticker.hasEventListener=null,Ticker._listeners=null,createjs.EventDispatcher.initialize(Ticker),Ticker._addEventListener=Ticker.addEventListener,Ticker.addEventListener=function(){return!Ticker._inited&&Ticker.init(),Ticker._addEventListener.apply(Ticker,arguments)},Ticker._inited=!1,Ticker._startTime=0,Ticker._pausedTime=0,Ticker._ticks=0,Ticker._pausedTicks=0,Ticker._interval=50,Ticker._lastTime=0,Ticker._times=null,Ticker._tickTimes=null,Ticker._timerId=null,Ticker._raf=!0,Ticker.setInterval=function(a){Ticker._interval=a,Ticker._inited&&Ticker._setupTick()},Ticker.getInterval=function(){return Ticker._interval},Ticker.setFPS=function(a){Ticker.setInterval(1e3/a)},Ticker.getFPS=function(){return 1e3/Ticker._interval};try{Object.defineProperties(Ticker,{interval:{get:Ticker.getInterval,set:Ticker.setInterval},framerate:{get:Ticker.getFPS,set:Ticker.setFPS}})}catch(a){console.log(a)}Ticker.init=function(){Ticker._inited||(Ticker._inited=!0,Ticker._times=[],Ticker._tickTimes=[],Ticker._startTime=Ticker._getTime(),Ticker._times.push(Ticker._lastTime=0),Ticker.interval=Ticker._interval)},Ticker.reset=function(){if(Ticker._raf){var a=window.cancelAnimationFrame||window.webkitCancelAnimationFrame||window.mozCancelAnimationFrame||window.oCancelAnimationFrame||window.msCancelAnimationFrame;a&&a(Ticker._timerId)}else clearTimeout(Ticker._timerId);Ticker.removeAllEventListeners("tick"),Ticker._timerId=Ticker._times=Ticker._tickTimes=null,Ticker._startTime=Ticker._lastTime=Ticker._ticks=0,Ticker._inited=!1},Ticker.getMeasuredTickTime=function(a){var b=0,c=Ticker._tickTimes;if(!c||c.length<1)return-1;a=Math.min(c.length,a||0|Ticker.getFPS());for(var d=0;a>d;d++)b+=c[d];return b/a},Ticker.getMeasuredFPS=function(a){var b=Ticker._times;return!b||b.length<2?-1:(a=Math.min(b.length-1,a||0|Ticker.getFPS()),1e3/((b[0]-b[a])/a))},Ticker.setPaused=function(a){Ticker.paused=a},Ticker.getPaused=function(){return Ticker.paused},Ticker.getTime=function(a){return Ticker._startTime?Ticker._getTime()-(a?Ticker._pausedTime:0):-1},Ticker.getEventTime=function(a){return Ticker._startTime?(Ticker._lastTime||Ticker._startTime)-(a?Ticker._pausedTime:0):-1},Ticker.getTicks=function(a){return Ticker._ticks-(a?Ticker._pausedTicks:0)},Ticker._handleSynch=function(){Ticker._timerId=null,Ticker._setupTick(),Ticker._getTime()-Ticker._lastTime>=.97*(Ticker._interval-1)&&Ticker._tick()},Ticker._handleRAF=function(){Ticker._timerId=null,Ticker._setupTick(),Ticker._tick()},Ticker._handleTimeout=function(){Ticker._timerId=null,Ticker._setupTick(),Ticker._tick()},Ticker._setupTick=function(){if(null==Ticker._timerId){var a=Ticker.timingMode||Ticker.useRAF&&Ticker.RAF_SYNCHED;if(a==Ticker.RAF_SYNCHED||a==Ticker.RAF){var b=window.requestAnimationFrame||window.webkitRequestAnimationFrame||window.mozRequestAnimationFrame||window.oRequestAnimationFrame||window.msRequestAnimationFrame;if(b)return Ticker._timerId=b(a==Ticker.RAF?Ticker._handleRAF:Ticker._handleSynch),void(Ticker._raf=!0)}Ticker._raf=!1,Ticker._timerId=setTimeout(Ticker._handleTimeout,Ticker._interval)}},Ticker._tick=function(){var a=Ticker.paused,b=Ticker._getTime(),c=b-Ticker._lastTime;if(Ticker._lastTime=b,Ticker._ticks++,a&&(Ticker._pausedTicks++,Ticker._pausedTime+=c),Ticker.hasEventListener("tick")){var d=new createjs.Event("tick"),e=Ticker.maxDelta;d.delta=e&&c>e?e:c,d.paused=a,d.time=b,d.runTime=b-Ticker._pausedTime,Ticker.dispatchEvent(d)}for(Ticker._tickTimes.unshift(Ticker._getTime()-b);Ticker._tickTimes.length>100;)Ticker._tickTimes.pop();for(Ticker._times.unshift(b);Ticker._times.length>100;)Ticker._times.pop()};var b=window.performance&&(performance.now||performance.mozNow||performance.msNow||performance.oNow||performance.webkitNow);Ticker._getTime=function(){return(b&&b.call(performance)||(new Date).getTime())-Ticker._startTime},createjs.Ticker=Ticker}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function Tween(a,b,c){this.ignoreGlobalPause=!1,this.loop=!1,this.duration=0,this.pluginData=c||{},this.target=a,this.position=null,this.passive=!1,this._paused=!1,this._curQueueProps={},this._initQueueProps={},this._steps=[],this._actions=[],this._prevPosition=0,this._stepPosition=0,this._prevPos=-1,this._target=a,this._useTicks=!1,this._inited=!1,this._registered=!1,b&&(this._useTicks=b.useTicks,this.ignoreGlobalPause=b.ignoreGlobalPause,this.loop=b.loop,b.onChange&&this.addEventListener("change",b.onChange),b.override&&Tween.removeTweens(a)),b&&b.paused?this._paused=!0:createjs.Tween._register(this,!0),b&&null!=b.position&&this.setPosition(b.position,Tween.NONE)}var a=createjs.extend(Tween,createjs.EventDispatcher);Tween.NONE=0,Tween.LOOP=1,Tween.REVERSE=2,Tween.IGNORE={},Tween._tweens=[],Tween._plugins={},Tween.get=function(a,b,c,d){return d&&Tween.removeTweens(a),new Tween(a,b,c)},Tween.tick=function(a,b){for(var c=Tween._tweens.slice(),d=c.length-1;d>=0;d--){var e=c[d];b&&!e.ignoreGlobalPause||e._paused||e.tick(e._useTicks?1:a)}},Tween.handleEvent=function(a){"tick"==a.type&&this.tick(a.delta,a.paused)},Tween.removeTweens=function(a){if(a.tweenjs_count){for(var b=Tween._tweens,c=b.length-1;c>=0;c--){var d=b[c];d._target==a&&(d._paused=!0,b.splice(c,1))}a.tweenjs_count=0}},Tween.removeAllTweens=function(){for(var a=Tween._tweens,b=0,c=a.length;c>b;b++){var d=a[b];d._paused=!0,d.target&&(d.target.tweenjs_count=0)}a.length=0},Tween.hasActiveTweens=function(a){return a?null!=a.tweenjs_count&&!!a.tweenjs_count:Tween._tweens&&!!Tween._tweens.length},Tween.installPlugin=function(a,b){var c=a.priority;null==c&&(a.priority=c=0);for(var d=0,e=b.length,f=Tween._plugins;e>d;d++){var g=b[d];if(f[g]){for(var h=f[g],i=0,j=h.length;j>i&&!(c<h[i].priority);i++);f[g].splice(i,0,a)}else f[g]=[a]}},Tween._register=function(a,b){var c=a._target,d=Tween._tweens;if(b&&!a._registered)c&&(c.tweenjs_count=c.tweenjs_count?c.tweenjs_count+1:1),d.push(a),!Tween._inited&&createjs.Ticker&&(createjs.Ticker.addEventListener("tick",Tween),Tween._inited=!0);else if(!b&&a._registered){c&&c.tweenjs_count--;for(var e=d.length;e--;)if(d[e]==a){d.splice(e,1);break}}a._registered=b},a.wait=function(a,b){if(null==a||0>=a)return this;var c=this._cloneProps(this._curQueueProps);return this._addStep({d:a,p0:c,e:this._linearEase,p1:c,v:b})},a.to=function(a,b,c){return(isNaN(b)||0>b)&&(b=0),this._addStep({d:b||0,p0:this._cloneProps(this._curQueueProps),e:c,p1:this._cloneProps(this._appendQueueProps(a))})},a.call=function(a,b,c){return this._addAction({f:a,p:b?b:[this],o:c?c:this._target})},a.set=function(a,b){return this._addAction({f:this._set,o:this,p:[a,b?b:this._target]})},a.play=function(a){return a||(a=this),this.call(a.setPaused,[!1],a)},a.pause=function(a){return a||(a=this),this.call(a.setPaused,[!0],a)},a.setPosition=function(a,b){0>a&&(a=0),null==b&&(b=1);var c=a,d=!1;if(c>=this.duration&&(this.loop?c%=this.duration:(c=this.duration,d=!0)),c==this._prevPos)return d;var e=this._prevPos;if(this.position=this._prevPos=c,this._prevPosition=a,this._target)if(d)this._updateTargetProps(null,1);else if(this._steps.length>0){for(var f=0,g=this._steps.length;g>f&&!(this._steps[f].t>c);f++);var h=this._steps[f-1];this._updateTargetProps(h,(this._stepPosition=c-h.t)/h.d)}return 0!=b&&this._actions.length>0&&(this._useTicks?this._runActions(c,c):1==b&&e>c?(e!=this.duration&&this._runActions(e,this.duration),this._runActions(0,c,!0)):this._runActions(e,c)),d&&this.setPaused(!0),this.dispatchEvent("change"),d},a.tick=function(a){this._paused||this.setPosition(this._prevPosition+a)},a.setPaused=function(a){return this._paused===!!a?this:(this._paused=!!a,Tween._register(this,!a),this)},a.w=a.wait,a.t=a.to,a.c=a.call,a.s=a.set,a.toString=function(){return"[Tween]"},a.clone=function(){throw"Tween can not be cloned."},a._updateTargetProps=function(a,b){var c,d,e,f,g,h;if(a||1!=b){if(this.passive=!!a.v,this.passive)return;a.e&&(b=a.e(b,0,1,1)),c=a.p0,d=a.p1}else this.passive=!1,c=d=this._curQueueProps;for(var i in this._initQueueProps){null==(f=c[i])&&(c[i]=f=this._initQueueProps[i]),null==(g=d[i])&&(d[i]=g=f),e=f==g||0==b||1==b||"number"!=typeof f?1==b?g:f:f+(g-f)*b;var j=!1;if(h=Tween._plugins[i])for(var k=0,l=h.length;l>k;k++){var m=h[k].tween(this,i,e,c,d,b,!!a&&c==d,!a);m==Tween.IGNORE?j=!0:e=m}j||(this._target[i]=e)}},a._runActions=function(a,b,c){var d=a,e=b,f=-1,g=this._actions.length,h=1;for(a>b&&(d=b,e=a,f=g,g=h=-1);(f+=h)!=g;){var i=this._actions[f],j=i.t;(j==e||j>d&&e>j||c&&j==a)&&i.f.apply(i.o,i.p)}},a._appendQueueProps=function(a){var b,c,d,e,f;for(var g in a)if(void 0===this._initQueueProps[g]){if(c=this._target[g],b=Tween._plugins[g])for(d=0,e=b.length;e>d;d++)c=b[d].init(this,g,c);this._initQueueProps[g]=this._curQueueProps[g]=void 0===c?null:c}else c=this._curQueueProps[g];for(var g in a){if(c=this._curQueueProps[g],b=Tween._plugins[g])for(f=f||{},d=0,e=b.length;e>d;d++)b[d].step&&b[d].step(this,g,c,a[g],f);this._curQueueProps[g]=a[g]}return f&&this._appendQueueProps(f),this._curQueueProps},a._cloneProps=function(a){var b={};for(var c in a)b[c]=a[c];return b},a._addStep=function(a){return a.d>0&&(this._steps.push(a),a.t=this.duration,this.duration+=a.d),this},a._addAction=function(a){return a.t=this.duration,this._actions.push(a),this},a._set=function(a,b){for(var c in a)b[c]=a[c]},createjs.Tween=createjs.promote(Tween,"EventDispatcher")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function Timeline(a,b,c){this.EventDispatcher_constructor(),this.ignoreGlobalPause=!1,this.duration=0,this.loop=!1,this.position=null,this._paused=!1,this._tweens=[],this._labels=null,this._labelList=null,this._prevPosition=0,this._prevPos=-1,this._useTicks=!1,this._registered=!1,c&&(this._useTicks=c.useTicks,this.loop=c.loop,this.ignoreGlobalPause=c.ignoreGlobalPause,c.onChange&&this.addEventListener("change",c.onChange)),a&&this.addTween.apply(this,a),this.setLabels(b),c&&c.paused?this._paused=!0:createjs.Tween._register(this,!0),c&&null!=c.position&&this.setPosition(c.position,createjs.Tween.NONE)}var a=createjs.extend(Timeline,createjs.EventDispatcher);a.addTween=function(a){var b=arguments.length;if(b>1){for(var c=0;b>c;c++)this.addTween(arguments[c]);return arguments[0]}return 0==b?null:(this.removeTween(a),this._tweens.push(a),a.setPaused(!0),a._paused=!1,a._useTicks=this._useTicks,a.duration>this.duration&&(this.duration=a.duration),this._prevPos>=0&&a.setPosition(this._prevPos,createjs.Tween.NONE),a)},a.removeTween=function(a){var b=arguments.length;if(b>1){for(var c=!0,d=0;b>d;d++)c=c&&this.removeTween(arguments[d]);return c}if(0==b)return!1;for(var e=this._tweens,d=e.length;d--;)if(e[d]==a)return e.splice(d,1),a.duration>=this.duration&&this.updateDuration(),!0;return!1},a.addLabel=function(a,b){this._labels[a]=b;var c=this._labelList;if(c){for(var d=0,e=c.length;e>d&&!(b<c[d].position);d++);c.splice(d,0,{label:a,position:b})}},a.setLabels=function(a){this._labels=a?a:{}},a.getLabels=function(){var a=this._labelList;if(!a){a=this._labelList=[];var b=this._labels;for(var c in b)a.push({label:c,position:b[c]});a.sort(function(a,b){return a.position-b.position})}return a},a.getCurrentLabel=function(){var a=this.getLabels(),b=this.position,c=a.length;if(c){for(var d=0;c>d&&!(b<a[d].position);d++);return 0==d?null:a[d-1].label}return null},a.gotoAndPlay=function(a){this.setPaused(!1),this._goto(a)},a.gotoAndStop=function(a){this.setPaused(!0),this._goto(a)},a.setPosition=function(a,b){var c=this._calcPosition(a),d=!this.loop&&a>=this.duration;if(c==this._prevPos)return d;this._prevPosition=a,this.position=this._prevPos=c;for(var e=0,f=this._tweens.length;f>e;e++)if(this._tweens[e].setPosition(c,b),c!=this._prevPos)return!1;return d&&this.setPaused(!0),this.dispatchEvent("change"),d},a.setPaused=function(a){this._paused=!!a,createjs.Tween._register(this,!a)},a.updateDuration=function(){this.duration=0;for(var a=0,b=this._tweens.length;b>a;a++){var c=this._tweens[a];c.duration>this.duration&&(this.duration=c.duration)}},a.tick=function(a){this.setPosition(this._prevPosition+a)},a.resolve=function(a){var b=Number(a);return isNaN(b)&&(b=this._labels[a]),b},a.toString=function(){return"[Timeline]"},a.clone=function(){throw"Timeline can not be cloned."},a._goto=function(a){var b=this.resolve(a);null!=b&&this.setPosition(b)},a._calcPosition=function(a){return 0>a?0:a<this.duration?a:this.loop?a%this.duration:this.duration},createjs.Timeline=createjs.promote(Timeline,"EventDispatcher")}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function Ease(){throw"Ease cannot be instantiated."}Ease.linear=function(a){return a},Ease.none=Ease.linear,Ease.get=function(a){return-1>a&&(a=-1),a>1&&(a=1),function(b){return 0==a?b:0>a?b*(b*-a+1+a):b*((2-b)*a+(1-a))}},Ease.getPowIn=function(a){return function(b){return Math.pow(b,a)}},Ease.getPowOut=function(a){return function(b){return 1-Math.pow(1-b,a)}},Ease.getPowInOut=function(a){return function(b){return(b*=2)<1?.5*Math.pow(b,a):1-.5*Math.abs(Math.pow(2-b,a))}},Ease.quadIn=Ease.getPowIn(2),Ease.quadOut=Ease.getPowOut(2),Ease.quadInOut=Ease.getPowInOut(2),Ease.cubicIn=Ease.getPowIn(3),Ease.cubicOut=Ease.getPowOut(3),Ease.cubicInOut=Ease.getPowInOut(3),Ease.quartIn=Ease.getPowIn(4),Ease.quartOut=Ease.getPowOut(4),Ease.quartInOut=Ease.getPowInOut(4),Ease.quintIn=Ease.getPowIn(5),Ease.quintOut=Ease.getPowOut(5),Ease.quintInOut=Ease.getPowInOut(5),Ease.sineIn=function(a){return 1-Math.cos(a*Math.PI/2)},Ease.sineOut=function(a){return Math.sin(a*Math.PI/2)},Ease.sineInOut=function(a){return-.5*(Math.cos(Math.PI*a)-1)},Ease.getBackIn=function(a){return function(b){return b*b*((a+1)*b-a)}},Ease.backIn=Ease.getBackIn(1.7),Ease.getBackOut=function(a){return function(b){return--b*b*((a+1)*b+a)+1}},Ease.backOut=Ease.getBackOut(1.7),Ease.getBackInOut=function(a){return a*=1.525,function(b){return(b*=2)<1?.5*b*b*((a+1)*b-a):.5*((b-=2)*b*((a+1)*b+a)+2)}},Ease.backInOut=Ease.getBackInOut(1.7),Ease.circIn=function(a){return-(Math.sqrt(1-a*a)-1)},Ease.circOut=function(a){return Math.sqrt(1- --a*a)},Ease.circInOut=function(a){return(a*=2)<1?-.5*(Math.sqrt(1-a*a)-1):.5*(Math.sqrt(1-(a-=2)*a)+1)},Ease.bounceIn=function(a){return 1-Ease.bounceOut(1-a)},Ease.bounceOut=function(a){return 1/2.75>a?7.5625*a*a:2/2.75>a?7.5625*(a-=1.5/2.75)*a+.75:2.5/2.75>a?7.5625*(a-=2.25/2.75)*a+.9375:7.5625*(a-=2.625/2.75)*a+.984375},Ease.bounceInOut=function(a){return.5>a?.5*Ease.bounceIn(2*a):.5*Ease.bounceOut(2*a-1)+.5},Ease.getElasticIn=function(a,b){var c=2*Math.PI;return function(d){if(0==d||1==d)return d;var e=b/c*Math.asin(1/a);return-(a*Math.pow(2,10*(d-=1))*Math.sin((d-e)*c/b))}},Ease.elasticIn=Ease.getElasticIn(1,.3),Ease.getElasticOut=function(a,b){var c=2*Math.PI;return function(d){if(0==d||1==d)return d;var e=b/c*Math.asin(1/a);return a*Math.pow(2,-10*d)*Math.sin((d-e)*c/b)+1}},Ease.elasticOut=Ease.getElasticOut(1,.3),Ease.getElasticInOut=function(a,b){var c=2*Math.PI;return function(d){var e=b/c*Math.asin(1/a);return(d*=2)<1?-.5*a*Math.pow(2,10*(d-=1))*Math.sin((d-e)*c/b):a*Math.pow(2,-10*(d-=1))*Math.sin((d-e)*c/b)*.5+1}},Ease.elasticInOut=Ease.getElasticInOut(1,.3*1.5),createjs.Ease=Ease}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";function MotionGuidePlugin(){throw"MotionGuidePlugin cannot be instantiated."}MotionGuidePlugin.priority=0,MotionGuidePlugin._rotOffS,MotionGuidePlugin._rotOffE,MotionGuidePlugin._rotNormS,MotionGuidePlugin._rotNormE,MotionGuidePlugin.install=function(){return createjs.Tween.installPlugin(MotionGuidePlugin,["guide","x","y","rotation"]),createjs.Tween.IGNORE},MotionGuidePlugin.init=function(a,b,c){var d=a.target;return d.hasOwnProperty("x")||(d.x=0),d.hasOwnProperty("y")||(d.y=0),d.hasOwnProperty("rotation")||(d.rotation=0),"rotation"==b&&(a.__needsRot=!0),"guide"==b?null:c},MotionGuidePlugin.step=function(a,b,c,d,e){if("rotation"==b&&(a.__rotGlobalS=c,a.__rotGlobalE=d,MotionGuidePlugin.testRotData(a,e)),"guide"!=b)return d;var f,g=d;g.hasOwnProperty("path")||(g.path=[]);var h=g.path;if(g.hasOwnProperty("end")||(g.end=1),g.hasOwnProperty("start")||(g.start=c&&c.hasOwnProperty("end")&&c.path===h?c.end:0),g.hasOwnProperty("_segments")&&g._length)return d;var i=h.length,j=10;if(!(i>=6&&(i-2)%4==0))throw"invalid 'path' data, please see documentation for valid paths";g._segments=[],g._length=0;for(var k=2;i>k;k+=4){for(var l,m,n=h[k-2],o=h[k-1],p=h[k+0],q=h[k+1],r=h[k+2],s=h[k+3],t=n,u=o,v=0,w=[],x=1;j>=x;x++){var y=x/j,z=1-y;l=z*z*n+2*z*y*p+y*y*r,m=z*z*o+2*z*y*q+y*y*s,v+=w[w.push(Math.sqrt((f=l-t)*f+(f=m-u)*f))-1],t=l,u=m}g._segments.push(v),g._segments.push(w),g._length+=v}f=g.orient,g.orient=!0;var A={};return MotionGuidePlugin.calc(g,g.start,A),a.__rotPathS=Number(A.rotation.toFixed(5)),MotionGuidePlugin.calc(g,g.end,A),a.__rotPathE=Number(A.rotation.toFixed(5)),g.orient=!1,MotionGuidePlugin.calc(g,g.end,e),g.orient=f,g.orient?(a.__guideData=g,MotionGuidePlugin.testRotData(a,e),d):d},MotionGuidePlugin.testRotData=function(a,b){if(void 0===a.__rotGlobalS||void 0===a.__rotGlobalE){if(a.__needsRot)return;a.__rotGlobalS=a.__rotGlobalE=void 0!==a._curQueueProps.rotation?a._curQueueProps.rotation:b.rotation=a.target.rotation||0}if(void 0!==a.__guideData){var c=a.__guideData,d=a.__rotGlobalE-a.__rotGlobalS,e=a.__rotPathE-a.__rotPathS,f=d-e;if("auto"==c.orient)f>180?f-=360:-180>f&&(f+=360);else if("cw"==c.orient){for(;0>f;)f+=360;0==f&&d>0&&180!=d&&(f+=360)}else if("ccw"==c.orient){for(f=d-(e>180?360-e:e);f>0;)f-=360;0==f&&0>d&&-180!=d&&(f-=360)}c.rotDelta=f,c.rotOffS=a.__rotGlobalS-a.__rotPathS,a.__rotGlobalS=a.__rotGlobalE=a.__guideData=a.__needsRot=void 0}},MotionGuidePlugin.tween=function(a,b,c,d,e,f,g){var h=e.guide;if(void 0==h||h===d.guide)return c;if(h.lastRatio!=f){var i=(h.end-h.start)*(g?h.end:f)+h.start;switch(MotionGuidePlugin.calc(h,i,a.target),h.orient){case"cw":case"ccw":case"auto":a.target.rotation+=h.rotOffS+h.rotDelta*f;break;case"fixed":default:a.target.rotation+=h.rotOffS}h.lastRatio=f}return"rotation"!=b||h.orient&&"false"!=h.orient?a.target[b]:c},MotionGuidePlugin.calc=function(a,b,c){void 0==a._segments&&MotionGuidePlugin.validate(a),void 0==c&&(c={x:0,y:0,rotation:0});for(var d=a._segments,e=a.path,f=a._length*b,g=d.length-2,h=0;f>d[h]&&g>h;)f-=d[h],h+=2;var i=d[h+1],j=0;for(g=i.length-1;f>i[j]&&g>j;)f-=i[j],j++;var k=j/++g+f/(g*i[j]);h=2*h+2;var l=1-k;return c.x=l*l*e[h-2]+2*l*k*e[h+0]+k*k*e[h+2],c.y=l*l*e[h-1]+2*l*k*e[h+1]+k*k*e[h+3],a.orient&&(c.rotation=57.2957795*Math.atan2((e[h+1]-e[h-1])*l+(e[h+3]-e[h+1])*k,(e[h+0]-e[h-2])*l+(e[h+2]-e[h+0])*k)),c},createjs.MotionGuidePlugin=MotionGuidePlugin}(),this.createjs=this.createjs||{},function(){"use strict";var a=createjs.TweenJS=createjs.TweenJS||{};a.version="0.6.1",a.buildDate="Thu, 21 May 2015 16:17:37 GMT"}();
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OEBPS/Misc/01_Inciace_transkripce.js
(function (lib, img, cjs, ss) {

var p; // shortcut to reference prototypes

// library properties:
lib.properties = {
	width: 640,
	height: 480,
	fps: 25,
	color: "#FFFFFF",
	manifest: []
};



// symbols:



(lib.TFIIH = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("ADSBHIAAg+Ig4AAIAAA+IgdAAIAAiNIAdAAIAAA4IA4AAIAAg4IAdAAIAACNgABEBHIAAiNIAdAAIAACNgAANBHIAAiNIAdAAIAACNgAhqBHIAAiNIBiAAIAAAYIhFAAIAAAiIA8AAIAAAWIg8AAIAAA9gAjEBHIAAh1IgqAAIAAgYIBxAAIAAAYIgqAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(53.4,30.9);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#F2E99D","#A42517"],[0.016,0.824],-9.9,-6,0,-9.9,-6,60.5).s().p("AlnDfQiWhdABiCQgBiBCWhdQCVhdDSABQDTgBCVBdQCVBdAACBQAACCiVBdQiVBcjTAAQjSAAiVhcgADrABIAAA+IAdAAIAAiNIgdAAIAAA5Ig5AAIAAg5IgdAAIAACNIAdAAIAAg+gABdA/IAcAAIAAiNIgcAAgAAlA/IAdAAIAAiNIgdAAgAhSA/IAdAAIAAg9IA6AAIAAgVIg6AAIAAgiIBDAAIAAgZIhgAAgAjWg1IAqAAIAAB0IAdAAIAAh0IAqAAIAAgZIhxAAg");
	this.shape_1.setTransform(51,31.6);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,102,63.2);


(lib.TFIIF = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("ACFBHIAAiNIBiAAIAAAYIhFAAIAAAiIA8AAIAAAWIg8AAIAAA9gABMBHIAAiNIAdAAIAACNgAAVBHIAAiNIAdAAIAACNgAhiBHIAAiNIBiAAIAAAYIhFAAIAAAiIA8AAIAAAWIg8AAIAAA9gAi8BHIAAh1IgqAAIAAgYIBxAAIAAAYIgqAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(52.6,30.9);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#FBCBB7","#E0370E"],[0.016,0.824],-9.9,-6,0,-9.9,-6,52.2).s().p("AlnDfQiWhdABiCQgBiBCWhdQCVhdDSABQDTgBCVBdQCVBdAACBQAACCiVBdQiVBcjTAAQjSAAiVhcgACVA/IAdAAIAAg9IA8AAIAAgVIg8AAIAAgiIBFAAIAAgZIhiAAgABdA/IAcAAIAAiNIgcAAgAAlA/IAdAAIAAiNIgdAAgAhSA/IAdAAIAAg9IA6AAIAAgVIg6AAIAAgiIBDAAIAAgZIhgAAgAjWg1IAqAAIAAB0IAdAAIAAh0IAqAAIAAgZIhxAAg");
	this.shape_1.setTransform(51,31.6);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,102,63.2);


(lib.TFIIE = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("ACABHIAAiNIBqAAIAAAYIhOAAIAAAgIBIAAIAAAWIhIAAIAAAnIBRAAIAAAYgABHBHIAAiNIAdAAIAACNgAAPBHIAAiNIAeAAIAACNgAhnBHIAAiNIBiAAIAAAYIhGAAIAAAiIA9AAIAAAWIg9AAIAAA9gAjBBHIAAh1IgrAAIAAgYIByAAIAAAYIgrAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(53.2,30.9);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#F2E99D","#89A516"],[0.016,0.824],-9.9,-6,0,-9.9,-6,52.2).s().p("AlnDfQiWhdABiCQgBiBCWhdQCVhdDSABQDTgBCVBdQCVBdAACBQAACCiVBdQiVBcjTAAQjSAAiVhcgACVA/IBtAAIAAgXIhQAAIAAgoIBIAAIAAgVIhIAAIAAggIBNAAIAAgZIhqAAgABdA/IAcAAIAAiNIgcAAgAAlA/IAdAAIAAiNIgdAAgAhSA/IAdAAIAAg9IA6AAIAAgVIg6AAIAAgiIBDAAIAAgZIhgAAgAjWg1IAqAAIAAB0IAdAAIAAh0IAqAAIAAgZIhxAAg");
	this.shape_1.setTransform(51,31.6);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,102,63.2);


(lib.TFIID = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("AB6BHIAAiNIA1AAQARAAAKACQAMAEAKAKQAJAJAEAOQAFAOAAASQAAASgFAMQgFAQgKAJQgHAIgNAEQgKADgPAAgACXAvIAVAAQAMAAAGgBQAHgCAEgFQAFgDADgKQADgKAAgQQAAgPgDgJQgDgJgFgFQgGgFgHgBQgHgCgRAAIgNAAgABBBHIAAiNIAeAAIAACNgAAKBHIAAiNIAdAAIAACNgAhtBHIAAiNIBjAAIAAAYIhGAAIAAAiIA8AAIAAAWIg8AAIAAA9gAjGBHIAAh1IgrAAIAAgYIByAAIAAAYIgrAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(164.7,228.9);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#FEE4AB","#C8B50D"],[0,0.549],-21.4,-13.3,0,-21.4,-13.3,109.1).s().p("Al+NUQvFg8h+oUQh/oRGUlUIAKgJQDEigEBg/QEOhCFTAqIBMAKQF+A4E9CCQDCBQCqBrQAqAbAnAcQGJEVAPFHQAQFnl5C1IgEACQl9C1A1gvQhzAekoAAQkrAAnjgfgAEIEWIA3AAQAQAAAJgDQANgEAHgIQAKgJAGgQQAEgNAAgRQAAgVgEgNQgFgOgJgJQgJgKgNgEQgJgCgSAAIg1AAgADQEWIAdAAIAAiPIgdAAgACYEWIAdAAIAAiPIgdAAgAAfEWIAdAAIAAg9IA8AAIAAgYIg8AAIAAgiIBGAAIAAgYIhjAAgAhjCfIArAAIAAB3IAcAAIAAh3IApAAIAAgYIhwAAgAElD+IAAhfIANAAQASAAAGABQAIACAFAFQAFAFADAJQADAJAAAQQAAARgDAKQgDAJgEAEQgFAFgHABQgFACgMAAg");
	this.shape_1.setTransform(150.5,208.2);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.rf(["#FEE4AB","#C8B50D"],[0,0.631],-4.9,-7,0,-4.9,-7,71.8).s().p("AkxItQiDifhbkiQgOgwgOgzQhhloDriNQDsiNDlA3QDCAuCLCLQAaAaAYAeQCZC6AAEEQAAEHiZC5IgUAYIhMgKQlQgrkPBCQgQgRgRgUg");
	this.shape_2.setTransform(104.4,64.4);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.rf(["#FEE4AB","#C8B50D"],[0,0.6],15,10.1,0,15,10.1,71.9).s().p("AhLJAQgmgbgrgbQiphsjChPQhHhyAhiVQAxjcCSjNQBOhtBjg4QBXgyBmgIQDegRCrCrQCVCVAUDKQADAfAAAgQAADwisCrQirCrjoAEIgNAAQgcAAgcgCg");
	this.shape_3.setTransform(267.7,107.6);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.rf(["#FEE4AB","#B7A50D"],[0,0.737],1.5,-1.4,0,1.5,-1.4,21.1).s().p("AkhgDQA4jCC5hqQAzgdAqgWQBbEiCDCeQARATAQASQkBA/jBChQi9i6Ayisg");
	this.shape_4.setTransform(47,110.7);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.rf(["#FEE4AB","#B7A50D"],[0,0.643],8.5,-22.2,0,8.5,-22.2,47.9).s().p("An2IHIAVgYQCZi5AAkHQAAkEiZi6QgYgdgagaQBYhjBwg9QE5ipEOCSQEQCSAIEqIAAAtQhjA4hOBrQiSDNgxDfQghCVBHBxQk7iCmBg4g");
	this.shape_5.setTransform(195.8,70.6);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.rf(["#FEE4AB","#B7A50D"],[0,0.698],10.5,-11.3,0,10.5,-11.3,47.8).s().p("AmBO5QiLgCgkhtQF5i1gQlnQgPlGmJkWQAiACAiAAQDrgECrirQCpirAAjyQAAghgDgfQCCA5C/CmQFNEihoHSQhnHVk/DmQk4DjjlAAIgFAAg");
	this.shape_6.setTransform(321,195.6);

	this.addChild(this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0.1,0,381.8,296.5);


(lib.TFIIB = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("AB6BHIAAiNIA6AAQAQAAAJACQAIAAAGAFQAIAFADAHQAFAIAAAJQAAAKgGAJQgFAHgJAFQANADAHAIQAHAJAAANQAAAKgFAJQgEAJgIAGQgHAFgMABQgIABgbAAgACXAvIAbAAQAPAAAFgBQAGgBAEgFQAEgEAAgIQAAgGgDgFQgDgEgGgCQgGgCgUgBIgXAAgACXgNIATAAIAVAAQAHgBAEgFQAFgEAAgHQAAgGgEgFQgDgEgIgBIgZgBIgQAAgABBBHIAAiNIAdAAIAACNgAAKBHIAAiNIAdAAIAACNgAhtBHIAAiNIBiAAIAAAYIhFAAIAAAiIA8AAIAAAWIg8AAIAAA9gAjGBHIAAh1IgrAAIAAgYIBxAAIAAAYIgqAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(49.8,42.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#9DE9FB","#0C88A7"],[0.035,0.867],2.2,2.7,0,2.2,2.7,34.3).s().p("AmTD9QiMhEACiLQACiKCgh4QCgh4DYAYQDXAXC7BhQC8Bgg7CKQg8CMiwA7QiwA8i8AHIgnABQimAAh+g8gABNC4IAxAAQAcAAAHgBQAMgBAHgFQAIgGAFgJQAEgJAAgKQAAgNgHgJQgHgJgNgEQAJgEAGgIQAFgJAAgKQAAgJgEgIQgEgHgHgFQgHgEgIgBQgIgCgRAAIg6AAgAAVC4IAdAAIAAiPIgdAAgAghC4IAdAAIAAiPIgdAAgAiaC4IAdAAIAAg9IA8AAIAAgYIg8AAIAAgiIBGAAIAAgYIhjAAgAkeBBIArAAIAAB3IAcAAIAAh3IArAAIAAgYIhyAAgABqCgIAAgmIAYAAQATAAAGACQAGACADAEQADAFAAAGQAAAIgEAFQgEAEgGABQgEABgQAAgABqBiIAAghIARAAIAZAAQAHABAEAEQADAFAAAGQAAAHgEAEQgEAFgIABIgVAAg");
	this.shape_1.setTransform(54.2,31.4);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,108.5,62.9);


(lib.TFIIA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("ADXBHIgMggIg6AAIgMAgIgeAAIA4iNIAeAAIA6CNgACaAOIAoAAIgVgzgAA9BHIAAiNIAdAAIAACNgAAGBHIAAiNIAdAAIAACNgAhyBHIAAiNIBjAAIAAAYIhFAAIAAAiIA7AAIAAAWIg7AAIAAA9gAjLBHIAAh1IgqAAIAAgYIBxAAIAAAYIgqAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(53.2,34.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#9DE9FB","#0FAFD7"],[0.035,0.867],2.2,2.7,0,2.2,2.7,34.3).s().p("AmTD9QiMhEACiLQACiKCgh4QCgh4DYAYQDXAXC7BhQC8Bgg7CKQg8CMiwA7QiwA8i8AHIgnABQimAAh+g8gADABIIANAgIAfAAIg5iNIgeAAIg4CNIAeAAIAMgggAAzBoIAdAAIAAiNIgdAAgAgDBoIAbAAIAAiNIgbAAgAh8BoIAdAAIAAg9IA8AAIAAgYIg8AAIAAggIBGAAIAAgYIhjAAgAkAgNIArAAIAAB1IAcAAIAAh1IArAAIAAgYIhyAAgACQAwIATg0IAUA0g");
	this.shape_1.setTransform(54.2,31.4);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,108.5,62.9);


(lib.TBPvzadu = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.lf(["#E9A43C","#A76B14"],[0.035,0.867],99.9,20.4,99.9,-25.3).s().p("AiMCZQhwhRgSh8QgPhvA9hxQgGBDH3g+IAAAAIABAAQhYALgsAnQgzAugMBPQgMBYAqBsQBECxhQAAQhDAAiqh8g");
	this.shape.setTransform(27.4,55.5);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,27.8,54.9,55.5);


(lib.TBP = function() {
	this.initialize();

	// kresba
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("ABTBHIAAiNIAuAAQAbAAAIACQAMADAIALQAIALAAARQABANgFAJQgFAHgHAFQgIAFgHACQgKACgUAAIgTAAIAAA2gABwgFIAQAAQARAAAGgCQAFgDAEgEQADgGAAgFQAAgJgEgFQgFgEgIgCQgEgBgQAAIgOAAgAg8BHIAAiNIA6AAQAPAAAIACQAJABAGAEQAHAFAEAHQAFAHAAAKQAAAKgGAJQgGAHgJAFQANADAIAIQAGAJAAANQABAJgFAJQgFAJgHAHQgIAFgMABQgHABgZAAgAgfAvIAbAAQAOAAAEgBQAGgBAFgFQADgEAAgIQAAgHgCgEQgDgEgGgCQgHgCgRAAIgYAAgAgfgNIATAAIAUAAQAHgCAEgEQAFgEAAgHQAAgGgEgFQgEgEgHgBIgXgBIgRAAgAiVBHIAAh1IgrAAIAAgYIByAAIAAAYIgrAAIAAB1g");
	this.shape.setTransform(109.7,37);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.lf(["#C58018","#F0C98E","#D5891A"],[0.016,0.463,0.824],52.8,55.7,52.9,-53.6).s().p("");
	this.shape_1.setTransform(79.4,42.9);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(4.9,0,149,85.8);


(lib.PolII = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("AhGBCQgNgHgHgMQgGgNgBgSQABgNAGgLQAHgNANgHQAMgGAPAAQAXAAAPAPQANAPABAWQgBAXgNAQQgPAPgXAAQgOAAgNgGgAg9gEQgHAGgBAQQABAPAHAJQAIAIAKAAQALAAAHgIQAIgJAAgPQAAgQgIgGQgHgIgLAAQgKAAgIAIgADEBGIAAiNIAdAAIAACNgACMBGIAAiNIAdAAIAACNgAAeBGIAAiNIAbAAIAACNgAjfBGIAAiNIAuAAQAaAAAJACQAMADAIALQAIALAAARQAAANgEAJQgGAHgHAFQgHAFgHACQgLACgUAAIgTAAIAAA2gAjDgHIARAAQAQAAAGgCQAGgCADgFQADgFABgGQgBgIgEgFQgFgFgHgBQgFgBgPAAIgPAAg");
	this.shape.setTransform(158.3,78.1);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#B4FEE7","#16D88A"],[0.016,0.824],-3.8,-0.5,0,-3.8,-0.5,82.7).s().p("AhpLuQuVgDl2jNQl2jOBUldQBVlfGujdQGujeLBBPQK/BPFhDqQFiDqD5EdQD4EeoTC2QoLCyuBAAIgZAAgAi+ABQgNAHgHAMQgGANAAAOQAAASAGAMQAHANANAGQANAHAOAAQAXAAAQgQQAPgPAAgYQAAgXgPgPQgPgOgYAAQgPAAgMAFgABMBkIAdAAIAAiNIgdAAgAAUBkIAdAAIAAiNIgdAAgAhYBkIAcAAIAAiNIgcAAgAlXBkIAdAAIAAg2IATAAQATAAALgCQAHgBAIgGQAHgFAFgJQAEgJAAgNQAAgPgIgLQgIgLgMgDQgIgCgbAAIguAAgAi1BIQgHgIAAgQQAAgPAHgIQAIgIAKAAQALAAAHAIQAIAIAAAPQAAAQgIAIQgHAIgLAAQgKAAgIgIgAk6AWIAAgnIAOAAQAPAAAFABQAIACAEAFQAFAFAAAGQAAAGgEAFQgDAEgGADQgFACgRAAg");
	this.shape_1.setTransform(170.3,75);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,340.5,150.1);


(lib.periodadvousroubovicefialova = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#C20FC2").s().p("");
	this.shape.setTransform(106,57.5);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#BE17D5").s().p("AEQIwQg/AAhBg5QApgmAug9QApg5A3hdQAxBZAtA+QATAaAQATQgnAsgiAYQg5Aqg2AAIAAAAgAuTIrIgLAAQgRgCgRgFQglgNgngfIgHgGQAngkAsg6IADgFQBPhsCYkjQBViiAuhQQA0BbBOCZQiUEehNBpQg7BPg4ApQg3Aqg2AAIgBAAgAHhAAIgIgQQCIkGBOhrIAFgHIAEgGQARgXARgUIAIgJQAjgmAggYQA6grA1ABQA+AABCA5QgpAmgtA9QhPBriYEjQhTCegpBIQgohJhSidgAmTmQQgYgggVgYQAhglAhgYQAngdAlgJIANgCQALgCALAAQA+AABCA5QgZAWgaAfIgIAKIgbAkQgqA4gvBRQgxhTgkgzg");
	this.shape_1.setTransform(106,57.3);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.lf(["#C621E3","#E037F4","#C621E3"],[0,0.486,1],109.3,-59.5,108.8,56.8).s().p("AgIIxQg2AAg5grQg2gpg6hQQhOhtiSkgIAAAAIgBAAIgHgMQhXipgrhMIgHgMQgyhUgkgyQg0hIgnggIgNgLIgKgHQgSgMgWgLIgSgIIAAgDIDYAAQA1AAA5ArQAfAXAfAjIAIAJQAYAdATAZQAlAzA0BYIAGANQAzBYBRCeQCVEmBNBsQAvBCAsAnQAnAhAQAJQAIAFAMAFgAKJIwQg2gBg4gqQgkgbgkgqIgIgKQgRgUgQgWQgtg/g1hdIgHgNQgohJhRidQiKkNhMhyIgJgNIgEgFQg0hJgngfQgZgWgmgTIgZgMIDdABQAwABAzAiIAKAHIACABQAzAnA1BIIAIAKIABABQBPBvCIEKIAHAOIgFAGIAJAAQBUCkAqBLIAHANQAyBZAsA9QAyBEAqAkQAnAhAQAKQALAHAJADg");
	this.shape_2.setTransform(106.6,57.5);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,212.1,115);


(lib.periodadvousroubovicecervena = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#990000").s().p("");
	this.shape.setTransform(106,57.5);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#BE1722").s().p("AEQIwQg/AAhBg5QApgmAug9QApg5A3hdQAxBZAtA+QATAaAQATQgnAsgiAYQg5Aqg2AAIAAAAgAuTIrIgLAAQgRgCgRgFQglgNgngfIgHgGQAngkAsg6IADgFQBPhsCYkjQBViiAuhQQA0BbBOCZQiUEehNBpQg7BPg4ApQg3Aqg2AAIgBAAgAHhAAIgIgQQCIkGBOhrIAFgHIAEgGQARgXARgUIAIgJQAjgmAggYQA6grA1ABQA+AABCA5QgpAmgtA9QhPBriYEjQhTCegpBIQgohJhSidgAmTmQQgYgggVgYQAhglAhgYQAngdAlgJIANgCQALgCALAAQA+AABCA5QgZAWgaAfIgIAKIgbAkQgqA4gvBRQgxhTgkgzg");
	this.shape_1.setTransform(106,57.3);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.lf(["#C4202F","#E03741","#C4202F"],[0,0.486,1],109.3,-59.5,108.8,56.8).s().p("AgIIxQg2AAg5grQg2gpg6hQQhOhtiSkgIAAAAIgBAAIgHgMQhXipgrhMIgHgMQgyhUgkgyQg0hIgnggIgNgLIgKgHQgSgMgWgLIgSgIIAAgDIDYAAQA1AAA5ArQAfAXAfAjIAIAJQAYAdATAZQAlAzA0BYIAGANQAzBYBRCeQCVEmBNBsQAvBCAsAnQAnAhAQAJQAIAFAMAFgAKJIwQg2gBg4gqQgkgbgkgqIgIgKQgRgUgQgWQgtg/g1hdIgHgNQgohJhRidQiKkNhMhyIgJgNIgEgFQg0hJgngfQgZgWgmgTIgZgMIDdABQAwABAzAiIAKAHIACABQAzAnA1BIIAIAKIABABQBPBvCIEKIAHAOIgFAGIAJAAQBUCkAqBLIAHANQAyBZAsA9QAyBEAqAkQAnAhAQAKQALAHAJADg");
	this.shape_2.setTransform(106.6,57.5);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#0A3C70").s().p("AAAAAIAAAAIAAABg");
	this.shape_3.setTransform(60.9,57.4);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#336599").s().p("AgCAAIAFAAIAAABg");
	this.shape_4.setTransform(20.3,1.5);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.f("#0A151E").s().p("AgXgEIgBAAQAAAAgBAAQAAAAgBAAQgBgBAAAAQgBAAAAgBIgBgCQAdADAeAOQgfgNgWAAg");
	this.shape_5.setTransform(17,1.9);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#0A0A0A").s().p("AFqAYIABgBQACABABADIgEgDgAltgaIAAAAIABAAg");
	this.shape_6.setTransform(56.5,4.1);

	this.addChild(this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,212.1,115);


(lib.periodadvousroubovice = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#0A3C70").s().p("AAAAAIAAAAIAAABg");
	this.shape.setTransform(60.9,57.4);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#336599").s().p("AgCAAIAFAAIAAABg");
	this.shape_1.setTransform(20.3,1.5);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#0A4784").s().p("AgDAEIADgHIAEAHg");
	this.shape_2.setTransform(152.7,57.3);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#0A151E").s().p("AJEHNQgtg+gyhYIAHgNQA1BdAtA/QAQAXARATIgIAKQgRgTgSgagAJ1A9IgFgJIAHgNIAJAQQBRCfApBJIgHANQgqhMhUijgAm0i6IAHgMQArBMBXCnIgHAOQhOiZg0hcgAj/lQQgTgagYgcIAIgKQAWAZAXAgQAlAyAwBTIgHANQgzhZglgygArzn1IAAAAQgBAAAAAAQgBAAgBgBQAAAAgBAAQAAgBgBAAIgBgCQAgADAeAQQgigPgWAAg");
	this.shape_3.setTransform(90.2,51.6);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#0A0A0A").s().p("AJFH0IAIgKIAIAKIgIAJgALRElIAHgNIAIANIgIAMgAG9EkIAHgNIAHANIgHAMgAlSA2IgBgCIAHgOIAGANIABABIgHAOgAJIAgIAHgOIAHAOIgHANgAjIjMIAHgMIAHAMIgHANgAndjNIAHgNIAHANIgHANgAlTmXIAIgJIAIAJIgIAKgAgGnHIABgCQACABABAEIgEgDgArfn7IABgBIAAABg");
	this.shape_4.setTransform(93.5,52.3);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],109.3,-59.5,108.8,56.8).s().p("AgIIxQg2AAg5grQg2gpg6hQQhOhtiSkgIAAAAIgBAAIgHgMQhXipgrhMIgHgMQgyhUgkgyQg0hIgnggIgNgLIgKgHQgSgMgWgLIgSgIIAAgDIDYAAQA1AAA5ArQAfAXAfAjIAIAJQAYAdATAZQAlAzA0BYIAGANQAzBYBRCeQCVEmBNBsQAvBCAsAnQAnAhAQAJQAIAFAMAFgAKJIwQg2gBg4gqQgkgbgkgqIgIgKQgRgUgQgWQgtg/g1hdIgHgNQgohJhRidQiKkNhMhyIgJgNIgEgFQg0hJgngfQgZgWgmgTIgZgMIDdABQAwABAzAiIAKAHIACABQAzAnA1BIIAIAKIABABQBPBvCIEKIAHAOIgFAGIAJAAQBUCkAqBLIAHANQAyBZAsA9QAyBEAqAkQAnAhAQAKQALAHAJADg");
	this.shape_5.setTransform(106.6,57.5);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#264D73").s().p("AEQIwQg/AAhBg5QApgmAug9QApg5A3hdQAxBZAtA+QATAaAQATQgnAsgiAYQg5Aqg2AAIAAAAgAuTIrIgLAAQgRgCgRgFQglgNgngfIgHgGQAngkAsg6IADgFQBPhsCYkjQBViiAuhQQA0BbBOCZQiUEehNBpQg7BPg4ApQg3Aqg2AAIgBAAgAHhAAIgIgQQCIkGBOhrIAFgHIAEgGQARgXARgUIAIgJQAjgmAggYQA6grA1ABQA+AABCA5QgpAmgtA9QhPBriYEjQhTCegpBIQgohJhSidgAmTmQQgYgggVgYQAhglAhgYQAngdAlgJIANgCQALgCALAAQA+AABCA5QgZAWgaAfIgIAKIgbAkQgqA4gvBRQgxhTgkgzg");
	this.shape_6.setTransform(106,57.3);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f("#333333").s().p("");
	this.shape_7.setTransform(106,57.5);

	this.addChild(this.shape_7,this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,212.1,115);


// stage content:
(lib._01_Inciace_transkripce = function(mode,startPosition,loop) {
	this.initialize(mode,startPosition,loop,{});

	// timeline functions:
	this.frame_48 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_99 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_149 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_199 = function() {
		this.stop();
	}

	// actions tween:
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this).wait(48).call(this.frame_48).wait(51).call(this.frame_99).wait(50).call(this.frame_149).wait(50).call(this.frame_199).wait(1));

	// ramecek
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#333333").ss(4,1,1).p("Egx/glfMBj/AAAMAAABK/Mhj/AAAg");
	this.shape.setTransform(320,240);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.shape).wait(200));

	// TFIIF
	this.instance = new lib.TFIIF("synched",0);
	this.instance.setTransform(321.6,-40.9,0.626,0.626,0,0,0,51.1,31.6);
	this.instance._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance).wait(100).to({_off:false},0).to({regX:51,regY:31.7,x:245.7,y:232.4},49).wait(51));

	// TFIIE
	this.instance_1 = new lib.TFIIE("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(490.5,545.5,0.626,0.626,0,0,0,51,31.6);
	this.instance_1._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_1).wait(149).to({_off:false},0).to({regY:31.7,x:333.7,y:260.1},50).wait(1));

	// TFIIH
	this.instance_2 = new lib.TFIIH("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(245.8,516.5,0.626,0.626,0,0,0,51.1,31.7);
	this.instance_2._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_2).wait(149).to({_off:false},0).to({x:272.8,y:260.1},31).wait(20));

	// Pol II
	this.instance_3 = new lib.PolII("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(620.5,-60.8,0.626,0.626,0,0,0,170.3,75.1);
	this.instance_3._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_3).wait(100).to({_off:false},0).to({regY:75,x:333,y:201.7},34).wait(66));

	// TFIIA
	this.instance_4 = new lib.TFIIA("synched",0);
	this.instance_4.setTransform(319.9,517.9,0.626,0.626,0,0,0,54.3,31.4);
	this.instance_4._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_4).wait(49).to({_off:false},0).to({regX:54.1,x:227.5,y:275.9},50).wait(101));

	// TBP pred DNA
	this.instance_5 = new lib.TBP("synched",0);
	this.instance_5.setTransform(165.5,-101.8,0.626,0.626);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_5).to({x:129.8,y:225.9},48).wait(152));

	// TFIID
	this.instance_6 = new lib.TFIID("synched",0);
	this.instance_6.setTransform(192.3,-179.1,0.626,0.626,0,0,0,190.8,148.2);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_6).to({x:156.6,y:148.5},48).wait(152));

	// DNA
	this.instance_7 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_7.setTransform(676,259.2,0.212,0.212,0,0,0,106,57.8);

	this.instance_8 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_8.setTransform(637.2,259.2,0.212,0.212,0,0,0,106,57.8);

	this.instance_9 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_9.setTransform(13.5,258.3,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_10 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_10.setTransform(52.7,258.5,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_11 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_11.setTransform(597.2,259.2,0.212,0.212,0,0,0,106,57.8);

	this.instance_12 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_12.setTransform(558.6,258.9,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_13 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_13.setTransform(519.9,259,0.212,0.212,0,0,0,106,57.8);

	this.instance_14 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_14.setTransform(481,259,0.212,0.212,0,0,0,106,57.8);

	this.instance_15 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_15.setTransform(442.3,259,0.212,0.212,0,0,0,106.2,57.8);

	this.instance_16 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_16.setTransform(402.9,258.8,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_17 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_17.setTransform(363.8,258.8,0.212,0.212,0,0,0,106,57.8);

	this.instance_18 = new lib.periodadvousroubovicefialova("synched",0);
	this.instance_18.setTransform(325.3,258.8,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_19 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_19.setTransform(286.8,258.8,0.212,0.212,0,0,0,106.2,57.6);

	this.instance_20 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_20.setTransform(247,258.5,0.212,0.212,0,0,0,106.2,57.6);

	this.instance_21 = new lib.periodadvousroubovicecervena("synched",0);
	this.instance_21.setTransform(208,258.7,0.212,0.212,0,0,0,106.2,57.6);

	this.instance_22 = new lib.periodadvousroubovicecervena("synched",0);
	this.instance_22.setTransform(168.7,258.8,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_23 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_23.setTransform(129.8,258.5,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.instance_24 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_24.setTransform(91.8,258.3,0.212,0.212,0,0,0,106,57.6);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.instance_24},{t:this.instance_23},{t:this.instance_22},{t:this.instance_21},{t:this.instance_20},{t:this.instance_19},{t:this.instance_18},{t:this.instance_17},{t:this.instance_16},{t:this.instance_15},{t:this.instance_14},{t:this.instance_13},{t:this.instance_12},{t:this.instance_11},{t:this.instance_10},{t:this.instance_9},{t:this.instance_8},{t:this.instance_7}]}).wait(200));

	// TBP za DNA
	this.instance_25 = new lib.TBPvzadu("synched",0);
	this.instance_25.setTransform(214.1,-75.6,0.626,0.626,0,0,0,77,42.9);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_25).to({x:178.3,y:252},48).wait(152));

	// TFIIB
	this.instance_26 = new lib.TFIIB("synched",0);
	this.instance_26.setTransform(52.3,506.3,0.626,0.626,0,0,0,54.1,31.4);
	this.instance_26._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_26).wait(49).to({_off:false},0).to({x:141.2,y:276.5},32).wait(119));

	// popisky
	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f().s("#FF0000").ss(2,1,1).p("AAAoMIAAQZ");
	this.shape_1.setTransform(180.3,323.4);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f().s("#FF00FF").ss(2,1,1).p("AAAoMIAAQZ");
	this.shape_2.setTransform(325.3,323.4);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#FF0000").s().p("ACRAsIgIgUIgkAAIgHAUIgTAAIAjhXIATAAIAkBXgABrAJIAYAAIgMgfgAAcAsIAAhIIgbAAIAAgPIBIAAIAAAPIgbAAIAABIgAgUAsIgHgUIgkAAIgIAUIgTAAIAjhXIATAAIAkBXgAg6AJIAZAAIgMgfgAiJAsIAAhIIgbAAIAAgPIBIAAIAAAPIgbAAIAABIg");
	this.shape_3.setTransform(182.7,385.5);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#FF00FF").s().p("");
	this.shape_4.setTransform(324.7,386.7);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_4},{t:this.shape_3},{t:this.shape_2},{t:this.shape_1}]}).wait(200));

}).prototype = p = new cjs.MovieClip();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(311,-31.9,707.5,753.9);

})(lib = lib||{}, images = images||{}, createjs = createjs||{}, ss = ss||{});
var lib, images, createjs, ss;
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OEBPS/Misc/02_Koordinace_bunecnych_komparmentu.js
(function (lib, img, cjs, ss) {

var p; // shortcut to reference prototypes

// library properties:
lib.properties = {
	width: 640,
	height: 412,
	fps: 25,
	color: "#FFFFFF",
	manifest: []
};



// symbols:



(lib.transkritpropod = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],-4.8,-1.3,0,-4.8,-1.3,12.7).s().p("ABwA0QgsgBgjgbQgNgLgJgJQgGAJgIAMQgZAcgrgBQgsgBgjgbQgjgZAAgPQAAgPAegKQAfgKArAAQArAAAeAKQAKAEAHAFQAHgFAMgEQAcgJAmgBIAAAEQAAAJANANQAIAJAOALQAaASAfAGIgGAGQgYAbgpAAIgDAAg");
	this.shape.setTransform(38.8,7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],3.1,-0.8,0,3.1,-0.8,7.8).s().p("AAJA0QgpgBgjgbQgjgZAAgPQAAgPAegKQAfgKApAAQAqAAAeAKQAfAKAAAPQAAAOgZAbQgYAbgpAAIgEAAg");
	this.shape_1.setTransform(10.4,11.8);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],4.9,-1.3,0,4.9,-1.3,7.5).s().p("AAJAtQgJAAgKgCQgfgGgagUQgOgLgIgHQgNgNAAgJIABgEQACgGAIgGIAJgFIClAAQAUAJAAAMQAAAOgZAbQgYAbgpAAIgEAAg");
	this.shape_2.setTransform(59.1,4.6);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,69.4,17);


(lib.transkriptornad = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],-20.7,7.1,0,-19.2,-1.6,37.9).s().p("AiODcQjDAAiIg7QgMgGgGgBQg4hKAIg3QAei6C3gvQC3gwCzCaQC1CYCQABQCQAAAeBcQAfBbiLgSQiLgTh3AMQh2ALi+AAIgDAAg");
	this.shape.setTransform(54.1,22.1);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0.1,108.3,44.2);


(lib.SSUprotein = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhvACQhQhkBSgwQBGgqAkAlQAiAkgJA8QArggA0AoQA0AngaBdQgbBfhHgmQhFgmAuifQhMgbgmAYQgnAYAUAkQAYAfAxAOAg/CqQgEgMgpg8QgggtAdgz");
	this.shape.setTransform(28.3,18.9);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(11.7,0.4,33.4,37.1);


(lib.ribosompod = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#4EA6FE","#05519A"],[0,0.965],1.5,-2.7,0,1.5,-2.7,8.5).s().p("AjUA+QhSgZgGgmQgFgpBVgVQBWgWCLgBQCMgBBZAYQBZAYgdAnQgeAlhSAZQhSAZhyAAQh0AAhSgZg");
	this.shape.setTransform(30.2,8.8);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0.1,60.4,17.5);


(lib.ribosomnad = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#4EA6FE","#05519A"],[0,1],6.3,-5.7,0,6.3,-5.7,23.5).s().p("AjdE7Qg8gOAIjWQAHjUBOhiQBOhhBuAAQBtAABOBhQBOBiAJDgQAKDjhygQQhxgPhsARQg8AJguAAQglAAgbgGg");
	this.shape.setTransform(27.6,32.2);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,55.2,64.4);


(lib.prhnutaDNAfialova = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#C621E3","#C621E3","#C621E3"],[0.835,0.933,1],26.4,341.2,0,26.4,341.2,575.9).s().p("");
	this.shape.setTransform(581.4,196.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#BE17D5").s().p("");
	this.shape_1.setTransform(598.6,197.9);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,1197.2,395.9);


(lib.prhnutaDNA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#336599","#99BBDD","#6096CA"],[0.835,0.933,1],26.4,341.2,0,26.4,341.2,575.9).s().p("");
	this.shape.setTransform(581.4,196.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],-1187.1,507.2,-1186.9,-148.6).s().p("AgCgCIAAgEIAGANg");
	this.shape_1.setTransform(926.8,75.2);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],1062.7,-258,1083.9,-138).s().p("AHNGXIAPgBIgNAGgAm1mbIAIAQQgYAAgXADIAngTg");
	this.shape_2.setTransform(324.3,117.2);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#264D73").s().p("");
	this.shape_3.setTransform(488.6,196.1);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#0A151E").s().p("");
	this.shape_4.setTransform(604.9,160.1);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.f("#0A0A0A").s().p("");
	this.shape_5.setTransform(604.3,150.4);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#0A4784").s().p("AfhLDIgCgEIADAEgAC9AyIAHAAIgHAEIAAgEgA/hq+IAIgEIgHAIg");
	this.shape_6.setTransform(923,134.6);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f("#0A3C70").s().p("");
	this.shape_7.setTransform(649.1,175.6);

	this.shape_8 = new cjs.Shape();
	this.shape_8.graphics.f("#333333").s().p("");
	this.shape_8.setTransform(598.6,197.9);

	this.shape_9 = new cjs.Shape();
	this.shape_9.graphics.f("#336599").s().p("");
	this.shape_9.setTransform(623.5,148.6);

	this.addChild(this.shape_9,this.shape_8,this.shape_7,this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,1197.2,395.9);


(lib.periodasroubovicezelena = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.lf(["#1A897D","#35A38F","#1A897D"],[0,0.529,1],629.7,-57.1,629.2,59.2).s().p("AFDIwQg2AAg5grQgigagkgpIgIgKIgigsQguhAgyhZIgGgNQgshQhPiYQiUkjhQhuQg0hJgnggQgZgVglgTIgagMIDfABQA1AAA5AqQA3AqA6BQQBLBnCMEVIAKARQBQCeAuBUIAIAMIAtBLIAIAMQAVAkATAaQAzBDApAlQAnAhARAJQAKAHAJADg");
	this.shape.setTransform(59.4,57.4);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#17867B").s().p("");
	this.shape_1.setTransform(99.2,57.4);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#0F7A6A").s().p("AlDI6QAGAAAAgGIAAAAQAAgBAAAAQAAgBgBAAQAAgBAAAAQgBgBAAgBIAAAAIgDgCIgGAAQgogBgjgTQgSgLgjgfIgDgCQAlghAngyIAIgKIAEgGQBNhpCYkjQBTifAthNIAHgNICJjMQAlgrAlgbQA7grA6gBQgBAAAAAAQgBAAAAABQgBAAgBAAQAAABgBAAQAAABAAAAQgBABAAAAQAAABAAAAQgBABAAABIACAEIADABIAEAAIABAAQAdACAqAWQAdAPAaATIAJAIQgqAmgrA7QgtA+g2BfIiTEPQiJEJhLBnQg9BSg4AqQgaASgZAMIgMAEQgcAKgcAAg");
	this.shape_2.setTransform(151.8,57.8);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,198.5,114.9);


(lib.periodadvousroubovicefialova = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#C20FC2").s().p("");
	this.shape.setTransform(106,57.5);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#BE17D5").s().p("AEQIwQg/AAhBg5QApgmAug9QApg5A3hdQAxBZAtA+QATAaAQATQgnAsgiAYQg5Aqg2AAIAAAAgAuTIrIgLAAQgRgCgRgFQglgNgngfIgHgGQAngkAsg6IADgFQBPhsCYkjQBViiAuhQQA0BbBOCZQiUEehNBpQg7BPg4ApQg3Aqg2AAIgBAAgAHhAAIgIgQQCIkGBOhrIAFgHIAEgGQARgXARgUIAIgJQAjgmAggYQA6grA1ABQA+AABCA5QgpAmgtA9QhPBriYEjQhTCegpBIQgohJhSidgAmTmQQgYgggVgYQAhglAhgYQAngdAlgJIANgCQALgCALAAQA+AABCA5QgZAWgaAfIgIAKIgbAkQgqA4gvBRQgxhTgkgzg");
	this.shape_1.setTransform(106,57.3);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.lf(["#C621E3","#E037F4","#C621E3"],[0,0.486,1],109.3,-59.5,108.8,56.8).s().p("AgIIxQg2AAg5grQg2gpg6hQQhOhtiSkgIAAAAIgBAAIgHgMQhXipgrhMIgHgMQgyhUgkgyQg0hIgnggIgNgLIgKgHQgSgMgWgLIgSgIIAAgDIDYAAQA1AAA5ArQAfAXAfAjIAIAJQAYAdATAZQAlAzA0BYIAGANQAzBYBRCeQCVEmBNBsQAvBCAsAnQAnAhAQAJQAIAFAMAFgAKJIwQg2gBg4gqQgkgbgkgqIgIgKQgRgUgQgWQgtg/g1hdIgHgNQgohJhRidQiKkNhMhyIgJgNIgEgFQg0hJgngfQgZgWgmgTIgZgMIDdABQAwABAzAiIAKAHIACABQAzAnA1BIIAIAKIABABQBPBvCIEKIAHAOIgFAGIAJAAQBUCkAqBLIAHANQAyBZAsA9QAyBEAqAkQAnAhAQAKQALAHAJADg");
	this.shape_2.setTransform(106.6,57.5);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,212.1,115);


(lib.periodadvousroubovice = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#0A3C70").s().p("AAAAAIAAAAIAAABg");
	this.shape.setTransform(60.9,57.4);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#336599").s().p("AgCAAIAFAAIAAABg");
	this.shape_1.setTransform(20.3,1.5);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#0A4784").s().p("AgDAEIADgHIAEAHg");
	this.shape_2.setTransform(152.7,57.3);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#0A151E").s().p("AJEHNQgtg+gyhYIAHgNQA1BdAtA/QAQAXARATIgIAKQgRgTgSgagAJ1A9IgFgJIAHgNIAJAQQBRCfApBJIgHANQgqhMhUijgAm0i6IAHgMQArBMBXCnIgHAOQhOiZg0hcgAj/lQQgTgagYgcIAIgKQAWAZAXAgQAlAyAwBTIgHANQgzhZglgygArzn1IAAAAQgBAAAAAAQgBAAgBgBQAAAAgBAAQAAgBgBAAIgBgCQAgADAeAQQgigPgWAAg");
	this.shape_3.setTransform(90.2,51.6);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#0A0A0A").s().p("AJFH0IAIgKIAIAKIgIAJgALRElIAHgNIAIANIgIAMgAG9EkIAHgNIAHANIgHAMgAlSA2IgBgCIAHgOIAGANIABABIgHAOgAJIAgIAHgOIAHAOIgHANgAjIjMIAHgMIAHAMIgHANgAndjNIAHgNIAHANIgHANgAlTmXIAIgJIAIAJIgIAKgAgGnHIABgCQACABABAEIgEgDgArfn7IABgBIAAABg");
	this.shape_4.setTransform(93.5,52.3);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],109.3,-59.5,108.8,56.8).s().p("AgIIxQg2AAg5grQg2gpg6hQQhOhtiSkgIAAAAIgBAAIgHgMQhXipgrhMIgHgMQgyhUgkgyQg0hIgnggIgNgLIgKgHQgSgMgWgLIgSgIIAAgDIDYAAQA1AAA5ArQAfAXAfAjIAIAJQAYAdATAZQAlAzA0BYIAGANQAzBYBRCeQCVEmBNBsQAvBCAsAnQAnAhAQAJQAIAFAMAFgAKJIwQg2gBg4gqQgkgbgkgqIgIgKQgRgUgQgWQgtg/g1hdIgHgNQgohJhRidQiKkNhMhyIgJgNIgEgFQg0hJgngfQgZgWgmgTIgZgMIDdABQAwABAzAiIAKAHIACABQAzAnA1BIIAIAKIABABQBPBvCIEKIAHAOIgFAGIAJAAQBUCkAqBLIAHANQAyBZAsA9QAyBEAqAkQAnAhAQAKQALAHAJADg");
	this.shape_5.setTransform(106.6,57.5);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#264D73").s().p("AEQIwQg/AAhBg5QApgmAug9QApg5A3hdQAxBZAtA+QATAaAQATQgnAsgiAYQg5Aqg2AAIAAAAgAuTIrIgLAAQgRgCgRgFQglgNgngfIgHgGQAngkAsg6IADgFQBPhsCYkjQBViiAuhQQA0BbBOCZQiUEehNBpQg7BPg4ApQg3Aqg2AAIgBAAgAHhAAIgIgQQCIkGBOhrIAFgHIAEgGQARgXARgUIAIgJQAjgmAggYQA6grA1ABQA+AABCA5QgpAmgtA9QhPBriYEjQhTCegpBIQgohJhSidgAmTmQQgYgggVgYQAhglAhgYQAngdAlgJIANgCQALgCALAAQA+AABCA5QgZAWgaAfIgIAKIgbAkQgqA4gvBRQgxhTgkgzg");
	this.shape_6.setTransform(106,57.3);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f("#333333").s().p("");
	this.shape_7.setTransform(106,57.5);

	this.addChild(this.shape_7,this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,212.1,115);


(lib.obaljadra = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#000000").ss(1,1,1).p("AGDh/QANAagJAdQgLAngtAdQgiATgiATQhoA5hrAiQiMAuh8AEQh8AEgfgbQgfgaAAgmQAAgeAUgYQADgFAFgEQAegbAygBQCTgDCYgvQBjgfBTgrQAcgOAagQQAWgNAWgDQAOgCAOACQADAAADABQAjAHATAdQADAFADAEgAFOh3QAQAPgFAaQgEAahbAuQgsATgzAVQg3AWhAAUQh5AohyAJQhyAJgTgMQgTgMgCgaQgCgaAYgMQAQgIAygEQAWgCAcgCQBcgEB7giQB9gkA7ggQA7ghAlgMQAQgFAMgBQACAAADAAQANABAIAHg");
	this.shape.setTransform(39.5,17.6);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#E5D6C1").s().p("AlIB6QgTgMgCgaQgCgaAYgMQAQgJAygEIAygDQBcgEB7gjQB9gkA7ggQA7ggAlgNQAQgFAMgBIAFAAQANABAIAHQAQAPgFAaQgEAbhbAtQgsAUgzAUQg3AWhAAVQh5AnhyAJQgyAFgfAAQgpAAgLgHg");
	this.shape_1.setTransform(39.1,17.7);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#D5C4BC").s().p("AlrCYQgfgaAAgmQAAgeAUgYIAIgJQAegbAygBQCTgDCYgvQBjgfBTgrQAcgOAagQQAWgNAWgDQAOgCAOACIAGABQAjAHATAdIAGAJQANAagJAdQgLAngtAdQgiATgiATQhoA5hrAiQiMAuh8AEIggAAQhgAAgbgXgAE0h/QgMABgQAFQglAMg7AhQg7Agh9AkQh7AihcAEIgyAEQgyAEgQAIQgYAMACAaQACAaATAMQATAMBygJQBygJB5goQBAgUA3gWQAzgVAsgTQBbguAEgaQAFgagQgPQgIgHgNgBIgDAAIgCAAg");
	this.shape_2.setTransform(39.5,17.6);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1,-1,81,37.2);


(lib.LSUprotein = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABCB3QgJAGgdgeQgcgegKgeQgMgfgChFQgDhHACgbQACgbAcgTQAdgTAUABQAUAAAsAtQArAuhfD/gAgxCrQgigKgfgeQgfgegjg5Qgjg3AcgsQAcgsBCBKQBCBHgWB9QAPAEAJAAQADgBAQgEQAOgFAOgNQANgOAFgCQAGgCARgHQA+ADAUgQQATgQAkgVAjGDlQAMgsBFAHQAYADAPgDQAYgEAFgRAA/B/QABgEACgE");
	this.shape.setTransform(14,27.9,1,1,0,0,0,-6.1,-0.6);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAAAvQhZgvgahWQgbhXAeggQAdggAmAFQAnAEArBVQAtBWhSBoQBaABAZAOQAfATgnAfQgeAGhNAKQg4gpA4gogAg/DLQBEBAAlhFQAlhGhPAA");
	this.shape_1.setTransform(41.4,23.4);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1.5,-1.5,57.3,54.4);


(lib.chormatobalst = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#999999").ss(1,1,1).p("AFngjQgMgKgSAAQlJAdlIgdQgSAAgNAKQgMAKAAAOQAAAMANAKQAMAKCuARQCsARCtgRQCugSAMgKQANgJAAgMQAAgOgNgKg");
	this.shape.setTransform(37.3,4.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#33CC99").s().p("AisAmQiugRgMgKQgNgKAAgMQAAgOAMgKQANgKASAAQFIAdFJgdQASAAAMAKQANAKAAAOQAAAMgNAJQgMAKiuASQhXAIhWAAQhVAAhXgIg");
	this.shape_1.setTransform(37.3,4.7);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1,-1,76.5,11.4);


(lib.mRNA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.instance = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance.setTransform(100.8,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.instance_1 = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(72.5,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.instance_2 = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(44,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.instance_3 = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(15.9,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.addChild(this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,116.7,18.4);


(lib.cyklickaDNA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.instance = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance.setTransform(73.4,135,0.093,0.093,129.7,0,0,1137.5,273.9);

	this.instance_1 = new lib.prhnutaDNAfialova("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(8.8,59.1,0.093,0.093,-129.5,0,0,1137.3,273.5);

	this.instance_2 = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(94.8,7.1,0.094,0.094,71,0,0,66.3,283.4);

	this.instance_3 = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(73.1,71,0.094,0.094,-30,0,0,598.4,744.1);

	this.addChild(this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(4.4,0.5,136,138.2);


// stage content:
(lib._02_Koordinace_bunecnych_komparmentu = function(mode,startPosition,loop) {
	this.initialize(mode,startPosition,loop,{});

	// timeline functions:
	this.frame_119 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_224 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_339 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_449 = function() {
		this.stop();
	}

	// actions tween:
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this).wait(119).call(this.frame_119).wait(105).call(this.frame_224).wait(115).call(this.frame_339).wait(110).call(this.frame_449).wait(1));

	// ramecek
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#333333").ss(4,1,1).p("Egx/ggLMBj/AAAMAAABAXMhj/AAAg");
	this.shape.setTransform(320,206);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.shape).wait(450));

	// popisky
	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#CC00FF").s().p("");
	this.shape_1.setTransform(314.7,204.3);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape_2.setTransform(334.1,138.9);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape_3.setTransform(334.1,209.5);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape_4.setTransform(334.1,209.5);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape_5.setTransform(334.1,209.5);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape_6.setTransform(334.1,209.5);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_2},{t:this.shape_1}]}).to({state:[{t:this.shape_3},{t:this.shape_1}]},119).to({state:[{t:this.shape_4},{t:this.shape_1}]},105).to({state:[{t:this.shape_5},{t:this.shape_1}]},115).to({state:[{t:this.shape_6},{t:this.shape_1}]},110).wait(1));

	// protein LSU
	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAAAOIAAgb");
	this.shape_7.setTransform(364.8,191.4);

	this.shape_8 = new cjs.Shape();
	this.shape_8.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgHAAQgIgPAZAV");
	this.shape_8.setTransform(366.6,190.3);

	this.shape_9 = new cjs.Shape();
	this.shape_9.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgQAOQgPguAzAg");
	this.shape_9.setTransform(368.5,189.2);

	this.shape_10 = new cjs.Shape();
	this.shape_10.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgZAaQgWhNBOAo");
	this.shape_10.setTransform(370.4,188.4);

	this.shape_11 = new cjs.Shape();
	this.shape_11.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgiAmQgdhsBoAw");
	this.shape_11.setTransform(372.3,187.6);

	this.shape_12 = new cjs.Shape();
	this.shape_12.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgrAyQgkiMCCA5");
	this.shape_12.setTransform(374.1,186.7);

	this.shape_13 = new cjs.Shape();
	this.shape_13.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag0A+QgriqCdBB");
	this.shape_13.setTransform(376,185.8);

	this.shape_14 = new cjs.Shape();
	this.shape_14.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag8BKQgzjKC3BK");
	this.shape_14.setTransform(377.9,185);

	this.shape_15 = new cjs.Shape();
	this.shape_15.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhFBXQg6jpDRBS");
	this.shape_15.setTransform(379.8,184.1);

	this.shape_16 = new cjs.Shape();
	this.shape_16.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag0BWQgdkfCLDD");
	this.shape_16.setTransform(378.1,184.2);

	this.shape_17 = new cjs.Shape();
	this.shape_17.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgkBiQgChNAKg0QAJgvAQgOQANgOALAZQAOAbACA6");
	this.shape_17.setTransform(376.8,183);

	this.shape_18 = new cjs.Shape();
	this.shape_18.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgmBiQAAgKgFg+QgDgkAEgVQAGghAfgcQANgOAMAZQAPASAGANQAMAYgSAe");
	this.shape_18.setTransform(377.4,183);

	this.shape_19 = new cjs.Shape();
	this.shape_19.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgkBiQgBgKgFg+QgDgkAEgVQAGghAfgcQANgOAMAZQAPASAGANQAMAYg7Ae");
	this.shape_19.setTransform(377.9,183);

	this.shape_20 = new cjs.Shape();
	this.shape_20.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AglBiQAAgKgFg+QgDgkAEgVQAGghAfgcQANgOAMAZQAPASAGANQAMAYg7Ae");
	this.shape_20.setTransform(378.9,183);

	this.shape_21 = new cjs.Shape();
	this.shape_21.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgsBiQAAgKgFg+QgBgLAAgLQgBgVADgOQAGghAfgcQANgOAgAZQAIASAJATQAIAShtAe");
	this.shape_21.setTransform(379.6,183);

	this.shape_22 = new cjs.Shape();
	this.shape_22.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgmADQAAAKABALQAFA+ABAKAgmADQgBgVADgPQAGghAcgVQAZgUAZAdQAYAdgRAjQgSAhhLgQgAg9gQQALAXAMgE");
	this.shape_22.setTransform(379.3,183.2);

	this.shape_23 = new cjs.Shape();
	this.shape_23.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgiADQABAKABAMQAFA+AAAJAgiADQAAgVADgOQAGgiAZgUQAbgVAaAdQAaAcgQApQgQAmhRgagAhFg8QAEBDAfgE");
	this.shape_23.setTransform(378.8,183.2);

	this.shape_24 = new cjs.Shape();
	this.shape_24.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgeADQAAAKABALQAGA+AAAJAgeADQgBgWAHgVQAGgWAigLQAkgLAPARQAPARgPApQgRAmhQgagAg2heQgwBkBIgD");
	this.shape_24.setTransform(379.9,183.3);

	this.shape_25 = new cjs.Shape();
	this.shape_25.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgogLQgCAKAAAEQAAAHAMAuQAMAugQAMAgogLQAFgXANgTQALgTAkgBQAlgCAKAUQALAUgaAjQgaAhhHgsgAgmhxQhIBXBGAP");
	this.shape_25.setTransform(382,181.4);

	this.shape_26 = new cjs.Shape();
	this.shape_26.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgxgZQgGAHgDAGQgBADgEAVQgEATARAOQATAPABABQAMAugQAMAgxgZQANgTATgNQARgNAiAOQAjANACAXQACAUgmAWQgkAWgwhFgAgHh2QhlAzA7Aq");
	this.shape_26.setTransform(383.5,180.9);

	this.shape_27 = new cjs.Shape();
	this.shape_27.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag6gnQgIAGgEAFQgCACgKAVQgCAFAAAAQgDAUAfAZQATAPABABQAMAugQAMAg6gnQASgOAVgIQAUgIAfAWQAgAWARAOQARANg5AHQg3AHgsg3gAAFh2QhtAYAuA3");
	this.shape_27.setTransform(384.5,180.9);

	this.shape_28 = new cjs.Shape();
	this.shape_28.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag0g/QgKAEgFAEQgCACgPARQgDAEgBABQgEALACAcQABAeAaAOQAaANAHAXQAHAYgQAMAg0g/QAVgHAaAGQAZAGAmAUQAlAUgEASQgEASg4gIQg3gIgchBgAAdh6QhwgGAfBB");
	this.shape_28.setTransform(385.5,180.4);

	this.shape_29 = new cjs.Shape();
	this.shape_29.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgohMQgKACgFADQgCABgEADQgXAJgDAQQgCAQgDAGQgCAGACAcQABAeAaAOQAaANAHAXQAHAYgQAMAgohMQAWgEAXAJQAaAKAiAZQAiAZgGAQQgHASg3gPQg1gOgShGgAAxh7QhugWAVBF");
	this.shape_29.setTransform(385.7,179.8);

	this.shape_30 = new cjs.Shape();
	this.shape_30.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgHhdQAUAFAUASQAUASAXAkQAWAigMAPQgOAOgtgjQgrghAJhIgABch7QgMANgtgBQglgBgFATQgJgBgHABQgCAAgKADQgnAQgGAWQgGAVgCADQgCADgBAKQAAAJAAAMQAAABAAACQABAMAFAJQAHAOAPAIQAaANAHAYQAHAXgQAM");
	this.shape_30.setTransform(386.2,180.4);

	this.shape_31 = new cjs.Shape();
	this.shape_31.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABrhhQgVAWgngXQghgVgNAOQgGgGgGgCQgCgBgLgCQgLgCgKAAQgsAcgGAbQgHAbgCADQgCADAAAKQgBAJABAMQAAABAAACQABAMAEAJQAHAOAQAIQAaANAGAYQAHAXgQAMAABhpQAQAPAJAaQAIAaABAoQACArgTAGQgSAGgUg1QgWgzArg6g");
	this.shape_31.setTransform(389.3,180.9);

	this.shape_32 = new cjs.Shape();
	this.shape_32.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AB5gsQgdALgagkQgJgMgIgHQgNgKgLAFQgFgJgEgEQgCgCgJgFQgIgHgJgDQgEAAgFABQgEABgDABQgmAJgOATQgQAXgDABQgDACgEAKQgEAIgFAMQAAACgBABQgEAMABAKQABAOALANQAEAFACAJQADAKAMAGQAMAGAUAlQAHAXgQAMAAZhdQAJAUgCAbQgCAcgPAlQgPAogSgCQgTgBABg4QAAg5A9gkg");
	this.shape_32.setTransform(391.3,180.4);

	this.shape_33 = new cjs.Shape();
	this.shape_33.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAVgnQgBgJgCgHQgBgBgGgJQgHgKgEgHABYArQgfgBgJgqQgDgPgFgJQgHgPgMAAQAAAXgNAWQgLAXgeAfQgeAegRgKQgRgJAYg0QAXgyBHgI");
	this.shape_33.setTransform(394.4,177.8);

	this.shape_34 = new cjs.Shape();
	this.shape_34.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABIhsQgvgPgEABQgEABgDAAQgkAKgOATQgaAigBABIgIAVQAAAkAFAHQAHAOACAIQACAKANAHQALAFARAeQACADACAEQAHAYgQAM");
	this.shape_34.setTransform(387,180.4);

	this.shape_35 = new cjs.Shape();
	this.shape_35.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AA3gZQACgKABgHQgBgCgBgKQgDgLgEgJABXBLQgdgMAIgsQACgPgBgIQgBgRgLgEQgIAVgVAPQgVARglARQgnASgMgPQgNgPAqgmQApgnBEAT");
	this.shape_35.setTransform(391.3,181.3);

	this.shape_36 = new cjs.Shape();
	this.shape_36.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABLhCQgEg5gcABQgcABgEAAQgkAKgOATQgaAiAAABIgJAVQAAAkAFAHQAHAOACAIQADAKAMAHQALAFARAeQACADACAEQAHAYgQAM");
	this.shape_36.setTransform(388.7,180.4);

	this.shape_37 = new cjs.Shape();
	this.shape_37.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABFgcQgRAOgbAFQgZAEgqgEQgqgFgDgTQgEgTA4gOQA1gOAzA0QAHgHAEgFQABgCADgKQADgMACgJAAuBKQgTgYAdgjQAKgLAEgIQAHgPgIgJ");
	this.shape_37.setTransform(387.9,184.7);

	this.shape_38 = new cjs.Shape();
	this.shape_38.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABEgfQAQhWgZgBQgagCgfgCQgdgCgWAUQgWATgCANIAAAjQAAAkAFAHQAHAOACAIQACAKANAHQALAFARAeQACADACAEQAHAYgQAM");
	this.shape_38.setTransform(390,180.5);

	this.shape_39 = new cjs.Shape();
	this.shape_39.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAxAIQgWADgagJQgXgIgjgXQgigYAGgRQAGgQA3APQA1AQAUA/gAgUBPQgEgdAngNQAPgEAIgFQANgJgCgLQAJgCAGgCQACgBAHgFQAJgHAFgH");
	this.shape_39.setTransform(384.3,182.7,1,1,0,0,0,-1.3,0.6);

	this.shape_40 = new cjs.Shape();
	this.shape_40.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAcADQBThDgdgfQgegfghgBQggAAglAXQgkAYgDANIAAAjQAAAiAFAJQAHAOACAIQADAKAMAHQALAFARAeQACADADAEQAGAYgQAM");
	this.shape_40.setTransform(391.5,180);

	this.shape_41 = new cjs.Shape();
	this.shape_41.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgyBTQADgcAsgCQANgBAJgDQAPgFABgLQgWgDgVgPQgWgPgbgfQgbggAKgOQAKgPAxAeQAvAdADBCQAJABAGgBQACgBAJgEQAKgFAHgF");
	this.shape_41.setTransform(381.9,181.6,1,1,0,0,0,-2.5,1.5);

	this.shape_42 = new cjs.Shape();
	this.shape_42.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgLATQB7gbgdg7Qgeg7gigBQgfAAglAXQgkAYgDANIAAAjQAAAiAFAJQAHAOACAIQADAKAMAHQALAFARAeQACADACAEQAHAYgQAM");
	this.shape_42.setTransform(393.5,180);

	this.shape_43 = new cjs.Shape();
	this.shape_43.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAZA4QgVgIgPgVQgSgVgSgkQgSgmAOgLQAOgMAlAqQAoApgPBAgAhGBSQALgaAqAJQAPADAHgBQAQAAAEgLQAJADAGABQACAAAKgCQAKgCAJgD");
	this.shape_43.setTransform(378.1,181.7,1,1,0,0,0,-2.8,2.4);

	this.shape_44 = new cjs.Shape();
	this.shape_44.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhAAcQCqg1gMgpQgLgpgfgBQgfgBgbAAQgdgCghAiIgaAcQAAAkAFAJQAHAMACAIQACAKANAHQALAFARAeQACADACAEQAHAYgQAM");
	this.shape_44.setTransform(394.6,181.7);

	this.shape_45 = new cjs.Shape();
	this.shape_45.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAbBEQgNgRgFgbQgFgZAEgqQADgqASgCQARgDAOA3QANA2guAxgAhEArQAXgSAgAdQALAKAHAEQAOAHAIgHQAHAHAFAEQABABAJADQALAEAJAB");
	this.shape_45.setTransform(376.5,177.8,1,1,0,0,0,-0.2,1.3);

	this.shape_46 = new cjs.Shape();
	this.shape_46.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag6AeQgEgDgDgDQgDgEgKgSQgHgJAEgUQAFgYATgbQAzggBGABQAdABAMApQAMApiqA1IgFADQACABACABQALAFARAeQACADACAEQAHAYgQAMAhpAjQAXAQAYgV");
	this.shape_46.setTransform(394.3,181.8);

	this.shape_47 = new cjs.Shape();
	this.shape_47.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAbBEQgNgRgFgbQgEgZADgqQADgpASgDQARgDAOA3QAOA2gvAxgAhDArQAWgSAhAdQALAKAGAFQAOAGAIgHQAHAHAFAEQACABAJAEQALADAIAC");
	this.shape_47.setTransform(374,176.2,1,1,0,0,0,-0.1,1.3);

	this.shape_48 = new cjs.Shape();
	this.shape_48.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgkAWIgCgMQgDgLgDgXQgDgXAdgwQAcgvAtAWQAtAWAEAkQADAkiPAvQAAABAAAAQAEAGgEgHQACADAZAdQAPAUAHAMQAPAVgUAWAhnAlQAqAIAZgX");
	this.shape_48.setTransform(391.4,180);

	this.shape_49 = new cjs.Shape();
	this.shape_49.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAbBEQgNgRgFgbQgEgZADgqQADgpASgDQARgDAOA3QAOA2gvAxgAhDArQAWgSAgAdQAMAKAGAFQAOAGAIgHQAHAHAFAEQACABAJAEQALADAIAC");
	this.shape_49.setTransform(375.1,176.2,1,1,0,0,0,-0.1,1.3);

	this.shape_50 = new cjs.Shape();
	this.shape_50.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag5AoQgGAAgEgaQgEgYgBgUQgCgUASgsQASgtBHAGQBJAHgNAoQgOAoiIBWgAheAsQAOACAGACQABAAALgFQADgCACgBAg+ArQAmgNAgATQAiATACATQgIAagTAV");
	this.shape_50.setTransform(391.6,179.4);

	this.shape_51 = new cjs.Shape();
	this.shape_51.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAaBbQgHAAgEgaQgDgaAFgUQAFgTAIgxQAHgyAWgEQAWgEALAHQAMAHAVAGQAVAHADArQADAph+BXgAgzBLQgOgRgEgbQgFgbADgoQAEgqARgDQARgDAOA4QAOA1guAyQAGAHAFAEQACABAJADQAKAEAJABQAMADAGABQABAAAMgFQACgBADgCAiUAxQAWgSAhAeQALAJAJAFQANAHAJgHAAVBeQAlgMAiASQAEADAEAC");
	this.shape_51.setTransform(379.9,174.2);

	this.shape_52 = new cjs.Shape();
	this.shape_52.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AghgnQBCAQABASQgHAXgUAW");
	this.shape_52.setTransform(393.4,188.8);

	this.shape_53 = new cjs.Shape();
	this.shape_53.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAuBlQgHACgKgYQgKgYAAgVQAAgVACgrQABgvANgNQANgOAPgHQAQgIATALQAUAKANAqQAOAqhjBzgAAqBpQACgCACgCAggBqQAIAFAFACQACABAKABQAJABALgFQAKgFAEAAQAEAAALgBQAcAAAPgEQAPgEAVgCAggBqQgSgNgMgZQgLgZgIgpQgHgoAXgLQAXgLAZA0QAWAyglBAgAiEBqQAQgXAnAUQANAHAKACQAPADAHgJ");
	this.shape_53.setTransform(374,174.9);

	this.shape_54 = new cjs.Shape();
	this.shape_54.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag8gdQCtg9hLBgQgHAagUAV");
	this.shape_54.setTransform(392.3,187.5);

	this.shape_55 = new cjs.Shape();
	this.shape_55.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AiIBrQAQgYAnAUQANAHAKACQAPADAHgJQAIAFAFADQACAAAKABQALABAJgFQAKgFAEAAQAEAAALAAQAcAAAPgEQAPgFApgQAAqBlQgHADgKgYQgKgZAAgUQAAgVACgsQABguANgOQANgOAPgHQAQgHATAKQAUAKAOAqQANArhjBygAAmBqQACgCACgDAgkBqQgSgNgLgZQgMgZgIgpQgHgnAXgLQAYgMAYA0QAWAyglBAg");
	this.shape_55.setTransform(372.6,176.4);

	this.shape_56 = new cjs.Shape();
	this.shape_56.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag9gOQCziBhRCkQgHAagKAY");
	this.shape_56.setTransform(392.4,186);

	this.shape_57 = new cjs.Shape();
	this.shape_57.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AA0BhQgHACgMgWQgNgXgCgVQgCgUgDgrQgDguALgPQALgPAPgJQAOgJAVAIQAUAIASAoQASAphWB8gAgaBuQAJAEAGACQACAAAJAAQAJAAALgGQAKgGADgBQAEAAALgCQAnAHAOgGQAPgGAKgNAh9B5QAOgZApAQQAOAFAKABQAPABAFgJQgTgMgOgXQgOgXgMgoQgLgmAWgOQAWgOAdAxQAcAwgfBDAAwBlQACgCACgC");
	this.shape_57.setTransform(372.4,176.9,1,1,0,0,0,-0.5,0.1);

	this.shape_58 = new cjs.Shape();
	this.shape_58.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag6AGQCmjhhEEGQgEAcAAAb");
	this.shape_58.setTransform(392.2,183.8);

	this.shape_59 = new cjs.Shape();
	this.shape_59.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgZBtQgTgKgRgVQgQgWgQgmQgQglAUgQQAVgQAiAuQAiAsgZBGQAJADAGABQACAAAIgBQALgBAJgHQAJgHAEgBQAEgBALgCQABgDACgCQgGADgPgVQgPgWgEgUQgEgUgHgrQgGgtAHgQQAJgQAOgKQAOgLAVAGQAVAGAWAmQAWAnhJCEAh6CCQALgaAqALQAPAEAKAAQAPAAAEgKAAwBdQAnACAOgHQAOgHAIgP");
	this.shape_59.setTransform(372,178.4,1,1,0,0,0,-1.5,-0.1);

	this.shape_60 = new cjs.Shape();
	this.shape_60.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag/AJQAjgjAZgpQAXgpAWAKQAWAJAAAUQAAAUgJBYQgXAjAAAb");
	this.shape_60.setTransform(392.6,183.5);

	this.shape_61 = new cjs.Shape();
	this.shape_61.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgXBrQgVgHgTgUQgTgUgUgkQgVgiATgSQATgTAnAqQAnAngQBJQAJACAGAAQACAAAIgCQAKgDAJgIQAJgIADgBQADgBALgEQABgDACgDQgHAEgRgTQgRgTgGgUQgFgTgNgqQgNgsAIgRQAHgRANgMQAKgMAWAEQAVADAbAkQAaAjg4CLAh2CLQAJgbArAGQAOACAKgBQAPgCAEgKAAvBSQAmgKAMgJQANgIAIgI");
	this.shape_61.setTransform(369.9,180.3,1,1,0,0,0,-2.7,-0.3);

	this.shape_62 = new cjs.Shape();
	this.shape_62.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhIAiQA0gsAYg8QAag8AWATQAVATgBAjQAAAXgJBYQgXAkAAAb");
	this.shape_62.setTransform(391.8,181.9);

	this.shape_63 = new cjs.Shape();
	this.shape_63.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgYBtQgVgJgRgVQgRgVgSgmQgRgkAUgRQAUgQAkAsQAkAqgWBIQAIADAGAAQACAAAIgBQALgCAJgHQAKgHADgBQADgBALgDQAmgHAOgIQAOgIAIgHAAyBUQgGAEgPgVQgQgUgFgUQgFgUgIgrQgJgtAJgQQAHgQANgLQAOgLAVAFQAVAFAYAmQAXAlhECGgAh5CFQAKgaArAKQAOADAKAAQAQgBAEgKAAvBaQACgDABgD");
	this.shape_63.setTransform(370,180.3,1,1,0,0,0,-1.9,-0.1);

	this.shape_64 = new cjs.Shape();
	this.shape_64.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhKA7QBKg+gBhMQAAhNAlAnQAoAngBAjQgBAXgJBYQgXAkAAAb");
	this.shape_64.setTransform(391.6,180.5);

	this.shape_65 = new cjs.Shape();
	this.shape_65.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgZBuQgUgLgPgXQgPgWgOgnQgNgmAWgOQAVgPAfAwQAeAtgbBFQAIAEAHABQABAAAJgBQAKAAAKgGQAKgHADgBQAEgBALgBQACgDABgCQgGADgOgWQgNgWgDgVQgDgUgFgsQgGgtAMgPQAKgQAOgJQAOgKAVAIQAVAGAUAoQATAohRB/Ah8B8QAOgYAoAOQAPAEAKABQAPAAAFgJAAwBiQAlgOAPgCQAPgDAKgD");
	this.shape_65.setTransform(371.4,180.2,1,1,0,0,0,-0.9,0);

	this.shape_66 = new cjs.Shape();
	this.shape_66.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhOBUQBfgcgQhpQgOhsAuATQAwATgCA3QgCA3gJBYQgXAjAAAb");
	this.shape_66.setTransform(392.7,179.5);

	this.shape_67 = new cjs.Shape();
	this.shape_67.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAuBZQgGADgPgWQgPgVgEgUQgEgUgFgrQgIgtAJgQQAIgQAOgLQANgKATAEQATAFAQAjQAPAjg4COgAgdBtQgUgJgRgVQgQgWgQgnQgQgkAWgZQAWgYAhA0QAiAxgaBLgAh/CCQAMgaAqAMQAOADAKAAQAPAAAFgKQAIAEAHABQABAAAKgBQAJgCAKgGQAJgHAEgBQADgBALgCQACgDABgCAArBeQApgSAOgHQAOgIAQAA");
	this.shape_67.setTransform(372.9,180,1,1,0,0,0,-2,0);

	this.shape_68 = new cjs.Shape();
	this.shape_68.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhKBDQAugEATgSQASgSgEgTQgDgSgVhXQAJgeASgJQAigPAVAgQASAegJAWQgNAjgVBvQgXAkAAAb");
	this.shape_68.setTransform(395.2,179.4);

	this.shape_69 = new cjs.Shape();
	this.shape_69.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAvBZQgHADgPgWQgOgVgEgUQgFgUgFgrQgIgtAKgQQAHgQAOgLQANgKATAEQATAFAQAjQAPAjg3COgAgdBtQgUgJgRgVQgQgWgQgnQgQgkAWgZQAWgYAiA0QAhAxgaBLgAh/CCQAMgaAqAMQAOADAKAAQAPAAAFgKQAIAEAHABQACAAAKgBQAIgCAKgGQAJgHAEgBQADgBALgCQACgDACgCAArBeQApgSAOgHQAOgIAQAA");
	this.shape_69.setTransform(375.7,180,1,1,0,0,0,-2,0);

	this.shape_70 = new cjs.Shape();
	this.shape_70.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhJBCQAugEAUAEQARADgEgoQgDgngpguQgrguA5gWQA3gXAaAKQAZAKgLAuQgLAvgVBwQgXAkAAAb");
	this.shape_70.setTransform(397.9,179.5);

	this.shape_71 = new cjs.Shape();
	this.shape_71.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAuBZQgGADgPgWQgPgVgEgUQgEgUgGgrQgHgtAJgQQAIgQAOgLQANgKATAEQATAFAQAjQAPAjg4COgAgdBtQgUgJgRgVQgQgWgQgnQgQgkAWgZQAWgYAhA0QAhAxgZBLgAh/CCQAMgaAqAMQAOADAKAAQAPAAAFgKQAIAEAHABQABAAAKgBQAJgCAKgGQAJgHAEgBQADgBALgCQABgDACgCAArBeQApgSAOgHQAOgIAQAA");
	this.shape_71.setTransform(377.7,180,1,1,0,0,0,-2,0);

	this.shape_72 = new cjs.Shape();
	this.shape_72.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgwBHQAugEAegDQAhgEgagiQgbgfg2g1Qg4g2BIgUQBFgWAQAQQAQAQABAuQAAAvgJBwQgWAkAAAb");
	this.shape_72.setTransform(397.5,179);

	this.shape_73 = new cjs.Shape();
	this.shape_73.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAuBZQgGADgPgWQgPgVgEgUQgEgUgGgrQgHgtAJgQQAIgQAOgLQANgKATAEQATAFAQAjQAPAjg4COgAgdBuQgUgKgRgVQgQgWgQgnQgQgkAWgZQAWgYAhA0QAhAygZBLgAh/CCQAMgZAqALQAOAEAKAAQAPgBAFgJQAIADAHABQABAAAKgBQAJgCAKgGQAJgHAEgBQADgBALgCQABgDACgCAArBeQApgSAOgHQAOgIAQAA");
	this.shape_73.setTransform(377.7,181.4,1,1,0,0,0,-2,0);

	this.shape_74 = new cjs.Shape();
	this.shape_74.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAiASQg5gbgjgtQgkgtA2gbQA0gcAQAQQAPAPABAvQABAhgLA9QAEABAEACQBFAghFAHQgJABgIABQAFgYAEgUgAhMBUQAtgPA4gHQgBAHgCAIQgJApAAAb");
	this.shape_74.setTransform(400.3,179.1);

	this.shape_75 = new cjs.Shape();
	this.shape_75.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAyBJQgGAEgSgSQgSgTgHgTQgGgUgOgpQgPgrAHgRQAHgSAMgMQAKgMATABQATACAVAgQAWAgghCUgAgWBqQgVgGgTgTQgUgTgWgjQgVgiARgbQASgcApAuQApAsgOBOgAhzCOQAIgbArAEQAPACAJgCQAPgDADgKQAKACAGAAQABAAAIgCQAKgEAJgIQAIgIADgCQAEgBALgEQAigOAMgKQAMgKAKACAAwBPQAAgDACgD");
	this.shape_75.setTransform(378.4,181.9,1,1,0,0,0,-2.9,-0.4);

	this.shape_76 = new cjs.Shape();
	this.shape_76.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgFAZQgjghgQg3QgRg2AugRQAsgRAKAQQAKAQgFAnQgEAoghBBgAAJBJQgJgYgFgYQAqgCAQAJQATAMgYATQgTAEgUAGQAVAAACAiQABAhhcAEAgqBJIAzAA");
	this.shape_76.setTransform(397.2,179.7);

	this.instance = new lib.LSUprotein("synched",0);
	this.instance.setTransform(386.5,180.5,0.625,0.625,0,0,0,27.2,25.7);
	this.instance._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[]}).to({state:[{t:this.shape_7}]},356).to({state:[{t:this.shape_8}]},1).to({state:[{t:this.shape_9}]},1).to({state:[{t:this.shape_10}]},1).to({state:[{t:this.shape_11}]},1).to({state:[{t:this.shape_12}]},1).to({state:[{t:this.shape_13}]},1).to({state:[{t:this.shape_14}]},1).to({state:[{t:this.shape_15}]},1).to({state:[{t:this.shape_16}]},1).to({state:[{t:this.shape_17}]},1).to({state:[{t:this.shape_18}]},1).to({state:[{t:this.shape_19}]},1).to({state:[{t:this.shape_20}]},1).to({state:[{t:this.shape_21}]},1).to({state:[{t:this.shape_22}]},1).to({state:[{t:this.shape_23}]},1).to({state:[{t:this.shape_24}]},1).to({state:[{t:this.shape_25}]},1).to({state:[{t:this.shape_26}]},1).to({state:[{t:this.shape_27}]},1).to({state:[{t:this.shape_28}]},1).to({state:[{t:this.shape_29}]},1).to({state:[{t:this.shape_30}]},1).to({state:[{t:this.shape_31}]},1).to({state:[{t:this.shape_32}]},1).to({state:[{t:this.shape_34},{t:this.shape_33}]},1).to({state:[{t:this.shape_36},{t:this.shape_35}]},1).to({state:[{t:this.shape_38},{t:this.shape_37}]},1).to({state:[{t:this.shape_40},{t:this.shape_39}]},1).to({state:[{t:this.shape_42},{t:this.shape_41}]},1).to({state:[{t:this.shape_44},{t:this.shape_43}]},1).to({state:[{t:this.shape_46},{t:this.shape_45}]},1).to({state:[{t:this.shape_48},{t:this.shape_47}]},1).to({state:[{t:this.shape_50},{t:this.shape_49}]},1).to({state:[{t:this.shape_52},{t:this.shape_51}]},1).to({state:[{t:this.shape_54},{t:this.shape_53}]},1).to({state:[{t:this.shape_56},{t:this.shape_55}]},1).to({state:[{t:this.shape_58},{t:this.shape_57}]},1).to({state:[{t:this.shape_60},{t:this.shape_59}]},1).to({state:[{t:this.shape_62},{t:this.shape_61}]},1).to({state:[{t:this.shape_64},{t:this.shape_63}]},1).to({state:[{t:this.shape_66},{t:this.shape_65}]},1).to({state:[{t:this.shape_68},{t:this.shape_67}]},1).to({state:[{t:this.shape_70},{t:this.shape_69}]},1).to({state:[{t:this.shape_72},{t:this.shape_71}]},1).to({state:[{t:this.shape_74},{t:this.shape_73}]},1).to({state:[{t:this.shape_76},{t:this.shape_75}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).to({state:[{t:this.instance}]},1).wait(1));
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance).wait(404).to({_off:false},0).wait(1).to({startPosition:0},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:3,x:390.4,y:181.5},0).wait(1).to({regY:25.6,rotation:6,x:394.1,y:182.3},0).wait(1).to({regX:27.2,regY:25.8,rotation:9.1,x:397.8,y:183.3},0).wait(1).to({regY:25.7,rotation:12.3,x:401.5,y:184.3},0).wait(1).to({regX:27.1,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:15.3,x:405.1,y:185.2},0).wait(1).to({regX:27.2,regY:25.8,rotation:18.3,x:408.8,y:186.3},0).wait(1).to({regY:25.7,rotation:21.3,x:412.5,y:187.4},0).wait(1).to({regX:27.3,regY:25.8,rotation:24.5,x:416.2,y:188.5},0).wait(1).to({regX:27.2,regY:25.7,rotation:27.6,x:419.8,y:189.6},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:30.6,x:423.5,y:190.7},0).wait(1).to({regX:27.2,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:33.7,x:427.1,y:192},0).wait(1).to({regX:27.1,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:36.8,x:430.7,y:193.3},0).wait(1).to({regX:27.2,rotation:39.9,x:434.3,y:194.6},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:42.9,x:437.9,y:196.1},0).wait(1).to({regX:27.2,rotation:46.1,x:441.4,y:197.5},0).wait(1).to({rotation:49.1,x:444.9,y:199.1},0).wait(1).to({rotation:52.2,x:448.4,y:200.7},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:55.2,x:451.8,y:202.5},0).wait(1).to({regX:27.2,rotation:58.4,x:455.2,y:204.3},0).wait(1).to({rotation:61.4,x:458.5,y:206.3},0).wait(1).to({rotation:64.4,x:461.7,y:208.4},0).wait(1).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:67.5,x:464.7,y:210.8},0).wait(1).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:70.7,x:467.6,y:213.4},0).wait(1).to({rotation:73.7,x:470.4,y:216.2},0).wait(1).to({regX:27.3,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:76.7,x:472.7,y:219.5},0).wait(1).to({regY:25.6,rotation:79.9,x:474.6,y:223},0).wait(1).to({regX:27.2,regY:25.7,rotation:83,x:475.8,y:226.9},0).wait(1).to({rotation:86,x:476,y:231.2},0).wait(1).to({rotation:89,x:475.3,y:235.4},0).wait(1).to({rotation:92,x:473.7,y:239.5},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:95,x:471.6,y:243.3},0).wait(1).to({regX:27.2,regY:25.8,rotation:98,x:469.1,y:246.7},0).wait(1).to({rotation:101.3,x:466.3,y:249.8},0).wait(1).to({regY:25.7,scaleY:0.62,rotation:104.3,x:463.3,y:252.8},0).wait(1).to({scaleX:0.62,rotation:107.3,x:460.2,y:255.6},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:110.3,x:457,y:258.3},0).wait(1).to({regX:27.2,rotation:113.5,x:453.6,y:260.7},0).wait(1).to({rotation:116.6,x:450.2,y:263.1},0).wait(1).to({regX:27.3,rotation:119.6,x:446.8,y:265.4},0).wait(1).to({regX:27.2,rotation:122.6,x:443.4,y:267.5},0).wait(1).to({regY:25.8,rotation:125.8,x:439.8,y:269.6},0).wait(1).to({rotation:128.9,x:436.3,y:271.6},0).wait(1).to({regX:27.3,regY:25.7,rotation:131.9,x:432.8,y:273.7},0).wait(1).to({regX:27.1,regY:25.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:135,x:429.4,y:275.9},0).wait(1));

	// cp ribosom nad
	this.instance_1 = new lib.ribosomnad("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(373.3,200.4,0.5,0.5,0,0,0,27.6,32.2);
	this.instance_1.alpha = 0;
	this.instance_1._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_1).wait(340).to({_off:false},0).to({regY:32.1,x:369.3,y:203.4,alpha:1},6).to({regY:32.2,x:363.9,y:207.5},8).wait(1).to({startPosition:0},0).to({x:403.3},49).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regY:32.1,y:202.9},6).to({regY:32.2,y:196.8,alpha:0},8).wait(31));

	// cp ribosom pod
	this.instance_2 = new lib.ribosompod("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(374.9,236,0.5,0.5,0,0,0,30.1,8.9);
	this.instance_2.alpha = 0;
	this.instance_2._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_2).wait(340).to({_off:false},0).to({x:370.2,y:232,alpha:1},6).to({regX:30.2,regY:8.8,x:363.9,y:226.6},8).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regX:30.1,x:403.3},49).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regX:30.2,x:406.6,y:231.5},6).to({regY:8.9,x:410.9,y:237.9,alpha:0},8).wait(31));

	// c-transkritor nad
	this.instance_3 = new lib.transkriptornad("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(538.6,182.2,0.35,0.35,90,0,0,59.4,-50.4);
	this.instance_3.alpha = 0;
	this.instance_3._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_3).wait(225).to({_off:false},0).to({regX:59.6,x:535,alpha:1},6).to({regX:59.4,x:530.3,y:182},8).to({regX:59.6,regY:-50.6,rotation:30},50).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regX:59.5,regY:-50.4,rotation:29.9,x:536,y:178.9},7).to({regX:59.6,regY:-50.6,rotation:30,x:541.9,y:175.8,alpha:0},7).wait(146));

	// maska cp mRNA (mask)
	var mask = new cjs.Shape();
	mask._off = true;
	var mask_graphics_239 = new cjs.Graphics().p("ApFFLIAaqVIMJASIAAACQAAB+BfBZQBfBZCGAAQASAAASgCIgGFTg");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(239).to({graphics:mask_graphics_239,x:474.3,y:213.8}).wait(51).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(160));

	// cp mRNA
	this.instance_4 = new lib.mRNA("synched",0);
	this.instance_4.setTransform(511.6,178.5,0.312,0.312,-39.9,0,0,58.4,9.1);
	this.instance_4._off = true;

	this.instance_4.mask = mask;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_4).wait(239).to({_off:false},0).to({regX:58.6,rotation:-55,x:504.4,y:203.8},25).to({regX:58.5,rotation:-69.9,x:515.3,y:231.1},25).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regY:9,rotation:0,x:382.2,y:223.5},49).wait(111));

	// c-transkriptor pod
	this.instance_5 = new lib.transkritpropod("synched",0);
	this.instance_5.setTransform(521.2,182,0.35,0.35,90,0,0,34.6,-94.5);
	this.instance_5.alpha = 0;
	this.instance_5._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_5).wait(225).to({_off:false},0).to({regX:34.7,regY:-94.7,x:525.1,alpha:1},6).to({regX:34.6,x:530.3},8).to({regX:34.7,regY:-94.8,rotation:30,y:181.9},50).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regX:34.8,regY:-94.4,rotation:29.9,x:533.2,y:190.2},7).to({regX:35,regY:-94.6,rotation:30,x:536.1,y:193.9,alpha:0},7).wait(146));

	// cpDNA
	this.instance_6 = new lib.cyklickaDNA("synched",0);
	this.instance_6.setTransform(528.8,186.6,0.5,0.5,0,0,0,76.9,75.6);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_6).wait(450));

	// SSU protein
	this.shape_77 = new cjs.Shape();
	this.shape_77.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgEAaQgBgaALga");
	this.shape_77.setTransform(222.8,275.9);

	this.shape_78 = new cjs.Shape();
	this.shape_78.graphics.f().s("#FF00FF").ss(2,1,1).p("AAAAAIABAA");
	this.shape_78.setTransform(222.1,278.6);

	this.shape_79 = new cjs.Shape();
	this.shape_79.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgLAgQACgGgBgFQgBgKACgLQADgTARgM");
	this.shape_79.setTransform(224.4,275.3);

	this.shape_80 = new cjs.Shape();
	this.shape_80.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgPAmQABgJgBgHQgCgMACgOQADgXAdgK");
	this.shape_80.setTransform(225.9,274.7);

	this.shape_81 = new cjs.Shape();
	this.shape_81.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgTAsQAAgLgCgJQgCgOACgTQADgbApgG");
	this.shape_81.setTransform(227.5,274.2);

	this.shape_82 = new cjs.Shape();
	this.shape_82.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgXAxQAAgNgDgKQgDgRACgXQADgeA1gE");
	this.shape_82.setTransform(229,273.6);

	this.shape_83 = new cjs.Shape();
	this.shape_83.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgcA3QAAgQgDgMQgFgTADgbQADgiBBgB");
	this.shape_83.setTransform(230.6,273);

	this.shape_84 = new cjs.Shape();
	this.shape_84.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AggA9QAAgTgEgNQgGgVADgfQADgmBNAC");
	this.shape_84.setTransform(232.1,272.4);

	this.shape_85 = new cjs.Shape();
	this.shape_85.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgkBCQgBgVgEgPQgHgXADgjQADgpBZAE");
	this.shape_85.setTransform(233.6,271.9);

	this.shape_86 = new cjs.Shape();
	this.shape_86.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgoBIQgBgXgGgRQgHgZADgoQADgtBlAI");
	this.shape_86.setTransform(235.2,271.3);

	this.shape_87 = new cjs.Shape();
	this.shape_87.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgsBOQgCgagGgSQgJgbADgsQAEgxBxAK");
	this.shape_87.setTransform(236.7,270.7);

	this.shape_88 = new cjs.Shape();
	this.shape_88.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgwBUQgDgcgGgVQgKgdADgwQAEg0B9AN");
	this.shape_88.setTransform(238.3,270.1);

	this.shape_89 = new cjs.Shape();
	this.shape_89.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag0BaQgDgfgHgVQgLgfAEg1QADg3CJAP");
	this.shape_89.setTransform(239.8,269.4);

	this.shape_90 = new cjs.Shape();
	this.shape_90.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag7BhIADAAQgDgigJgXQgLgiAEg4QADg8CVAT");
	this.shape_90.setTransform(241.3,268.8);

	this.shape_91 = new cjs.Shape();
	this.shape_91.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag9BnQgDgkgJgaQgMgjADg9QAEg/ChAW");
	this.shape_91.setTransform(242.9,268.2);

	this.shape_92 = new cjs.Shape();
	this.shape_92.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhEBtIADAAQAAgdgNglQgOglAEhBQAEhDCtAY");
	this.shape_92.setTransform(244.4,267.6);

	this.shape_93 = new cjs.Shape();
	this.shape_93.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag/BsQAAgXgKgdQgNgkAAgZQAAgaAFggQABgHADgGQALgXAmgHQAUgDAVAEQAhADAoAK");
	this.shape_93.setTransform(245.4,267.7);

	this.shape_94 = new cjs.Shape();
	this.shape_94.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag8BsQABgYgNgeQgNglACgZQACgbAHgfQACgGADgGQAPgXAmgGQATgCAUAHQAdAIAhAN");
	this.shape_94.setTransform(246.2,267.7);

	this.shape_95 = new cjs.Shape();
	this.shape_95.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag7BsIADAAQAAgYgPgfQgOgmAEgaQAFgbAKgeQACgGAEgGQARgWAlgFQAVgBASAKQAaAMAYAR");
	this.shape_95.setTransform(247.1,267.7);

	this.shape_96 = new cjs.Shape();
	this.shape_96.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag4BtIADAAQAAgZgQggQgQgnAGgbQAIgcAMgcQADgGAEgGQAUgWAjgDQAYgBAQAOQAWAQAQAU");
	this.shape_96.setTransform(248,267.6);

	this.shape_97 = new cjs.Shape();
	this.shape_97.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag0BtIACAAQAAgZgSghQgRgpAJgbQAKgcAOgcQAEgGAFgFQAXgWAjgCQAZAAANARQATAUAIAY");
	this.shape_97.setTransform(248.9,267.6);

	this.shape_98 = new cjs.Shape();
	this.shape_98.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgxBuIACAAQAAgagUgiQgSgqALgbQAMgeARgaQAFgFAFgFQAagXAjgBQAaACAKAUQAQAYABAc");
	this.shape_98.setTransform(249.8,267.6);

	this.shape_99 = new cjs.Shape();
	this.shape_99.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgsBuQgBgbgWgiQgTgrAOgcQAOgeAUgZQAEgGAGgFQAcgVAjAAQAcACAIAYQAMAcgHAg");
	this.shape_99.setTransform(250.8,267.5);

	this.shape_100 = new cjs.Shape();
	this.shape_100.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgsBuQgBgbgYgjQgUgsAQgdQAQgeAXgYQAFgGAGgFQAegVAkACQAeACAFAcQAJAggQAj");
	this.shape_100.setTransform(252,267.5);

	this.shape_101 = new cjs.Shape();
	this.shape_101.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgtBvQgBgcgagkQgVgtASgdQATgfAZgXQAGgGAHgEQAggVAkACQAfAEACAfQAGAkgXAn");
	this.shape_101.setTransform(253.3,267.4);

	this.shape_102 = new cjs.Shape();
	this.shape_102.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgvBwQgBgcgbglQgXgvAUgdQAWggAbgWQAHgFAHgFQAjgVAkAEQAgAFAAAiQACAogfAp");
	this.shape_102.setTransform(254.7,267.3);

	this.shape_103 = new cjs.Shape();
	this.shape_103.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag0BwIADAAQgBgcgdgmQgYguAXggQAXggAegVQAHgFAIgFQAmgUAkAFQAhAFgCAmQgBAsgoAs");
	this.shape_103.setTransform(256.1,267.3);

	this.shape_104 = new cjs.Shape();
	this.shape_104.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag3BxIADAAQgBgdgfgnQgZgwAZggQAaghAggUQAIgEAIgEQApgVAkAHQAjAGgFApQgFAwgwAw");
	this.shape_104.setTransform(257.6,267.2);

	this.shape_105 = new cjs.Shape();
	this.shape_105.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag3ByIADAAQgBgdgigpQghgpAjgoQAjgpAtgUQAsgUAjAIQAkAHgHAsQgIA1g4Az");
	this.shape_105.setTransform(258.8,267.1);

	this.shape_106 = new cjs.Shape();
	this.shape_106.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag4BtQACAAABAAQgBgXgXggQgiguANgdQAFgNAMgNQAXgbAcgOQARgJAQgFQAWgGASAAQAWAAAPAIQAdAKgJApQgPA5g2AZ");
	this.shape_106.setTransform(259.9,268);

	this.shape_107 = new cjs.Shape();
	this.shape_107.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag1BqQgBgYgZghQgggwAQgeQAGgOAMgMQAZgbAfgMQASgHAQgDQAWgDATAEQAUADAMAMQAXANgMApQgWA9gzgD");
	this.shape_107.setTransform(261,268.5);

	this.shape_108 = new cjs.Shape();
	this.shape_108.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag4BqQABgBABgBQgBgYgagiQgfgwAUghQAHgPAMgMQAbgbAggKQASgFATgBQAXAAASAIQAUAHAIAPQARARgPApQgdA/gxge");
	this.shape_108.setTransform(262.1,269);

	this.shape_109 = new cjs.Shape();
	this.shape_109.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag5BqQABgCAAgBQgCgZgbgjQgdgwAXglQAJgOAMgMQAcgbAjgHQAUgEATACQAXACASAMQATAKAFAUQAMAUgTAoQgkBDgvg6");
	this.shape_109.setTransform(263.3,269.4);

	this.shape_110 = new cjs.Shape();
	this.shape_110.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag6BrQAAgCABgBQgDgagcgkQgcgyAagmQAKgPANgLQAegcAkgEQAWgDAUAFQAYAFARAPQATAOABAXQAGAYgWAmQgrBIgrhW");
	this.shape_110.setTransform(264.5,269.6);

	this.shape_111 = new cjs.Shape();
	this.shape_111.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag8BsQAAgCAAgCQgDgageglQgZg0AdgoQALgPAMgLQAggcAlgCQAZgBAVAHQAYAIASATQARASgCAbQAAAbgaAmQgyBLgohw");
	this.shape_111.setTransform(265.8,269.9);

	this.shape_112 = new cjs.Shape();
	this.shape_112.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag+BuQgBgdghgpQgigoAqg2QArg3A3ABQA5ABAhAqQAhArg5BOQg4BRgniP");
	this.shape_112.setTransform(267,270);

	this.shape_113 = new cjs.Shape();
	this.shape_113.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag8BsQgBgcghgpQgigoAqg3QArg3A4AEQA5ADAeApQAeAog+BLQg+BNgViV");
	this.shape_113.setTransform(268,270.4);

	this.shape_114 = new cjs.Shape();
	this.shape_114.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag6BrQgBgcghgpQgigoAqg3QArg3A4AGQA6AGAbAmQAbAnhEBGQhCBJgFib");
	this.shape_114.setTransform(269,270.7);

	this.shape_115 = new cjs.Shape();
	this.shape_115.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag4BqQgBgcghgpQgigoAqg3QArg3A5AJQA6AIAZAlQAYAkhKBCQhJBFANih");
	this.shape_115.setTransform(270,271);

	this.shape_116 = new cjs.Shape();
	this.shape_116.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag3BpQAAgcgigpQgigoArg3QAqg3A5ALQA8ALAVAiQAWAihRA/QhOBBAfio");
	this.shape_116.setTransform(271.1,271.4);

	this.shape_117 = new cjs.Shape();
	this.shape_117.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag1BpQgBgdghgpQgignAqg3QArg3A6ANQA8AOASAgQATAghXA6QhUA9Axiu");
	this.shape_117.setTransform(272.2,271.6);

	this.shape_118 = new cjs.Shape();
	this.shape_118.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("Ag1BpQgBgdghgpQgignAqg3QAlgvAvADQAIAAAJACQA8AOASAgQATAghXA6QhUA9A5jH");
	this.shape_118.setTransform(272.2,271.6);

	this.shape_119 = new cjs.Shape();
	this.shape_119.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgEhUQgqACghAqQgqA1AiApQAhApABAdAgEhUQALgBAPADQA8AOASAgQATAghXA6QhNA4ApjCgAACh7QgCAVgEAS");
	this.shape_119.setTransform(272.2,269.7);

	this.shape_120 = new cjs.Shape();
	this.shape_120.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgwBpQgBgdghgpQgignAqg3QAggpApgDQgDAIAAAGQAAABAAAAQAAAOAOgLQAZAZAJgMQATgDALACQAKACAAAHQAAABAAABQgCAOg8AnQgtATAThiAgBhnQAMgBAVAKQAZAIARANQAGAFAEAGQAIAJAEALQANAkhPAnQhFAkAjie");
	this.shape_120.setTransform(273.1,271.6);

	this.shape_121 = new cjs.Shape();
	this.shape_121.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("ABMg/QAAgIgIgCQgBgBgCAAQAGAFAFAGgAAAhiQAAgCAAgDQAPgCAbARQAOAGAJAIQgQgCglATQgTgIAHghgAgGhDQgHAuAggHQAsALADgbQAJgMABgHQAMAOAEAUQAIAlhHAWQg7ASAYhzgAgrBoQAAgcgigpQgigoArg3QAegnAmgEQgEAUgCAQQACgPAEgQ");
	this.shape_121.setTransform(274,271.7);

	this.shape_122 = new cjs.Shape();
	this.shape_122.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AgmCYQAAgcgigpQgigqArg1QAdgmAkgFQglCFA+gDQA/gCgCgrQgDgpghgXQghgXgRACQAFgqALg2");
	this.shape_122.setTransform(274.9,266.9);

	this.shape_123 = new cjs.Shape();
	this.shape_123.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AglCNQgBgcgigqQgigpArg1QAdgmAkgGQglCGA+gDQBAgDgDgqQgCgpgigXQghgYgRACQAGgpg9gg");
	this.shape_123.setTransform(275.9,268);

	this.shape_124 = new cjs.Shape();
	this.shape_124.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAJhQQgkAFgdAmQgrA1AiAqQAiApABAcAAJhQQARgCAhAXQAiAXACApQADArhAACQg+ADAliFgAhfhCQCHhwgfBi");
	this.shape_124.setTransform(276.5,269.4);

	this.shape_125 = new cjs.Shape();
	this.shape_125.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAVguQAKgfgYgXQgTgVghgEQgigDgRASQgUAVA5BMQAFgJAJgJQAngtAbAeQAcgUAgAZQAgAYgQA6QgRA7gsgYQgqgYAbhigAgJB+QgYgogaglQgVgeAVgg");
	this.shape_125.setTransform(277.2,269.3);

	this.shape_126 = new cjs.Shape();
	this.shape_126.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AAOgkQgbgegoAtQgKALgGAKQgxgoAvgnQAwgmAWAWQAUAWgFAlQAbgUAhAZQAgAYgRA6QgQA7gtgYQgqgYAchigAgnBoQgCgIgaglQgTgcARgfQAQASAaAX");
	this.shape_126.setTransform(279,268.5);

	this.shape_127 = new cjs.Shape();
	this.shape_127.graphics.f().s("#FF00FF").ss(3,1,1).p("AhFABQAPATAfAJAANgiQgugRgYAPQgYAQAMAVAgnBqQgDgIgZglQgUgcASggQgyg+AzgeQAsgaAWAXQAVAXgGAlQgcBiArAYQAsAYARg7QAQg6gggYQgggZgcAU");
	this.shape_127.setTransform(281.3,269.8);

	this.instance_7 = new lib.SSUprotein("synched",0);
	this.instance_7.setTransform(276.4,269.6,0.625,0.625,0,0,0,23.4,15.8);
	this.instance_7._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[]}).to({state:[{t:this.shape_78},{t:this.shape_77}]},135).to({state:[{t:this.shape_79}]},1).to({state:[{t:this.shape_80}]},1).to({state:[{t:this.shape_81}]},1).to({state:[{t:this.shape_82}]},1).to({state:[{t:this.shape_83}]},1).to({state:[{t:this.shape_84}]},1).to({state:[{t:this.shape_85}]},1).to({state:[{t:this.shape_86}]},1).to({state:[{t:this.shape_87}]},1).to({state:[{t:this.shape_88}]},1).to({state:[{t:this.shape_89}]},1).to({state:[{t:this.shape_90}]},1).to({state:[{t:this.shape_91}]},1).to({state:[{t:this.shape_92}]},1).to({state:[{t:this.shape_93}]},1).to({state:[{t:this.shape_94}]},1).to({state:[{t:this.shape_95}]},1).to({state:[{t:this.shape_96}]},1).to({state:[{t:this.shape_97}]},1).to({state:[{t:this.shape_98}]},1).to({state:[{t:this.shape_99}]},1).to({state:[{t:this.shape_100}]},1).to({state:[{t:this.shape_101}]},1).to({state:[{t:this.shape_102}]},1).to({state:[{t:this.shape_103}]},1).to({state:[{t:this.shape_104}]},1).to({state:[{t:this.shape_105}]},1).to({state:[{t:this.shape_106}]},1).to({state:[{t:this.shape_107}]},1).to({state:[{t:this.shape_108}]},1).to({state:[{t:this.shape_109}]},1).to({state:[{t:this.shape_110}]},1).to({state:[{t:this.shape_111}]},1).to({state:[{t:this.shape_112}]},1).to({state:[{t:this.shape_113}]},1).to({state:[{t:this.shape_114}]},1).to({state:[{t:this.shape_115}]},1).to({state:[{t:this.shape_116}]},1).to({state:[{t:this.shape_117}]},1).to({state:[{t:this.shape_118}]},1).to({state:[{t:this.shape_119}]},1).to({state:[{t:this.shape_120}]},1).to({state:[{t:this.shape_121}]},1).to({state:[{t:this.shape_122}]},1).to({state:[{t:this.shape_123}]},1).to({state:[{t:this.shape_124}]},1).to({state:[{t:this.shape_125}]},1).to({state:[{t:this.shape_126}]},1).to({state:[{t:this.shape_127}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).to({state:[{t:this.instance_7}]},1).wait(226));
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_7).wait(185).to({_off:false},0).wait(1).to({regX:23.6,rotation:-3.3,x:278.7,y:267.3},0).wait(1).to({regX:23.5,rotation:-6.8,x:281.1,y:265.1},0).wait(1).to({regX:23.4,regY:15.7,rotation:-10.3,x:283.5,y:262.9},0).wait(1).to({regX:23.5,regY:15.8,rotation:-13.8,x:285.9,y:260.9},0).wait(1).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-17.3,x:288.5,y:258.9},0).wait(1).to({rotation:-20.8,x:291.1,y:257},0).wait(1).to({regX:23.4,rotation:-24.1,x:293.8,y:255.2},0).wait(1).to({rotation:-27.6,x:296.4,y:253.5},0).wait(1).to({regY:15.7,rotation:-31.1,x:299.2,y:251.8},0).wait(1).to({regX:23.5,regY:15.8,rotation:-34.6,x:302.1,y:250.4},0).wait(1).to({regX:23.4,regY:15.7,rotation:-38.1,x:305,y:249.1},0).wait(1).to({regY:15.8,rotation:-41.6,x:308,y:247.9},0).wait(1).to({rotation:-44.9,x:311.1,y:247},0).wait(1).to({regX:23.6,rotation:-48.4,x:314.3,y:246.2},0).wait(1).to({regX:23.4,rotation:-51.9,x:317.5,y:245.6},0).wait(1).to({regY:15.7,rotation:-55.4,x:320.7,y:245.2},0).wait(1).to({rotation:-58.9,x:324,y:245},0).wait(1).to({regY:15.9,rotation:-62.4,x:327.3},0).wait(1).to({regX:23.5,regY:15.8,rotation:-65.9,x:330.6,y:245.1},0).wait(1).to({regX:23.4,rotation:-69.2,x:333.9,y:245.6},0).wait(1).to({rotation:-72.7,x:337.1,y:246.2},0).wait(1).to({regX:23.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:-76.2,x:340.4,y:246.9},0).wait(1).to({regX:23.4,rotation:-79.7,x:343.5,y:247.8},0).wait(1).to({regY:15.9,rotation:-83.2,x:346.7,y:248.9},0).wait(1).to({regY:15.8,rotation:-86.7,x:349.7,y:250.1},0).wait(1).to({rotation:-90,x:352.7,y:251.5},0).wait(1).to({regX:23.6,rotation:-93.3,x:355.7,y:252.9},0).wait(1).to({regX:23.5,rotation:-96.8,x:358.6,y:254.4},0).wait(1).to({regX:23.4,rotation:-100.3,x:361.4,y:256.1},0).wait(1).to({regX:23.5,rotation:-103.8,x:364.2,y:257.8},0).wait(1).to({regX:23.4,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-107.3,x:366.9,y:259.7},0).wait(1).to({regX:23.5,rotation:-110.8,x:369.6,y:261.5},0).wait(1).to({regX:23.4,regY:15.7,rotation:-114.1,x:372.2,y:263.4},0).wait(1).to({regY:15.8,rotation:-117.6,x:374.8,y:265.5},0).wait(1).to({rotation:-121.1,x:377.3,y:267.5},0).wait(1).to({rotation:-124.6,x:379.7,y:269.7},0).wait(1).to({regX:23.6,rotation:-128.1,x:382.1,y:271.7},0).wait(1).to({regX:23.4,regY:15.7,rotation:-131.6,x:384.5,y:274},0).wait(1).to({regY:15.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:-135,x:386.9,y:276.2},0).wait(226));

	// translator nad
	this.instance_8 = new lib.ribosomnad("synched",0);
	this.instance_8.setTransform(235.7,279.6,0.625,0.625,0,0,0,27.6,32.3);
	this.instance_8.alpha = 0;
	this.instance_8._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_8).wait(120).to({_off:false},0).to({regX:27.5,regY:32.1,x:230.9,y:285.9,alpha:1},5).to({regX:27.6,regY:32.3,x:222.3,y:297.4},9).to({x:276.1},50).to({regY:32.1,x:276.4,y:269.5},5).to({regX:27.5,x:281.8,y:285.9,alpha:0},5).wait(256));

	// translator pod
	this.instance_9 = new lib.ribosompod("synched",0);
	this.instance_9.setTransform(233.1,331.8,0.625,0.625,0,0,0,30.2,8.7);
	this.instance_9.alpha = 0;
	this.instance_9._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_9).wait(120).to({_off:false},0).to({regY:8.8,x:229,y:328.1,alpha:1},5).to({regY:8.7,x:221.6,y:321.2},9).to({x:275.4},50).to({x:276.5,y:269.5},5).to({x:285.1,y:330.4,alpha:0},5).wait(256));

	// transkriptor nad
	this.instance_10 = new lib.transkriptornad("synched",0);
	this.instance_10.setTransform(105.5,177.4,0.625,0.625,0,0,0,54.1,22.1);
	this.instance_10.alpha = 0;
	this.instance_10._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_10).wait(1).to({_off:false},0).to({y:187.9,alpha:1},18).to({x:168.5},50).to({regY:22.2,x:174.5,y:178.6},9).to({regY:22.1,x:179.5,y:173.8,alpha:0},6).wait(366));

	// mRNA jadro maska (mask)
	var mask_1 = new cjs.Shape();
	mask_1._off = true;
	var mask_1_graphics_19 = new cjs.Graphics().p("An+GhQg+AAAAg/IAArDQAAg/A+AAIP9AAQA+AAAAA/IAALDQAAA/g+AAg");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_1).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(19).to({graphics:mask_1_graphics_19,x:146.6,y:241.2}).wait(51).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(380));

	// mRNA jadro
	this.instance_11 = new lib.mRNA("synched",0);
	this.instance_11.setTransform(88.4,166.2,0.625,0.5,75,0,0,58.3,9.1);
	this.instance_11._off = true;

	this.instance_11.mask = mask_1;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_11).wait(19).to({_off:false},0).to({x:186.2,y:242.1},50).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regX:58.5,scaleX:0.62,scaleY:0.5,x:200.2,y:298.5},25).to({regX:58.3,regY:9,scaleX:0.63,scaleY:0.5,rotation:0,x:244.9,y:317.8},24).wait(331));

	// transkriptor pod
	this.instance_12 = new lib.transkritpropod("synched",0);
	this.instance_12.setTransform(105.5,216,0.625,0.625,0,0,0,34.7,8.5);
	this.instance_12.alpha = 0;
	this.instance_12._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_12).wait(1).to({_off:false},0).to({y:206.2,alpha:1},18).to({x:179},50).to({x:181.1,y:212.8},9).to({x:186.8,y:219,alpha:0},6).wait(366));

	// DNA
	this.instance_13 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_13.setTransform(194.5,200.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.instance_14 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_14.setTransform(175.7,200.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.instance_15 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_15.setTransform(84.5,200.3,0.1,0.1,0,0,0,105.5,57.5);

	this.instance_16 = new lib.periodadvousroubovicefialova("synched",0);
	this.instance_16.setTransform(102.6,200.3,0.1,0.1,0,0,0,105.5,57.5);

	this.instance_17 = new lib.periodadvousroubovicefialova("synched",0);
	this.instance_17.setTransform(121,200.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.instance_18 = new lib.periodadvousroubovicefialova("synched",0);
	this.instance_18.setTransform(138.9,200.5,0.1,0.1,0,0,0,105.5,57.5);

	this.instance_19 = new lib.periodadvousroubovicefialova("synched",0);
	this.instance_19.setTransform(157.3,200.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.instance_19},{t:this.instance_18},{t:this.instance_17},{t:this.instance_16},{t:this.instance_15},{t:this.instance_14},{t:this.instance_13}]}).wait(450));

	// obal jadra
	this.instance_20 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_20.setTransform(111.4,281.3,0.624,0.624,36.9,0,0,39.4,17.7);

	this.instance_21 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_21.setTransform(70.8,248.3,0.625,0.625,75,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_22 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_22.setTransform(56.4,196.7,0.624,0.624,106.5,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_23 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_23.setTransform(71.6,144.4,0.624,0.624,140.4,0,0,39.4,17.7);

	this.instance_24 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_24.setTransform(117.6,112.1,0.704,0.625,178.5,0,0,39.5,17.8);

	this.instance_25 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_25.setTransform(174.4,114.1,0.653,0.624,-142.1,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_26 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_26.setTransform(216.9,149.5,0.624,0.624,-106.6,0,0,39.3,17.5);

	this.instance_27 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_27.setTransform(230.2,202.4,0.645,0.623,-71.5,0,0,39.5,17.4);

	this.instance_28 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_28.setTransform(211.7,252.7,0.625,0.624,-36.1,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_29 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_29.setTransform(166.9,283,0.625,0.625,0,0,0,39.5,17.6);

	this.shape_128 = new cjs.Shape();
	this.shape_128.graphics.f("#E0CDFE").s().p("Ap8KHQkIkMABl7QgBl6EIkMQEIkMF0AAQF1AAEHEMQEIEMAAF6QAAF7kIEMQkHEMl1AAQl0AAkIkMg");
	this.shape_128.setTransform(143.9,197.8);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_128},{t:this.instance_29},{t:this.instance_28},{t:this.instance_27},{t:this.instance_26},{t:this.instance_25},{t:this.instance_24},{t:this.instance_23},{t:this.instance_22},{t:this.instance_21},{t:this.instance_20}]}).wait(450));

	// obal chloroplastu
	this.instance_30 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_30.setTransform(439.3,244,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.6);
	this.instance_30.alpha = 0.102;

	this.instance_31 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_31.setTransform(444.8,248.1,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.5);
	this.instance_31.alpha = 0.102;

	this.instance_32 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_32.setTransform(450.2,252.3,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.7);
	this.instance_32.alpha = 0.102;

	this.instance_33 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_33.setTransform(453.6,256.9,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.5);
	this.instance_33.alpha = 0.102;

	this.instance_34 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_34.setTransform(455,261.5,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_34.alpha = 0.102;

	this.instance_35 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_35.setTransform(455.7,266.4,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_35.alpha = 0.102;

	this.instance_36 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_36.setTransform(454.3,272.2,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.6);
	this.instance_36.alpha = 0.102;

	this.instance_37 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_37.setTransform(454.3,277.1,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.6);
	this.instance_37.alpha = 0.102;

	this.instance_38 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_38.setTransform(451.1,283.7,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_38.alpha = 0.102;

	this.instance_39 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_39.setTransform(454.3,297.2,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.1,4.5);
	this.instance_39.alpha = 0.102;

	this.instance_40 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_40.setTransform(453.7,292,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.3,4.5);
	this.instance_40.alpha = 0.102;

	this.instance_41 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_41.setTransform(452.4,287.6,0.624,0.624,-8.8,0,0,37.3,4.8);
	this.instance_41.alpha = 0.102;

	this.instance_42 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_42.setTransform(510.5,251.3,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.2,4.6);
	this.instance_42.alpha = 0.102;

	this.instance_43 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_43.setTransform(506.1,260,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_43.alpha = 0.102;

	this.instance_44 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_44.setTransform(514.1,274.2,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.3,4.8);
	this.instance_44.alpha = 0.102;

	this.instance_45 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_45.setTransform(508.9,271.4,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.4,4.6);
	this.instance_45.alpha = 0.102;

	this.instance_46 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_46.setTransform(508.3,266.7,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.3,4.8);
	this.instance_46.alpha = 0.102;

	this.instance_47 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_47.setTransform(495.6,237.2,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_47.alpha = 0.102;

	this.instance_48 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_48.setTransform(490.4,234.6,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.2,4.8);
	this.instance_48.alpha = 0.102;

	this.instance_49 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_49.setTransform(468.8,211.5,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.1,4.8);
	this.instance_49.alpha = 0.102;

	this.instance_50 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_50.setTransform(471.6,215.5,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_50.alpha = 0.102;

	this.instance_51 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_51.setTransform(474,219.6,0.624,0.719,0,-53.5,-23.8,37.4,4.7);
	this.instance_51.alpha = 0.102;

	this.instance_52 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_52.setTransform(476.6,223.8,0.624,0.659,0,-42.4,-23.8,37.3,4.6);
	this.instance_52.alpha = 0.102;

	this.instance_53 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_53.setTransform(480,227.1,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.1,4.5);
	this.instance_53.alpha = 0.102;

	this.instance_54 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_54.setTransform(484.1,231.6,0.624,0.624,-23.8,0,0,37.3,4.8);
	this.instance_54.alpha = 0.102;

	this.instance_55 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_55.setTransform(366.6,282.1,0.625,0.625,7.5,0,0,37.3,4.8);
	this.instance_55.alpha = 0.102;

	this.instance_56 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_56.setTransform(363.4,245.2,0.625,0.625,7.5,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_56.alpha = 0.102;

	this.instance_57 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_57.setTransform(364.8,257.1,0.625,0.625,7.5,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_57.alpha = 0.102;

	this.instance_58 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_58.setTransform(365.2,262,0.625,0.625,7.5,0,0,37.3,4.8);
	this.instance_58.alpha = 0.102;

	this.instance_59 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_59.setTransform(363.9,266.8,0.625,0.625,7.5,0,0,37.3,4.6);
	this.instance_59.alpha = 0.102;

	this.instance_60 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_60.setTransform(364,271.2,0.625,0.625,7.5,0,0,37.4,4.6);
	this.instance_60.alpha = 0.102;

	this.instance_61 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_61.setTransform(363.4,276.4,0.625,0.625,7.5,0,0,37.2,4.9);
	this.instance_61.alpha = 0.102;

	this.instance_62 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_62.setTransform(315.9,235.4,0.624,0.624,41.1,0,0,37,4.8);
	this.instance_62.alpha = 0.102;

	this.instance_63 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_63.setTransform(312.4,238.9,0.624,0.624,41.1,0,0,37.1,4.7);
	this.instance_63.alpha = 0.102;

	this.instance_64 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_64.setTransform(327.2,177.8,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_64.alpha = 0.102;

	this.instance_65 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_65.setTransform(327.2,182.5,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_65.alpha = 0.102;

	this.instance_66 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_66.setTransform(323.6,186.8,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_66.alpha = 0.102;

	this.instance_67 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_67.setTransform(322.4,190.6,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_67.alpha = 0.102;

	this.instance_68 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_68.setTransform(319.9,196.4,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_68.alpha = 0.102;

	this.instance_69 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_69.setTransform(322.4,202.1,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_69.alpha = 0.102;

	this.instance_70 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_70.setTransform(321.7,207.1,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_70.alpha = 0.102;

	this.instance_71 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_71.setTransform(322.4,211.5,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_71.alpha = 0.102;

	this.instance_72 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_72.setTransform(361.4,217.4,0.481,0.624,21.3,0,0,37.1,4.6);
	this.instance_72.alpha = 0.102;

	this.instance_73 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_73.setTransform(398.2,190.4,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_73.alpha = 0.102;

	this.instance_74 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_74.setTransform(398.9,195.2,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_74.alpha = 0.102;

	this.instance_75 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_75.setTransform(398,199.1,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_75.alpha = 0.102;

	this.instance_76 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_76.setTransform(396.6,203.3,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_76.alpha = 0.102;

	this.instance_77 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_77.setTransform(396.1,207.7,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_77.alpha = 0.102;

	this.instance_78 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_78.setTransform(395.5,213,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_78.alpha = 0.102;

	this.instance_79 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_79.setTransform(398,218.6,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_79.alpha = 0.102;

	this.instance_80 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_80.setTransform(397.4,223.7,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_80.alpha = 0.102;

	this.instance_81 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_81.setTransform(398,228,0.625,0.625,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_81.alpha = 0.102;

	this.instance_82 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_82.setTransform(398.2,233,0.625,0.625,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_82.alpha = 0.102;

	this.shape_129 = new cjs.Shape();
	this.shape_129.graphics.f().s("#000000").ss(1,1,1).p("AoPpmQFAAlDcghQDdgiD+hkQD+hlDoAKQDnAKB9CRQB9CRADDNQADDNhzDfQh0DhjGCnQomFzohghQojgglpkgQlokghFjEQhFjBBTidQBTidDkhUQDjhVFBAmgAHusQQEChlDqARQDpAQCBCRQCACRAJDUQAJDThrDpQhrDrjiCzQo0GEowghQoxgjlykuQlykug+jEQg9jDBQilQBPimDmhaQDmhaFJAhQFJAgDhgjQDigjEEhlgAHgswQEqh3DuAcQDeAaCHCSQCCCMAUDcQATDhhmD7QhiDyj+C8QpEGZpBgkQpCgkmCk2QmCk3hBjSQhBjPBZizQBYiyDshiQDrhiFUAaQFUAZDXgXQD7gcDrhdgAHjtOQExh7D0AdQDiAaCKCYQCFCSAUDlQAUDqhpEFQhjD8kEDDQpRGqpNgmQpQglmKlDQmKlEhDjZQhCjZBbi5QBai6DxhmQDwhmFcAbQFbAbDbgYQEBgdDwhhg");
	this.shape_129.setTransform(427.7,222.8);

	this.shape_130 = new cjs.Shape();
	this.shape_130.graphics.f("#EBEAC6").s().p("AhMM/QojgglpkgQlokghFjEQhFjBBTidQBTidDkhUQDjhVFBAmQFAAlDcghQDdgiD+hkQD+hlDoAKQDnAKB9CRQB9CRADDNQADDNhzDfQh0DhjGCnQn6FVn3AAQgqAAgsgDg");
	this.shape_130.setTransform(429,222.5);

	this.shape_131 = new cjs.Shape();
	this.shape_131.graphics.f("#CAC6BF").s().p("");
	this.shape_131.setTransform(427.7,222.8);

	this.shape_132 = new cjs.Shape();
	this.shape_132.graphics.f("#BCB5E2").s().p("AhMOLQpCgkmCk2QmCk3hBjSQhBjPBZizQBYiyDshiQDrhiFUAaQFUAZDXgXQD7gcDrhdQEqh3DuAcQDeAaCHCSQCCCMAUDcQATDhhmD7QhiDyj+C8QoWF4oUAAQgsAAgvgDgAxYpJQjmBahPCmQhQClA9DDQA+DEFyEuQFyEuIxAjQIwAhI0mEQDiizBrjrQBrjpgJjTQgJjUiAiRQiBiRjpgQQjqgRkCBlQkEBljiAjQjhAjlJggQhXgJhRAAQjeAAipBCg");
	this.shape_132.setTransform(428.4,222.5);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_132},{t:this.shape_131},{t:this.shape_130},{t:this.shape_129},{t:this.instance_82},{t:this.instance_81},{t:this.instance_80},{t:this.instance_79},{t:this.instance_78},{t:this.instance_77},{t:this.instance_76},{t:this.instance_75},{t:this.instance_74},{t:this.instance_73},{t:this.instance_72},{t:this.instance_71},{t:this.instance_70},{t:this.instance_69},{t:this.instance_68},{t:this.instance_67},{t:this.instance_66},{t:this.instance_65},{t:this.instance_64},{t:this.instance_63},{t:this.instance_62},{t:this.instance_61},{t:this.instance_60},{t:this.instance_59},{t:this.instance_58},{t:this.instance_57},{t:this.instance_56},{t:this.instance_55},{t:this.instance_54},{t:this.instance_53},{t:this.instance_52},{t:this.instance_51},{t:this.instance_50},{t:this.instance_49},{t:this.instance_48},{t:this.instance_47},{t:this.instance_46},{t:this.instance_45},{t:this.instance_44},{t:this.instance_43},{t:this.instance_42},{t:this.instance_41},{t:this.instance_40},{t:this.instance_39},{t:this.instance_38},{t:this.instance_37},{t:this.instance_36},{t:this.instance_35},{t:this.instance_34},{t:this.instance_33},{t:this.instance_32},{t:this.instance_31},{t:this.instance_30}]}).wait(450));

	// obrys bunky
	this.shape_133 = new cjs.Shape();
	this.shape_133.graphics.f().s("#000000").ss(1,1,1).p("");
	this.shape_133.setTransform(318.6,207.1);

	this.shape_134 = new cjs.Shape();
	this.shape_134.graphics.f("#D9E1F4").s().p("Aw5UKQpDgpnohqQhcgYgegeQkEiRh3jXQgqhFg/iPQhAiQgJlKQgKlJBOjOQBNjPA0hUIACgEQCIjUDqhuQAbgYCbgmQCbgnE8gkQE8glGRgVQGRgUGMAGQG8AHFbAmQBYAHCXAnQCWAnDHASQDHASBxANQBwANBEAGQBLARBLAcQAeAMAzAbIBgA1QDSBsB1BPQCTBjBPBmQCpDcABEqQAAC1gTBZIgWBoIgXBOQgUA/gjBXQgkBXipB+QipB+hlA8QhkA8hUAkQhUAlihAvQhYAZhvgBQhvgBiEAWQiDAVjgAsQjgAsiiAXQiiAWnhAOQh5ADh+AAQl9AAmygeg");
	this.shape_134.setTransform(321.4,209.6);

	this.shape_135 = new cjs.Shape();
	this.shape_135.graphics.f("#C4BCB7").s().p("");
	this.shape_135.setTransform(318.6,207.1);

	this.shape_136 = new cjs.Shape();
	this.shape_136.graphics.f("#E8D2B9").s().p("");
	this.shape_136.setTransform(319.8,206.9);

	this.shape_137 = new cjs.Shape();
	this.shape_137.graphics.f("#C0AC87").s().p("AeJS2QgjgVijAAIgBAAIgBAAIgCAAQCqg0CHhWQgWASgKATQgSAggFAxQgEA7AYAmQgigkgigUgEgtRAS6QAxhXAAh1QgBhcgsiHQBrEDElCGQgygTgSgEQgngJg2gDQg2gChCAMQhBAMhAA9IAGgKgEArUgBKQAICrB8BCQhZAUgkA0QgjAygKAdQApjDgDjBgEgtKgNTIAAgCIAAACgEgtKgNVIABgDIAAgBIABgDIABgBIACgFIAAgBQBFjsg0hWIgfgwQAQAKAQAJQCPBQDdg+Qj2ByiNDrIAAgCgAdWyAQhigwhNgSQBFAGA/ACQBcADA6g2QgUAwAUA0QASA0AKANQAJANATARQhtg6g2gcg");
	this.shape_137.setTransform(336.9,211.1);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_137},{t:this.shape_136},{t:this.shape_135},{t:this.shape_134},{t:this.shape_133}]}).wait(450));

}).prototype = p = new cjs.MovieClip();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(318,204,644,416);

})(lib = lib||{}, images = images||{}, createjs = createjs||{}, ss = ss||{});
var lib, images, createjs, ss;
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OEBPS/Misc/03_Proteiny.js
(function (lib, img, cjs, ss) {

var p; // shortcut to reference prototypes

// library properties:
lib.properties = {
	width: 640,
	height: 412,
	fps: 25,
	color: "#D9E1F4",
	manifest: []
};



// symbols:



(lib.transkritpropod = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],-4.8,-1.3,0,-4.8,-1.3,12.7).s().p("ABwA0QgsgBgjgbQgNgLgJgJQgGAJgIAMQgZAcgrgBQgsgBgjgbQgjgZAAgPQAAgPAegKQAfgKArAAQArAAAeAKQAKAEAHAFQAHgFAMgEQAcgJAmgBIAAAEQAAAJANANQAIAJAOALQAaASAfAGIgGAGQgYAbgpAAIgDAAg");
	this.shape.setTransform(38.8,7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],3.1,-0.8,0,3.1,-0.8,7.8).s().p("AAJA0QgpgBgjgbQgjgZAAgPQAAgPAegKQAfgKApAAQAqAAAeAKQAfAKAAAPQAAAOgZAbQgYAbgpAAIgEAAg");
	this.shape_1.setTransform(10.4,11.8);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],4.9,-1.3,0,4.9,-1.3,7.5).s().p("AAJAtQgJAAgKgCQgfgGgagUQgOgLgIgHQgNgNAAgJIABgEQACgGAIgGIAJgFIClAAQAUAJAAAMQAAAOgZAbQgYAbgpAAIgEAAg");
	this.shape_2.setTransform(59.1,4.6);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,69.4,17);


(lib.transkriptornad = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#FEE4AB","#AD4F27"],[0,0.549],-20.7,7.3,0,-19.2,-1.6,37.9).s().p("AiODcQjDAAiIg7QgMgGgGgBQg4hKAIg3QAei6C3gvQC3gwCzCaQC1CYCQABQCQAAAeBcQAfBbiLgSQiLgTh3AMQh2ALi+AAIgDAAg");
	this.shape.setTransform(54.1,22.1);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0.1,108.3,44.2);


(lib.ribosompod = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#4EA6FE","#05519A"],[0,0.965],1.5,-2.7,0,1.5,-2.7,8.5).s().p("AjUA+QhSgZgGgmQgFgpBVgVQBWgWCLgBQCMgBBZAYQBZAYgdAnQgeAlhSAZQhSAZhyAAQh0AAhSgZg");
	this.shape.setTransform(30.2,8.8);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0.1,60.4,17.5);


(lib.ribosomnad = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#4EA6FE","#05519A"],[0,1],6.3,-5.7,0,6.3,-5.7,23.5).s().p("AjdE7Qg8gOAIjWQAHjUBOhiQBOhhBuAAQBtAABOBhQBOBiAJDgQAKDjhygQQhxgPhsARQg8AJguAAQglAAgbgGg");
	this.shape.setTransform(27.6,32.2);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,55.2,64.4);


(lib.prhnutaDNA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#336599","#99BBDD","#6096CA"],[0.835,0.933,1],26.4,341.2,0,26.4,341.2,575.9).s().p("");
	this.shape.setTransform(581.4,196.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],-1187.1,507.2,-1186.9,-148.6).s().p("AgCgCIAAgEIAGANg");
	this.shape_1.setTransform(926.8,75.2);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],1062.7,-258,1083.9,-138).s().p("AHNGXIAPgBIgNAGgAm1mbIAIAQQgYAAgXADIAngTg");
	this.shape_2.setTransform(324.3,117.2);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#264D73").s().p("");
	this.shape_3.setTransform(488.6,196.1);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#0A151E").s().p("");
	this.shape_4.setTransform(604.9,160.1);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.f("#0A0A0A").s().p("");
	this.shape_5.setTransform(604.3,150.4);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#0A4784").s().p("AfhLDIgCgEIADAEgAC9AyIAHAAIgHAEIAAgEgA/hq+IAIgEIgHAIg");
	this.shape_6.setTransform(923,134.6);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f("#0A3C70").s().p("");
	this.shape_7.setTransform(649.1,175.6);

	this.shape_8 = new cjs.Shape();
	this.shape_8.graphics.f("#333333").s().p("");
	this.shape_8.setTransform(598.6,197.9);

	this.shape_9 = new cjs.Shape();
	this.shape_9.graphics.f("#336599").s().p("");
	this.shape_9.setTransform(623.5,148.6);

	this.addChild(this.shape_9,this.shape_8,this.shape_7,this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,1197.2,395.9);


(lib.popisekd_2 = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape.setTransform(0,-10.2);

	// Layer 2
	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#EFEFEF").s().p("Egx/AEAIAAn/MBj/AAAIAAH/g");

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-320,-25.6,640,51.3);


(lib.popisekd_1 = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape.setTransform(-9,-0.8);

	// Layer 2
	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#EFEFEF").s().p("Egx/AEAIAAn/MBj/AAAIAAH/g");

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-320,-25.6,640,51.3);


(lib.podklad_dole = function() {
	this.initialize();

}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = null;


(lib.periodasroubovicezelena = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.lf(["#1A897D","#35A38F","#1A897D"],[0,0.529,1],629.7,-57.1,629.2,59.2).s().p("AFDIwQg2AAg5grQgigagkgpIgIgKIgigsQguhAgyhZIgGgNQgshQhPiYQiUkjhQhuQg0hJgnggQgZgVglgTIgagMIDfABQA1AAA5AqQA3AqA6BQQBLBnCMEVIAKARQBQCeAuBUIAIAMIAtBLIAIAMQAVAkATAaQAzBDApAlQAnAhARAJQAKAHAJADg");
	this.shape.setTransform(59.4,57.4);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#17867B").s().p("");
	this.shape_1.setTransform(99.2,57.4);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#0F7A6A").s().p("AlDI6QAGAAAAgGIAAAAQAAgBAAAAQAAgBgBAAQAAgBAAAAQgBgBAAgBIAAAAIgDgCIgGAAQgogBgjgTQgSgLgjgfIgDgCQAlghAngyIAIgKIAEgGQBNhpCYkjQBTifAthNIAHgNICJjMQAlgrAlgbQA7grA6gBQgBAAAAAAQgBAAAAABQgBAAgBAAQAAABgBAAQAAABAAAAQgBABAAAAQAAABAAAAQgBABAAABIACAEIADABIAEAAIABAAQAdACAqAWQAdAPAaATIAJAIQgqAmgrA7QgtA+g2BfIiTEPQiJEJhLBnQg9BSg4AqQgaASgZAMIgMAEQgcAKgcAAg");
	this.shape_2.setTransform(151.8,57.8);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,198.5,114.9);


(lib.periodadvousroubovice = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f("#0A3C70").s().p("AAAAAIAAAAIAAABg");
	this.shape.setTransform(60.9,57.4);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#336599").s().p("AgCAAIAFAAIAAABg");
	this.shape_1.setTransform(20.3,1.5);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#0A4784").s().p("AgDAEIADgHIAEAHg");
	this.shape_2.setTransform(152.7,57.3);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#0A151E").s().p("AJEHNQgtg+gyhYIAHgNQA1BdAtA/QAQAXARATIgIAKQgRgTgSgagAJ1A9IgFgJIAHgNIAJAQQBRCfApBJIgHANQgqhMhUijgAm0i6IAHgMQArBMBXCnIgHAOQhOiZg0hcgAj/lQQgTgagYgcIAIgKQAWAZAXAgQAlAyAwBTIgHANQgzhZglgygArzn1IAAAAQgBAAAAAAQgBAAgBgBQAAAAgBAAQAAgBgBAAIgBgCQAgADAeAQQgigPgWAAg");
	this.shape_3.setTransform(90.2,51.6);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#0A0A0A").s().p("AJFH0IAIgKIAIAKIgIAJgALRElIAHgNIAIANIgIAMgAG9EkIAHgNIAHANIgHAMgAlSA2IgBgCIAHgOIAGANIABABIgHAOgAJIAgIAHgOIAHAOIgHANgAjIjMIAHgMIAHAMIgHANgAndjNIAHgNIAHANIgHANgAlTmXIAIgJIAIAJIgIAKgAgGnHIABgCQACABABAEIgEgDgArfn7IABgBIAAABg");
	this.shape_4.setTransform(93.5,52.3);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.lf(["#336599","#99BBDD","#336599"],[0,0.486,1],109.3,-59.5,108.8,56.8).s().p("AgIIxQg2AAg5grQg2gpg6hQQhOhtiSkgIAAAAIgBAAIgHgMQhXipgrhMIgHgMQgyhUgkgyQg0hIgnggIgNgLIgKgHQgSgMgWgLIgSgIIAAgDIDYAAQA1AAA5ArQAfAXAfAjIAIAJQAYAdATAZQAlAzA0BYIAGANQAzBYBRCeQCVEmBNBsQAvBCAsAnQAnAhAQAJQAIAFAMAFgAKJIwQg2gBg4gqQgkgbgkgqIgIgKQgRgUgQgWQgtg/g1hdIgHgNQgohJhRidQiKkNhMhyIgJgNIgEgFQg0hJgngfQgZgWgmgTIgZgMIDdABQAwABAzAiIAKAHIACABQAzAnA1BIIAIAKIABABQBPBvCIEKIAHAOIgFAGIAJAAQBUCkAqBLIAHANQAyBZAsA9QAyBEAqAkQAnAhAQAKQALAHAJADg");
	this.shape_5.setTransform(106.6,57.5);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#264D73").s().p("AEQIwQg/AAhBg5QApgmAug9QApg5A3hdQAxBZAtA+QATAaAQATQgnAsgiAYQg5Aqg2AAIAAAAgAuTIrIgLAAQgRgCgRgFQglgNgngfIgHgGQAngkAsg6IADgFQBPhsCYkjQBViiAuhQQA0BbBOCZQiUEehNBpQg7BPg4ApQg3Aqg2AAIgBAAgAHhAAIgIgQQCIkGBOhrIAFgHIAEgGQARgXARgUIAIgJQAjgmAggYQA6grA1ABQA+AABCA5QgpAmgtA9QhPBriYEjQhTCegpBIQgohJhSidgAmTmQQgYgggVgYQAhglAhgYQAngdAlgJIANgCQALgCALAAQA+AABCA5QgZAWgaAfIgIAKIgbAkQgqA4gvBRQgxhTgkgzg");
	this.shape_6.setTransform(106,57.3);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f("#333333").s().p("");
	this.shape_7.setTransform(106,57.5);

	this.addChild(this.shape_7,this.shape_6,this.shape_5,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,212.1,115);


(lib.obaljadra = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#000000").ss(1,1,1).p("AGDh/QANAagJAdQgLAngtAdQgiATgiATQhoA5hrAiQiMAuh8AEQh8AEgfgbQgfgaAAgmQAAgeAUgYQADgFAFgEQAegbAygBQCTgDCYgvQBjgfBTgrQAcgOAagQQAWgNAWgDQAOgCAOACQADAAADABQAjAHATAdQADAFADAEgAFOh3QAQAPgFAaQgEAahbAuQgsATgzAVQg3AWhAAUQh5AohyAJQhyAJgTgMQgTgMgCgaQgCgaAYgMQAQgIAygEQAWgCAcgCQBcgEB7giQB9gkA7ggQA7ghAlgMQAQgFAMgBQACAAADAAQANABAIAHg");
	this.shape.setTransform(39.5,17.6);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#E5D6C1").s().p("AlIB6QgTgMgCgaQgCgaAYgMQAQgJAygEIAygDQBcgEB7gjQB9gkA7ggQA7ggAlgNQAQgFAMgBIAFAAQANABAIAHQAQAPgFAaQgEAbhbAtQgsAUgzAUQg3AWhAAVQh5AnhyAJQgyAFgfAAQgpAAgLgHg");
	this.shape_1.setTransform(39.1,17.7);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#D5C4BC").s().p("AlrCYQgfgaAAgmQAAgeAUgYIAIgJQAegbAygBQCTgDCYgvQBjgfBTgrQAcgOAagQQAWgNAWgDQAOgCAOACIAGABQAjAHATAdIAGAJQANAagJAdQgLAngtAdQgiATgiATQhoA5hrAiQiMAuh8AEIggAAQhgAAgbgXgAE0h/QgMABgQAFQglAMg7AhQg7Agh9AkQh7AihcAEIgyAEQgyAEgQAIQgYAMACAaQACAaATAMQATAMBygJQBygJB5goQBAgUA3gWQAzgVAsgTQBbguAEgaQAFgagQgPQgIgHgNgBIgDAAIgCAAg");
	this.shape_2.setTransform(39.5,17.6);

	this.addChild(this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1,-1,81,37.2);


(lib.chormatobalst2 = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#40A340").ss(1,1,1).p("AFJgtQlJAdlIgdQgSAAgNAKQgMAKAAAOQAAAMANAKQAMAKCuARQCsARCtgRQCugSAMgKQANgJAAgMQAAgOgNgKQgMgKgSAAg");
	this.shape.setTransform(37.3,4.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#6DE56D").s().p("AisAmQiugRgMgKQgNgKAAgMQAAgOANgKQAMgKASAAQFIAdFJgdQASAAAMAKQANAKAAAOQAAAMgNAJQgMAKiuASQhXAIhWAAQhVAAhXgIg");
	this.shape_1.setTransform(37.3,4.7);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1,-1,76.5,11.4);


(lib.chormatobalst = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#333333").ss(1,1,1).p("AFJgtQlJAdlIgdQgSAAgNAKQgMAKAAAOQAAAMANAKQAMAKCuARQCsARCtgRQCugSAMgKQANgJAAgMQAAgOgNgKQgMgKgSAAg");
	this.shape.setTransform(37.3,4.7);

	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f("#33CC99").s().p("AisAmQiugRgMgKQgNgKAAgMQAAgOANgKQAMgKASAAQFIAdFJgdQASAAAMAKQANAKAAAOQAAAMgNAJQgMAKiuASQhXAIhWAAQhVAAhXgIg");
	this.shape_1.setTransform(37.3,4.7);

	this.addChild(this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1,-1,76.5,11.4);


(lib.chaperon = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.rf(["#FED6BC","#FF6600"],[0,1],1.2,-1.8,0,1.2,-1.8,8).s().p("AAEBFQgNAAgIgJQgIgKAHgJQARgVgHgLQgOgUgRAQQgLAMgJgPQgIgOAGgUQAOgpAvAGQAxAGALAsQALAqgSAWQgSAWgeAAIgBAAg");
	this.shape.setTransform(7,6.8);

	this.addChild(this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0.5,-0.2,13,13.9);


(lib.proteintvarovany2 = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.instance = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance.setTransform(55.2,27.7,1,1,75,0,0,7.2,6.8);

	this.instance_1 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(39.2,9.3,1,1,23.1,0,0,7.5,6.9);

	this.instance_2 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(28.3,26.7,1,1,60,0,0,7.4,6.8);

	this.instance_3 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(9.3,12.6,1,1,30,0,0,7.3,6.9);

	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AE1gXQAZArgpAfQg4ArgPgFQgPgFgWgcQgVgcghhOQghhQgrANQgqANgCA3QgDA1ABAaQACAZgRALQgUAKgjgHQgjgIgmguQgngsgegrQgfgrg1BEQg2BBArBm");
	this.shape.setTransform(33.3,19.1);

	this.addChild(this.shape,this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-0.6,1.6,67.8,32.7);


(lib.proteintvarovany = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.instance = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance.setTransform(63.1,29.1,1,1,60,0,0,7.3,6.8);

	this.instance_1 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(49.2,14.8,1,1,30,0,0,7.4,6.9);

	this.instance_2 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(27.6,26,1,1,75,0,0,7.4,6.9);

	this.instance_3 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(10.1,8.5,1,1,15,0,0,7.3,6.8);

	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AlIBSQg3huAUgbQATgbA5gPQA6gOAMALQANALAWARQAXAQAXA9QAYA+AHAOQAHANgFAAIAQAAQAVABAqglQApglAkgpQAkgqAtAPQAsAPAMA4QAMA6AyAJQAxAJAaAFQAaAGARgw");
	this.shape.setTransform(37,19.7);

	this.addChild(this.shape,this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-2,1.1,78,34.8);


(lib.mRNA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.instance = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance.setTransform(100.8,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.instance_1 = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(72.5,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.instance_2 = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(44,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.instance_3 = new lib.periodasroubovicezelena("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(15.9,9.2,0.16,0.16,0,0,0,99,57.5);

	this.addChild(this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(0,0,116.7,18.4);


(lib.cyklickaDNA = function() {
	this.initialize();

	// Layer 1
	this.instance = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance.setTransform(73.4,135,0.093,0.093,129.7,0,0,1137.5,273.9);

	this.instance_1 = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(8.8,59.1,0.093,0.093,-129.5,0,0,1137.3,273.5);

	this.instance_2 = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(94.8,7.1,0.094,0.094,71,0,0,66.3,283.4);

	this.instance_3 = new lib.prhnutaDNA("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(73.1,71,0.094,0.094,-30,0,0,598.4,744.1);

	this.addChild(this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(4.4,0.5,136,138.2);


(lib.chloropastcely = function() {
	this.initialize();

	// ohraniceni
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#333333").ss(4,1,1).p("AE8pqQEBCDBYESQBZEQiDEBQiDEBkTBYQjZBIjQhGQgVgIgVgIQgfgNgegPQkBiDhZkTQhYkQCDkAQCDkBEShZQDNhBDAA3QAQAFAPAFQAzARAyAag");
	this.shape.setTransform(152.1,192.8);

	// maska (mask)
	var mask = new cjs.Shape();
	mask._off = true;
	mask.graphics.p("Ak7JrQkBiDhZkTQhYkQCDkAQCDkBEShZQERhYEACDQEBCDBYESQBZEQiDEBQiDEBkTBYQhuAkhqAAQifAAiZhOg");
	mask.setTransform(150.5,192.4);

	// thylakoidy
	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.rf(["#00FF66","#00CC00"],[0,1],12.8,11.6,0,12.8,11.6,22.9).s().p("AjUFbQhigIhIgxQhIgxgthlQgthkAEhCQAFhEAhhBQAihBBXgbQBYgcBagNQBbgMB1gJQB3gIACgFQACgEFbgTQARAlANApQBZEQiEEAIAAACQk/BLiCAKQhIAGhAAAQgvAAgqgDg");
	this.shape_1.setTransform(195.5,274.8);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.rf(["#00FF66","#00CC00"],[0,1],10.5,11.6,0,10.5,11.6,22.9).s().p("AjrFbQhhgIhIgxQhIgxguhlQgthkALg7QALg9AmhGQAnhGBMgeQBMgdBbgNQBagMB3gJQB1gIACgFQACgEFbgTQARAlA5CjQA5CggqCAQgqCAgYgKQljBNh/AKQhLAGhAAAQgvAAgqgDg");
	this.shape_2.setTransform(171,182);

	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f("#006600").s().p("AhgOZQhigahUhPQhVhOgthqQgwhxALhxQALh+BChRQBBhSBogZQBngaCAgRII/hIIACADQA5BDAmBVQlbASgCAFQgCAEh3AJQh2AJhbAMQhZAMhXAcQhYAcghBBQgiBBgEBDQgFBEAuBlQAtBlBIAxQBIAxBgAIQBhAHCCgKQCBgLE/hLQgrBWg8BDQjHAtiPAKQgvADguAAQiGAAhzgfgAlPgCQh+gdhUhPQhVhPgthqQgwhxAhhxQAhhxBGhTQBHhTBQglQBQglCigNQBbgHG7g5IACACQA5BFAmBVQlbATgCAEQgCAFh1AJQh2AIhbANQhbAMhMAeQhMAdgmBGQgnBGgLA9QgLA9AuBlQAtBkBIAxQBIAxBiAIQBhAICCgLQB/gKFjhNIgpB5QktBCijAMQgzAEgvAAQhqAAhWgSg");
	this.shape_3.setTransform(172.5,226.5);

	this.shape_1.mask = this.shape_2.mask = this.shape_3.mask = mask;

	// zvetseni
	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f("#EBEAC6").s().p("Ai2KgIgfgKQgzgRgzgaQkBiDhZkTQhYkQCDkAQCDkBEShZQDbhHDQBHQAWAHAVAJQAeAMAdAPQEBCDBYESQBZEQiDEBQiDEBkTBYQhuAkhqAAQhaAAhZgZg");
	this.shape_4.setTransform(150.5,192.4);

	// pozadi
	this.instance = new lib.cyklickaDNA("synched",0);
	this.instance.setTransform(382.8,137.4,0.8,0.8,0,0,0,76.9,75.6);

	this.instance_1 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(416.5,177.7,0.9,0.98,0,-51.2,-56.6,37.3,4.7);
	this.instance_1.alpha = 0.102;

	this.instance_2 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(421,153,0.9,0.98,0,-51.2,-56.6,37.1,4.6);
	this.instance_2.alpha = 0.102;

	this.instance_3 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(416.6,146.8,0.9,0.98,0,-51.2,-56.6,37.3,4.8);
	this.instance_3.alpha = 0.102;

	this.instance_4 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_4.setTransform(366.1,104.2,0.9,0.98,0,-36.2,-41.6,37.4,4.7);
	this.instance_4.alpha = 0.102;

	this.instance_5 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_5.setTransform(371.1,109.7,0.9,1.063,0,-65,-41.6,37.3,4.7);
	this.instance_5.alpha = 0.102;

	this.instance_6 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_6.setTransform(400.4,64.1,0.9,0.98,0,-36.2,-41.6,37.3,4.7);
	this.instance_6.alpha = 0.102;

	this.instance_7 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_7.setTransform(405.8,69.4,0.9,0.98,0,-36.2,-41.6,37.4,4.7);
	this.instance_7.alpha = 0.102;

	this.instance_8 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_8.setTransform(410.8,74.9,0.9,1.063,0,-65,-41.6,37.3,4.7);
	this.instance_8.alpha = 0.102;

	this.instance_9 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_9.setTransform(416,80.4,0.9,0.999,0,-53.8,-41.6,37.3,4.5);
	this.instance_9.alpha = 0.102;

	this.instance_10 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_10.setTransform(422.2,84.4,0.9,0.98,0,-36.2,-41.6,37.2,4.7);
	this.instance_10.alpha = 0.102;

	this.instance_11 = new lib.chormatobalst2("synched",0);
	this.instance_11.setTransform(200.4,170.5,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);

	this.instance_12 = new lib.chormatobalst2("synched",0);
	this.instance_12.setTransform(204,179.5,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);

	this.instance_13 = new lib.chormatobalst2("synched",0);
	this.instance_13.setTransform(203.1,187.6,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);

	this.instance_14 = new lib.chormatobalst2("synched",0);
	this.instance_14.setTransform(204,194.6,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);

	this.instance_15 = new lib.chormatobalst2("synched",0);
	this.instance_15.setTransform(204.2,202.6,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);

	this.instance_16 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_16.setTransform(255.6,173.4,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.2,4.6);
	this.instance_16.alpha = 0.102;

	this.instance_17 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_17.setTransform(263.4,180,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.2,4.7);
	this.instance_17.alpha = 0.102;

	this.instance_18 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_18.setTransform(271,186.5,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.2,4.6);
	this.instance_18.alpha = 0.102;

	this.instance_19 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_19.setTransform(275.9,194.1,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.7);
	this.instance_19.alpha = 0.102;

	this.instance_20 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_20.setTransform(277.7,201.3,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.6);
	this.instance_20.alpha = 0.102;

	this.instance_21 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_21.setTransform(278.8,209.2,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.7);
	this.instance_21.alpha = 0.102;

	this.instance_22 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_22.setTransform(276.8,218.5,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.6);
	this.instance_22.alpha = 0.102;

	this.instance_23 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_23.setTransform(276.8,226.2,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.5);
	this.instance_23.alpha = 0.102;

	this.instance_24 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_24.setTransform(272.3,236.9,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.2,4.7);
	this.instance_24.alpha = 0.102;

	this.instance_25 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_25.setTransform(276.8,258.6,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.6);
	this.instance_25.alpha = 0.102;

	this.instance_26 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_26.setTransform(275.8,250.3,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.2,4.7);
	this.instance_26.alpha = 0.102;

	this.instance_27 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_27.setTransform(274.2,243.1,0.883,0.996,0,-7.8,-10,37.3,4.7);
	this.instance_27.alpha = 0.102;

	this.instance_28 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_28.setTransform(356.1,185.1,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_28.alpha = 0.102;

	this.instance_29 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_29.setTransform(349.7,198.9,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_29.alpha = 0.102;

	this.instance_30 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_30.setTransform(360.9,221.6,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_30.alpha = 0.102;

	this.instance_31 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_31.setTransform(353.6,217.4,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.2,4.7);
	this.instance_31.alpha = 0.102;

	this.instance_32 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_32.setTransform(352.8,209.6,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_32.alpha = 0.102;

	this.instance_33 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_33.setTransform(334.9,162.4,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_33.alpha = 0.102;

	this.instance_34 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_34.setTransform(327.6,158.2,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.2,4.7);
	this.instance_34.alpha = 0.102;

	this.instance_35 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_35.setTransform(297.3,121.2,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_35.alpha = 0.102;

	this.instance_36 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_36.setTransform(301.1,127.8,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_36.alpha = 0.102;

	this.instance_37 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_37.setTransform(304.4,134.4,0.9,1.063,0,-50,-26.6,37.2,4.7);
	this.instance_37.alpha = 0.102;

	this.instance_38 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_38.setTransform(308.2,141.1,0.9,0.999,0,-38.8,-26.6,37.3,4.6);
	this.instance_38.alpha = 0.102;

	this.instance_39 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_39.setTransform(313,146.6,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.2,4.7);
	this.instance_39.alpha = 0.102;

	this.instance_40 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_40.setTransform(318.6,153.4,0.9,0.98,0,-21.2,-26.6,37.3,4.7);
	this.instance_40.alpha = 0.102;

	this.instance_41 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_41.setTransform(153.1,234.3,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.3,4.7);
	this.instance_41.alpha = 0.102;

	this.instance_42 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_42.setTransform(148.6,175.4,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.2,4.7);
	this.instance_42.alpha = 0.102;

	this.instance_43 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_43.setTransform(150.5,194.3,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.3,4.6);
	this.instance_43.alpha = 0.102;

	this.instance_44 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_44.setTransform(151.1,202.1,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.3,4.6);
	this.instance_44.alpha = 0.102;

	this.instance_45 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_45.setTransform(149.3,210,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.3,4.7);
	this.instance_45.alpha = 0.102;

	this.instance_46 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_46.setTransform(149.3,217,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.3,4.6);
	this.instance_46.alpha = 0.102;

	this.instance_47 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_47.setTransform(148.6,225,0.883,0.998,0,6.7,8.6,37.3,4.7);
	this.instance_47.alpha = 0.102;

	this.instance_48 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_48.setTransform(81.7,159.6,0.933,0.949,0,37.6,44.7,37.1,4.7);
	this.instance_48.alpha = 0.102;

	this.instance_49 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_49.setTransform(76.7,165.4,0.933,0.949,0,37.6,44.7,37.1,4.8);
	this.instance_49.alpha = 0.102;

	this.instance_50 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_50.setTransform(97.6,67.4,0.881,1,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_50.alpha = 0.102;

	this.instance_51 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_51.setTransform(97.6,75,0.881,1,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_51.alpha = 0.102;

	this.instance_52 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_52.setTransform(92.5,81.8,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_52.alpha = 0.102;

	this.instance_53 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_53.setTransform(90.8,87.9,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_53.alpha = 0.102;

	this.instance_54 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_54.setTransform(87.2,97.3,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_54.alpha = 0.102;

	this.instance_55 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_55.setTransform(90.8,106.3,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_55.alpha = 0.102;

	this.instance_56 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_56.setTransform(89.8,114.3,0.881,1,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_56.alpha = 0.102;

	this.instance_57 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_57.setTransform(90.8,121.3,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_57.alpha = 0.102;

	this.instance_58 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_58.setTransform(145.6,130.7,0.691,0.984,0,19,23.9,37,4.7);
	this.instance_58.alpha = 0.102;

	this.instance_59 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_59.setTransform(197.6,87.5,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_59.alpha = 0.102;

	this.instance_60 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_60.setTransform(198.7,95.3,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_60.alpha = 0.102;

	this.instance_61 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_61.setTransform(197.4,101.5,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_61.alpha = 0.102;

	this.instance_62 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_62.setTransform(195.4,108.3,0.881,1,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_62.alpha = 0.102;

	this.instance_63 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_63.setTransform(194.7,115.3,0.881,1,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_63.alpha = 0.102;

	this.instance_64 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_64.setTransform(193.8,123.8,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_64.alpha = 0.102;

	this.instance_65 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_65.setTransform(197.4,132.8,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_65.alpha = 0.102;

	this.instance_66 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_66.setTransform(196.4,140.8,0.881,1,0,0,0,37.2,4.7);
	this.instance_66.alpha = 0.102;

	this.instance_67 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_67.setTransform(197.4,147.8,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_67.alpha = 0.102;

	this.instance_68 = new lib.chormatobalst("synched",0);
	this.instance_68.setTransform(197.6,155.8,0.881,1,0,0,0,37.3,4.7);
	this.instance_68.alpha = 0.102;

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.f().s("#000000").ss(1,1,1).p("");
	this.shape_5.setTransform(248.5,151.5);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f("#EBEAC6").s().p("AlpTuQpmgyoymxQoxmyhsksQhrkrCBjxQCBjxFkiBQFkiCH1A6QH1A5FYgzQFZg0GOiaQGNibFqAPQFqAPDEDfQDDDfAEE7QAFE7i0FXQi1FakHC8QkIC7hQAyQhPAyi0BGQizBFkxBhQjJBBlSAAQiqAAjQgRgAZeMTIAOgLIgOALIg5AmIA5gmgEgjTAAyIgCgIIACgBIACAIQAHAVAJAWQgKgVgIgVg");
	this.shape_6.setTransform(250.6,151.3);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f("#BCB5E2").s().p("Ah6WsQudg6pqnxQppnxholQQhnlNCNkdQCOkeF4idQF5icIgApQIfApFYglQGTgsF4iWQHci9F/AsQFiAqDYDoQDRDiAfFfQAfFoikGTQicGDmWEsQtWJatUAAQhIAAhLgEgA7Ht+QlnCKh9D+Qh7D7BcEmIgCABIADAIQAIAVAKAVQB5EkIZGwQJCHQNuA0QC/AMDBgWQKIhqHxkdICrhqIA5glIAOgMQFXkOCkliQBejJAli/QAciVgGiPQgOlEjJjfQjIjfltgaQhvgHhzAJQkGAUkaBsQmUCbljA2QlgA2oCgyQhNgHhJgDIjqgBQkRAQjZBUg");
	this.shape_7.setTransform(249.6,151.1);

	this.shape_8 = new cjs.Shape();
	this.shape_8.graphics.f("#CAC6BF").s().p("");
	this.shape_8.setTransform(248.5,151.5);

	this.addChild(this.shape_8,this.shape_7,this.shape_6,this.shape_5,this.instance_68,this.instance_67,this.instance_66,this.instance_65,this.instance_64,this.instance_63,this.instance_62,this.instance_61,this.instance_60,this.instance_59,this.instance_58,this.instance_57,this.instance_56,this.instance_55,this.instance_54,this.instance_53,this.instance_52,this.instance_51,this.instance_50,this.instance_49,this.instance_48,this.instance_47,this.instance_46,this.instance_45,this.instance_44,this.instance_43,this.instance_42,this.instance_41,this.instance_40,this.instance_39,this.instance_38,this.instance_37,this.instance_36,this.instance_35,this.instance_34,this.instance_33,this.instance_32,this.instance_31,this.instance_30,this.instance_29,this.instance_28,this.instance_27,this.instance_26,this.instance_25,this.instance_24,this.instance_23,this.instance_22,this.instance_21,this.instance_20,this.instance_19,this.instance_18,this.instance_17,this.instance_16,this.instance_15,this.instance_14,this.instance_13,this.instance_12,this.instance_11,this.instance_10,this.instance_9,this.instance_8,this.instance_7,this.instance_6,this.instance_5,this.instance_4,this.instance_3,this.instance_2,this.instance_1,this.instance,this.shape_4,this.shape_3,this.shape_2,this.shape_1,this.shape);
}).prototype = p = new cjs.Container();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(-1,-1,499,305.1);


// stage content:
(lib._03_Proteiny = function(mode,startPosition,loop) {
	this.initialize(mode,startPosition,loop,{});

	// timeline functions:
	this.frame_119 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_599 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_674 = function() {
		this.stop();
	}
	this.frame_939 = function() {
		this.stop();
	}

	// actions tween:
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this).wait(119).call(this.frame_119).wait(480).call(this.frame_599).wait(75).call(this.frame_674).wait(265).call(this.frame_939).wait(1));

	// ramecek
	this.shape = new cjs.Shape();
	this.shape.graphics.f().s("#333333").ss(4,1,1).p("Egx/ggLMBj/AAAMAAABAXMhj/AAAg");
	this.shape.setTransform(320,206);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.shape).wait(940));

	// popisky
	this.instance = new lib.popisekd_1("synched",0);
	this.instance.setTransform(328.5,410.6,1,1,0,0,0,7.6,25.3);

	this.instance_1 = new lib.podklad_dole("synched",0);
	this.instance_1.setTransform(320,190.4);

	this.instance_2 = new lib.popisekd_2("synched",0);
	this.instance_2.setTransform(328.5,433,1,1,0,0,0,7.6,25.3);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[]}).to({state:[{t:this.instance_1},{t:this.instance}]},120).to({state:[]},479).to({state:[{t:this.instance_1},{t:this.instance_2}]},75).wait(266));

	// popisky
	this.shape_1 = new cjs.Shape();
	this.shape_1.graphics.f().s("#000000").ss(2,1,1).p("ATs4AIioETAw23aIDIEvAzrYBIDBj/");
	this.shape_1.setTransform(184.5,175.9);

	this.shape_2 = new cjs.Shape();
	this.shape_2.graphics.f("#000000").s().p("");
	this.shape_2.setTransform(247.3,178.3);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_2},{t:this.shape_1}]}).wait(940));

	// maska cp 2 (mask)
	var mask = new cjs.Shape();
	mask._off = true;
	var mask_graphics_905 = new cjs.Graphics().p("Av4bkQyYuNk6rNQjloHDlmkQE6pBSYmBMA41AAAMAAAA3HgApN3kQiaCaAADZQAADaCaCaQCbCZDbAAQDYAACbiZQCbiaAAjaQAAjZibiaQibiajYAAQjbAAibCag");
	var mask_graphics_931 = new cjs.Graphics().p("Al0FzQibiaAAjZQAAjYCbiZQCbibDZABQDagBCbCbQCbCZAADYQAADZibCaQibCZjaAAQjZAAibiZg");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(905).to({graphics:mask_graphics_905,x:242.5,y:201.1}).wait(26).to({graphics:mask_graphics_931,x:222.6,y:85.1}).wait(9));

	// cp protein 2
	this.instance_3 = new lib.proteintvarovany2("synched",0);
	this.instance_3.setTransform(108.1,121.9,0.625,0.625,-60,0,0,33.2,17.8);
	this.instance_3._off = true;

	this.instance_3.mask = mask;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_3).wait(905).to({_off:false},0).to({scaleX:0.44,scaleY:0.46,rotation:-85.1,x:214.5,y:124},19).wait(7).to({regX:33.5,regY:17.7,scaleX:0.37,scaleY:0.4,rotation:-109.3,x:202.8,y:146.2},0).to({regX:33.3,scaleX:0.29,scaleY:0.33,rotation:-45,x:210.8,y:112},8).wait(1));

	// cp protein 1
	this.instance_4 = new lib.proteintvarovany2("synched",0);
	this.instance_4.setTransform(108.1,121.9,0.625,0.625,-60,0,0,33.2,17.8);
	this.instance_4._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_4).wait(785).to({_off:false},0).to({regX:33.3,scaleX:0.47,scaleY:0.49,rotation:-52.9,x:83.7,y:132.8},16).to({regX:33.2,scaleX:0.29,scaleY:0.33,rotation:-45,x:49.1,y:144.8},18).wait(121));

	// chaperon24
	this.instance_5 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_5.setTransform(117.7,101.5,0.625,0.625,-45,0,0,7.4,6.9);
	this.instance_5.alpha = 0;
	this.instance_5._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_5).wait(744).to({_off:false},0).to({rotation:18.5,x:121.8,y:110.5,alpha:1},15).to({startPosition:0},1).to({regX:7.3,regY:6.8,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:2.3,x:122,y:109.5},7).to({regX:7.4,rotation:9,x:121.3,y:110.6},9).to({regX:7.1,regY:6.7,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:120.2,y:113.1},8).to({_off:true},1).wait(79).to({_off:false,regX:7.4,regY:6.9,rotation:-45,x:117.7,y:101.5,alpha:0},0).to({rotation:18.5,x:121.8,y:110.5,alpha:1},15).to({startPosition:0},1).to({regY:6.8,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:2.3,x:122,y:109.5},7).to({rotation:9,x:121.3,y:110.6},9).to({regX:7.1,regY:6.7,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:120.2,y:113.1},8).to({_off:true},1).wait(35));

	// chaperon 23
	this.instance_6 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_6.setTransform(116.7,119.9,0.625,0.625,105,0,0,7.4,6.8);
	this.instance_6.alpha = 0;
	this.instance_6._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_6).wait(744).to({_off:false},0).to({regX:7.3,regY:7,rotation:-3.5,x:107.2,y:115.6,alpha:1},15).to({regX:7.4},1).to({regX:7.5,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-13.1,x:110.7,y:113.2},7).to({regY:6.9,rotation:-25.6,x:108.5,y:113.6},9).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:-36.9,x:105.3,y:116.1},8).to({_off:true},1).wait(79).to({_off:false,regX:7.4,regY:6.8,rotation:105,x:116.7,y:119.9,alpha:0},0).to({regX:7.3,regY:7,rotation:-3.5,x:107.2,y:115.6,alpha:1},15).to({startPosition:0},1).to({regX:7.5,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-13.1,x:110.7,y:113.2},7).to({regX:7.4,regY:6.9,rotation:-25.6,x:108.5,y:113.6},9).to({regX:7.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:-36.9,x:105.3,y:116.1},8).to({_off:true},1).wait(35));

	// chaperon 22
	this.instance_7 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_7.setTransform(92.7,118,0.625,0.625,-75,0,0,7.4,6.8);
	this.instance_7.alpha = 0;
	this.instance_7._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_7).wait(744).to({_off:false},0).to({regX:7.3,rotation:18.5,x:98.8,y:126.6,alpha:1},15).to({y:127.1},1).to({regX:7.4,regY:6.7,rotation:13,x:102.7,y:127},7).to({regX:7.5,regY:6.8,rotation:6,x:107.2},9).to({rotation:0,x:111.4,y:127.4},8).to({_off:true},1).wait(79).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-75,x:92.7,y:118.1,alpha:0},0).to({rotation:18.5,x:98.8,y:126.6,alpha:1},15).to({y:127.1},1).to({regX:7.4,regY:6.7,rotation:13,x:102.7,y:127},7).to({regX:7.5,regY:6.8,rotation:6,x:107.2},9).to({rotation:0,x:111.4,y:127.4},8).to({_off:true},1).wait(35));

	// chaperon 21
	this.instance_8 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_8.setTransform(89.7,138,0.625,0.625,0,0,0,7.4,6.9);
	this.instance_8.alpha = 0;
	this.instance_8._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_8).wait(744).to({_off:false},0).to({regX:7.3,regY:6.8,rotation:3.5,x:86.8,y:127.9,alpha:1},15).to({regX:7.4,x:87.1,y:128.4},1).to({regX:7.5,regY:7,rotation:-6.3,x:92,y:129.9},7).to({regX:7.3,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-18.8,x:95.3,y:131.7},9).to({regX:7.4,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:-30,x:97.8,y:133.3},8).to({_off:true},1).wait(79).to({_off:false,regY:6.9,rotation:0,x:89.7,y:138,alpha:0},0).to({regX:7.2,regY:6.8,rotation:3.5,x:86.8,y:127.9,alpha:1},15).to({regX:7.4,x:87.1,y:128.4},1).to({regX:7.5,regY:7,rotation:-6.3,x:92,y:129.9},7).to({regX:7.3,regY:6.9,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-18.8,x:95.3,y:131.6},9).to({regX:7.4,regY:7,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:-30,x:97.8,y:133.3},8).to({_off:true},1).wait(35));

	// maska protein LSU (mask)
	var mask_1 = new cjs.Shape();
	mask_1._off = true;
	var mask_1_graphics_693 = new cjs.Graphics().p("Ay7G4IUl68IRSNNI0la8g");
	var mask_1_graphics_813 = new cjs.Graphics().p("Ay7G4IUl67IRSNMI0la7g");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_1).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(693).to({graphics:mask_1_graphics_693,x:69.4,y:151.8}).wait(32).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(88).to({graphics:mask_1_graphics_813,x:69.4,y:151.8}).wait(31).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(96));

	// protein LSU
	this.shape_3 = new cjs.Shape();
	this.shape_3.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkliAQASAJAYgFQAMgCAbgBQAbABAXgCQAXgBAOAGQAPAGAQAMQAQALALARQALAQAJAOQAKAPAYAKQAXALAQACQARADATgDQATgCAPgCQAOgCAYAPQAYAMAMAXQAIAPALATQALAUANAKQANAKBEAU");
	this.shape_3.setTransform(167.3,190.6);

	this.shape_4 = new cjs.Shape();
	this.shape_4.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Akmh9QAUAJAYgEQAMgDAaAAQAbABAXgBQAWgBAPAHQAQAGAQALQAQALAKAPQALAQAKANQAKAOAZAKQAWALAQACQARAEATgDQATgCAPgBQAOgCAYAMQAYAOAMAWQAJAOALASQAMATANAKQANAJBCAU");
	this.shape_4.setTransform(166.1,189);

	this.shape_5 = new cjs.Shape();
	this.shape_5.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Akmh5QAUAIAZgEQAMgCAaAAQAaACAWgBQAXAAAQAGQAPAGAQAKQAQALALAPQALAPAKAMQAKAOAZAKQAWAKARADQARADASgCQATgCAPgBQAPgBAXALQAYAOAMAVQAJANAMASQAMARANAKQANAIBBAT");
	this.shape_5.setTransform(165,187.4);

	this.shape_6 = new cjs.Shape();
	this.shape_6.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aknh2QAWAIAYgEQAMgBAaABQAaABAWAAQAXAAAQAHQAPAGAQAKQAQAKALANQAMAOAKANQAKAMAZAKQAXAKAQADQAQADATgBQATgBAPgBQAPgBAWALQAYANANAUQAJAMANARQAMARANAJQAOAHA+AT");
	this.shape_6.setTransform(163.8,185.8);

	this.shape_7 = new cjs.Shape();
	this.shape_7.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkohyQAYAHAXgDQANgCAZACQAaACAWAAQAWABAQAHQARAGAPAJQAQAJALANQAMANAKAMQALAMAZAKQAXAJAQADQAQAEATgBQASAAAQgBQAPgBAWALQAYAMANATQAJAMANAPQANAQANAJQAOAHA9AR");
	this.shape_7.setTransform(162.6,184.1);

	this.shape_8 = new cjs.Shape();
	this.shape_8.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkphvQAaAHAXgDQAMgBAaACQAZADAVAAQAXACAQAGQARAGAQAJQAPAIAMANQAMAMAKALQALAMAZAJQAXAJAQAEQAQACATAAQASAAAQAAQAPAAAWAKQAXAMAOASQAKALANAPQANAOANAIQAOAHA8AR");
	this.shape_8.setTransform(161.4,182.5);

	this.shape_9 = new cjs.Shape();
	this.shape_9.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkqhrQAcAGAXgCQAMgBAZACQAZADAVABQAWACASAHQARAFAPAIQAQAJALALQANAMAKAKQALALAZAJQAXAJAQAEQARACASAAQASAAAQAAQAPAAAWALQAXAMAOARQAKAKAOAOQAOAOAMAHQAPAGA6AQ");
	this.shape_9.setTransform(160.2,180.9);

	this.shape_10 = new cjs.Shape();
	this.shape_10.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkrhoQAeAGAWgCQANgBAZADQAYAEAVABQAWADASAGQARAGAPAHQAPAIANALQAMAKALAKQAMALAZAIQAXAJAQAEQAPACATABQASAAAQABQAPgBAWAMQAXALANAPQAMAKANANQAPANANAHQAPAFA4AQ");
	this.shape_10.setTransform(159,179.3);

	this.shape_11 = new cjs.Shape();
	this.shape_11.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkshkQAfAFAXgCQAMAAAZADQAYAEAUACQAWADASAHQASAFAQAHQAPAHAMAKQANAKALAJQALAKAZAIQAXAJAQADQAQAEASABQATABAPAAQAQAAAWALQAWALAOAOQAMAJAOAMQAPAMAMAHQAQAEA3AP");
	this.shape_11.setTransform(157.8,177.7);

	this.shape_12 = new cjs.Shape();
	this.shape_12.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkthhQAhAFAWgBQANgBAYAEQAYAFAUACQAWAEASAGQATAGAPAGQAPAGAMAKQANAIAMAKQALAJAaAIQAXAIAQACQAPAFASACQATABAPABQAQAAAWALQAWAKAOANQAMAIAPALQAPAMANAFQAPAEA2AO");
	this.shape_12.setTransform(156.6,176.1);

	this.shape_13 = new cjs.Shape();
	this.shape_13.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkthdQAiAEAWgBQANAAAXAFQAYAFAUACQAVAEAUAHQASAFAQAGQAOAGAMAIQAOAIALAJQANAIAZAIQAXAIAQADQAQAFARACQATABAPABQAQABAWAKQAVAKAPANQAMAGAQALQAQAKAMAGQAQACA0AO");
	this.shape_13.setTransform(155.5,174.5);

	this.shape_14 = new cjs.Shape();
	this.shape_14.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkvhZQAlADAWgBQAMAAAYAFQAXAGAUADQAVAFAUAGQATAGAPAFQAPAFAMAIQAOAHALAIQANAIAZAHQAYAIAPADQAQAGASABQARADAQABQARABAVAKQAVAJAPALQANAHAQAJQAQAJAMAFQAQACAzAN");
	this.shape_14.setTransform(154.3,172.9);

	this.shape_15 = new cjs.Shape();
	this.shape_15.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkwhWQAmADAWAAQANAAAXAGQAXAFATAEQAWAGATAGQAUAGAPAEQAPAFANAGQANAHAMAHQAMAIAZAHQAZAGAPAEQAPAGASADQASADAQABQAQABAVAJQAVAJAQAKQANAGAQAIQARAJANAEQAPABAyAN");
	this.shape_15.setTransform(153.1,171.3);

	this.shape_16 = new cjs.Shape();
	this.shape_16.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkwhTQAnADAVAAQANABAXAGQAXAGATAEQAVAHAVAFQAUAGAOAEQAPAEANAGQAOAGAMAGQANAHAXAHQAaAFAPAGQAQAFARADQASAEAQABQAQACAVAIQAVAJAQAJQANAFARAIQARAHAMAEQARAAAvAN");
	this.shape_16.setTransform(151.9,169.7);

	this.shape_17 = new cjs.Shape();
	this.shape_17.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkxhPQApACAVABQANAAAXAHQAWAGATAFQAVAHAVAGQAUAGAPADQAOADAOAFQANAFANAHQANAGAYAGQAZAFAPAGQAQAGARADQASAEAQACQARABAUAJQAVAIAQAIQANAEASAHQASAGAMADQAQAAAuAM");
	this.shape_17.setTransform(150.7,168.1);

	this.shape_18 = new cjs.Shape();
	this.shape_18.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkyhLQArABAUACQAOAAAWAHQAWAHASAGQAWAHAVAGQAUAFAPADQAPADANAEQAOAEANAGQAMAFAZAHQAZAEAPAGQAQAHARAEQASAEAQACQAQACAUAIQAVAHARAIQAOADASAFQASAGALADQASgCAsAM");
	this.shape_18.setTransform(149.5,166.5);

	this.shape_19 = new cjs.Shape();
	this.shape_19.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkzhIQAtACAUABQANAAAWAIQAWAHASAGQAVAJAVAFQAWAGAOACQAOACAOAEQAOACANAGQAOAFAYAGQAaAEAPAHQAPAFARAFQASAFAQACQARACATAIQAVAHARAGQAOADASAFQATAEAMACQARgCArAL");
	this.shape_19.setTransform(148.3,164.9);

	this.shape_20 = new cjs.Shape();
	this.shape_20.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak0hFQAvABATACQAOACAWAHQAVAIASAGQAVAJAWAFQAVAGAPABQAOADAOACQAOADANAEQAOAFAYAFQAaAEAPAGQAPAHARAFQARAGARACQARACATAHQAUAHARAFQAPACATADQATAEAMACQASgDApAL");
	this.shape_20.setTransform(147.1,163.3);

	this.shape_21 = new cjs.Shape();
	this.shape_21.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak1hBQAxABATABQAOACAVAIQAVAJARAGQAVAJAXAGQAWAFAOABQAOACAOABQAPACANAEQAOAEAYAEQAaAFAPAHQAPAHARAFQARAGARACQARADATAGQAUAHARAEQAQABATADQATADAMABQASgEAoAK");
	this.shape_21.setTransform(145.9,161.7);

	this.shape_22 = new cjs.Shape();
	this.shape_22.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak1g+QAxABATACQAPACAUAJQAVAIARAHQAVAKAXAGQAWAFAOABQAOAAAPABQAPABANADQAOAEAYADQAaAFAPAHQAPAHARAGQAQAGASADQARADATAGQAUAGARADQAQAAAUACQAUACALABQATgFAlAK");
	this.shape_22.setTransform(144.8,160);

	this.shape_23 = new cjs.Shape();
	this.shape_23.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak3g6QA0AAATADQAOACAVAJQAUAJARAIQAUAKAXAGQAXAFAOAAQAOAAAPAAQAPAAAOADQAOADAYACQAbAFAOAIQAOAHARAHQARAGASADQARADATAGQATAFASACQAQAAAVABQAUABALAAQATgFAkAI");
	this.shape_23.setTransform(143.6,158.4);

	this.shape_24 = new cjs.Shape();
	this.shape_24.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak3g2QA1gBATADQAOACAUAKQAUAKAQAIQAVALAYAFQAXAGAOgBQANgBAPAAQAQgBAOACQAOABAYAEQAaAEAPAIQAPAHAQAHQARAHASAEQARADATAFQATAFASABQAQgBAVAAQAVAAALAAQATgGAjAI");
	this.shape_24.setTransform(142.4,156.8);

	this.shape_25 = new cjs.Shape();
	this.shape_25.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak4g1QA3gBASADQAOADAVAKQATAKAQAJQAVALAYAGQAXADAOgBQAOAAAPgBQAPgCAPACQAOABAZADQAaAEAOAIQAPAIAQAHQARAIASADQARAEATAFQASAEATAAQARgCAVgBQAVgBAMgBQATgGAhAH");
	this.shape_25.setTransform(141.2,155.4);

	this.shape_26 = new cjs.Shape();
	this.shape_26.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkzhBQA4ACARAEQAOAEATAMQASALAPAJQATANAYAHQAXAFAOgBQAOgBAPAAQAQgBAPABQAPABAYAFQAZAGAOAJQAOAIAPAJQAQAIARAFQARAFASAFQASAFATAAQASgBAWAAQAWgBALgBQAUgGAfAI");
	this.shape_26.setTransform(140.2,153);

	this.shape_27 = new cjs.Shape();
	this.shape_27.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkuhPQA5AGARAFQANAFASANQAQAMAOALQASAOAXAJQAXAFAOAAQAOgBAQAAQAQAAAPAAQAPADAYAGQAZAHANAJQANAKAOAKQAPAKARAFQARAGARAGQARAGAUAAQASgBAXAAQAWABAMgCQAUgFAeAJ");
	this.shape_27.setTransform(139.2,150.8);

	this.shape_28 = new cjs.Shape();
	this.shape_28.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkphdQA6AKAQAGQANAGAQAOQAQANAMAMQAQAPAYAKQAWAIAPgBQANAAARAAQARAAAPABQAPACAXAIQAZAIAMALQAMAKANAKQAOALAQAIQARAGARAHQAQAGAUAAQATAAAYABQAXABALgBQAVgEAcAI");
	this.shape_28.setTransform(138.2,148.6);

	this.shape_29 = new cjs.Shape();
	this.shape_29.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkkhqQA7ANAPAHQANAHAOAPQAPAPALAMQAPARAXAMQAWAIAPAAQANAAARAAQASAAAPACQAPADAXAIQAYAJALAMQAMALAMAMQANAMAQAJQAQAHAQAHQAQAHAVABQAUAAAXABQAYACAMgBQAVgEAaAJ");
	this.shape_29.setTransform(137.2,146.3);

	this.shape_30 = new cjs.Shape();
	this.shape_30.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Akgh4QA8ARAOAIQANAIANAQQANARAKAMQAOATAWANQAXAKAOAAQAOAAASAAQARAAAPADQAPADAXAKQAYAKALANQAKALALAOQANANAPAJQAQAJAPAIQAPAGAWABQAUABAYACQAYACANAAQAWgEAYAK");
	this.shape_30.setTransform(136.3,144.1);

	this.shape_31 = new cjs.Shape();
	this.shape_31.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkbiGQA9AVANAJQANAJAMARQALASAJANQANAVAWAOQAWAMAOAAQAOAAASAAQASAAAPADQAQAEAWALQAYALAJAOQAKAMALAPQALAOAPALQAPAKAPAIQAPAHAVACQAWABAYACQAZADAMgBQAXgDAWAL");
	this.shape_31.setTransform(135.3,141.9);

	this.shape_32 = new cjs.Shape();
	this.shape_32.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkWiUQA+AYAMALQANAJAKATQAKATAHAOQAMAWAWAQQAWAOAOAAQAOAAATAAQASAAAQAEQAPAEAWAMQAYAMAIAPQAIANAKAQQAKAPAPAMQAPAMAPAIQAOAHAWACQAWACAZADQAaADALAAQAYgCAUAL");
	this.shape_32.setTransform(134.3,139.7);

	this.shape_33 = new cjs.Shape();
	this.shape_33.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkRihQA/AbAMAMQALALAJATQAJAUAGAQQAKAWAWASQAWAQAOAAQAOAAATAAQATAAAQAFQAQAEAVAOQAXANAHAPQAIAOAJARQAJARAOANQAPANAOAIQANAIAXADQAXACAZADQAbAEAMAAQAYgCASAM");
	this.shape_33.setTransform(133.3,137.5);

	this.shape_34 = new cjs.Shape();
	this.shape_34.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AENCwQgQgMgZABQgMABgbgFQgagEgXgDQgYgCgNgJQgNgJgOgNQgOgPgIgSQgIgSgHgPQgHgQgWgOQgVgPgQgFQgQgFgTAAQgUAAgOAAQgOgBgWgRQgVgTgJgYQgFgRgIgVQgHgVgLgMQgLgMhAgf");
	this.shape_34.setTransform(132.3,135.2);

	this.shape_35 = new cjs.Shape();
	this.shape_35.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkLiXQA/AaAKALQAMALAIAUQAKATAFAQQAKAXAVAQQAWANAOABQANgBAUgBQASAAAPAEQARAEATAMQAXANAIAOQAIAOAJARQAIARAOANQAOAMAOAIQAMAHAXABQAWABAaACQAaADAMgBQAYgDAPAL");
	this.shape_35.setTransform(130.5,133.8);

	this.shape_36 = new cjs.Shape();
	this.shape_36.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkKh+QA+AUALALQAMAJAJASQAKATAHAOQALAVAWAOQAVALAOAAQANgCARgBQASgCAQADQAPACAUALQAXAKAIAOQAIANAKAPQAJAPAOAMQAPALANAGQANAGAWAAQAVgBAZABQAZAAALgBQAXgFAQAJ");
	this.shape_36.setTransform(128.7,132.5);

	this.shape_37 = new cjs.Shape();
	this.shape_37.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkKhpQA9APAMAJQAMAIAKARQALARAIANQAMAUAWAKQAWALAMgBQANgDARgDQARgDAPACQAPABAUAIQAWAJAJAMQAJAMALAOQAKAOAOAKQAPAKANAFQANAFAVgCQAVgCAYgCQAYgBAKgCQAWgGAQAI");
	this.shape_37.setTransform(126.9,131.4);

	this.shape_38 = new cjs.Shape();
	this.shape_38.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkJhVQA8AJANAIQAMAHALAPQAMAQAIAMQANASAWAJQAXAIAMgCQAMgEAQgEQAQgEAPAAQAOAAAVAHQAWAGAKAMQAJAKALANQALANAPAJQAPAHAOAEQANAEATgEQAUgEAXgCQAXgDAKgEQAUgHAQAG");
	this.shape_38.setTransform(125.1,130.5);

	this.shape_39 = new cjs.Shape();
	this.shape_39.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkIhCQA7AFAMAGQANAGAMAOQANAOAJALQAOAPAXAHQAWAHAMgDQALgEAQgGQAPgFAOgBQAOAAAUADQAXAEAKAKQAKAKAMAMQAMALAPAHQAPAGAOADQANADATgGQASgFAWgFQAXgEAJgFQAUgIAPAE");
	this.shape_39.setTransform(123.3,129.6);

	this.shape_40 = new cjs.Shape();
	this.shape_40.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkIgvQA6gBANAGQANAEANANQAOANAKAKQAPANAXAFQAXAFALgEQAKgGAPgGQAOgFAOgCQAOgDAUADQAWACALAHQALAJANAKQAMAKAQAGQAPAFAOABQANABASgGQASgHAVgHQAVgHAJgEQASgLARAD");
	this.shape_40.setTransform(121.6,128.8);

	this.shape_41 = new cjs.Shape();
	this.shape_41.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkHgaQA5gHANAEQAOAEAOALQAPALALAHQAQAOAXADQAWADALgGQAKgGAOgIQAOgFANgEQANgEAUABQAXAAAMAIQALAFAOAJQANAJAPAEQAQAEAOAAQANAAARgIQAQgJAVgIQAVgHAIgFQARgMAQAB");
	this.shape_41.setTransform(119.8,127.8);

	this.shape_42 = new cjs.Shape();
	this.shape_42.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkGACQA4gKAOADQANACAPAIQAQAKAMAIQARAMAYABQAWAAAKgGQAKgHANgJQANgJANgFQAMgDAVgCQAWgBAMAGQAMAFAOAIQAPAHAQADQAQACANgBQANgBAQgKQAQgKAUgIQAUgLAHgGQAQgNAQAA");
	this.shape_42.setTransform(118,125.9);

	this.shape_43 = new cjs.Shape();
	this.shape_43.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkGAiQA4gRAOABQANABARAJQAQAIANAHQATALAXgBQAXgCAJgHQAJgIANgKQAMgLAMgGQANgGAUgDQAWgCANADQANAGAPAGQAPAGAQABQAQABANgCQANgCAQgMQAPgJATgNQATgMAHgHQAPgPAQgB");
	this.shape_43.setTransform(116.2,123.7);

	this.shape_44 = new cjs.Shape();
	this.shape_44.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkFBCQA3gWAOAAQANAAASAHQARAHAOAGQAUAJAXgDQAXgEAJgIQAIgJAMgMQALgLAMgIQAMgHAVgGQAVgFAOAEQAOAEAPAFQAQAFARAAQARgBAMgDQANgEAPgLQAPgNARgOQASgOAHgIQANgQARgD");
	this.shape_44.setTransform(114.4,121.6);

	this.shape_45 = new cjs.Shape();
	this.shape_45.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkEBdQA2gcAOgBQAOgBASAGQATAFAOAFQAVAHAYgFQAXgGAIgJQAIgKALgMQAKgNAMgJQAKgIAWgIQAWgGAOABQAOAEARADQAQAEARgCQARgCANgFQANgDAOgOQANgPARgQQARgQAGgIQANgSAQgF");
	this.shape_45.setTransform(112.6,120);

	this.shape_46 = new cjs.Shape();
	this.shape_46.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkEB2QA1ghAPgDQAOgCAUAEQATAEAPAEQAWAGAZgIQAXgIAIgKQAHgKAKgOQAJgOAMgKQAJgKAWgKQAWgIAPADQAPABARABQARADASgEQAQgCAOgFQANgHAMgQQANgQAQgSQAQgRAGgKQAMgTAPgG");
	this.shape_46.setTransform(110.8,118.6);

	this.shape_47 = new cjs.Shape();
	this.shape_47.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkDCOQA0gmAPgEQAPgEAUADQAVADAQADQAXAEAYgKQAYgKAHgLQAGgLAKgQQAIgPALgLQAJgLAWgMQAWgKAQABQAPABASACQASABASgFQARgGANgHQANgHAMgSQAMgRAPgUQAPgTAFgLQALgUAQgI");
	this.shape_47.setTransform(109,117.2);

	this.shape_48 = new cjs.Shape();
	this.shape_48.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkCCnQAzgtAQgEQAOgGAWACQAVACARABQAYADAZgMQAXgMAHgMQAGgNAIgQQAIgRALgMQAIgMAXgOQAVgMARAAQAQAAASAAQATAAASgHQASgGANgJQANgIALgTQAKgTAPgWQAOgWAFgKQAJgXAQgJ");
	this.shape_48.setTransform(107.2,115.9);

	this.shape_49 = new cjs.Shape();
	this.shape_49.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AEDi+QgRALgIAYQgEALgNAYQgOAXgKAVQgKAVgNAJQgNAKgRAIQgTAIgTABQgUACgQABQgSABgVAPQgWAPgIANQgLAOgHASQgHARgGAOQgGANgXAOQgZAOgagBQgRgBgXAAQgWAAgPAGQgQAGgyAx");
	this.shape_49.setTransform(105.5,114.5);

	this.shape_50 = new cjs.Shape();
	this.shape_50.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AD+jEQgQAKgIAZQgEALgMAYQgNAYgKAUQgKAVgMAKQgMAKgSAJQgSAJgUABQgTABgRACQgRACgVAQQgVAOgJAOQgKAOgGATQgHARgGAOQgFANgYAOQgYAQgZgCQgSAAgWAAQgXACgPAGQgPAGgyAz");
	this.shape_50.setTransform(105.2,114.7);

	this.shape_51 = new cjs.Shape();
	this.shape_51.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aj0DFQAtgyANgHQAXgIAMgBQAUgBASAAQAbABAZgPQAZgQAFgLQADgJAFgLQACgFACgGQAEgKAEgIQAEgIAEgGQACgDABgEQAKgLAOgKQAFgEAFgEQANgJAMgBQAJgBALgCQAHgBAIAAQAUgCASgJQAEgCAEgCQAMgGAKgHQANgKAKgUQACgEADgEQAHgNAIgOQACgEACgFQAIgRAFgLQACgEABgDQAGgZAOgK");
	this.shape_51.setTransform(105.5,115);

	this.shape_52 = new cjs.Shape();
	this.shape_52.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjsDEQAogvAMgJQAWgIAMgCQASgCATAAQAbABAZgPQAZgPAFgLQAEgJAFgLQACgFACgGQAEgKAEgIQAEgIAEgGQACgDABgEQAIgKAMgKQAFgFAFgDQAMgJALgCQAIgCALgCQAHgBAIgBQATgCATgIQAEgCADgCQANgGAKgHQAOgJAKgTQACgEACgEQAIgMAIgPQACgEACgEQAIgRAFgMQABgEABgDQAGgYAMgK");
	this.shape_52.setTransform(105.7,115.4);

	this.shape_53 = new cjs.Shape();
	this.shape_53.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjkDEQAkguALgKQAUgJALgCQARgEATAAQAbABAagOQAZgPAFgLQAFgJAFgLQACgEACgGQAEgKAEgJQADgHAEgGQABgEABgDQAHgLAMgKQADgEAFgEQAKgJAKgCQAJgCAKgDQAGgBAIgBQATgDAUgIQADgBAEgCQAOgGAKgGQAOgJAKgSQADgEACgDQAIgMAIgOQACgEACgFQAIgRAEgMQABgEABgDQAGgZAKgJ");
	this.shape_53.setTransform(106,115.8);

	this.shape_54 = new cjs.Shape();
	this.shape_54.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjcDDQAggrAIgLQATgLALgCQAQgFATAAQAbAAAagNQAZgPAGgKQAFgJAFgKQADgFACgGQAEgKAEgJQADgHADgHQABgDABgDQAGgKAJgKQAEgFAEgDQAJgJAKgDQAHgDAKgDQAGgCAIgBQATgDAUgHQAEgCADgBQAOgGAKgGQAOgIALgRQACgEADgDQAJgMAIgNQACgEACgFQAHgRAEgNQABgEABgDQAFgYAJgJ");
	this.shape_54.setTransform(106.3,116.1);

	this.shape_55 = new cjs.Shape();
	this.shape_55.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjTDDQAbgqAHgNQAQgLALgDQAPgFATgBQAcAAAZgMQAagOAGgKQAGgJAFgKQACgFADgGQAEgKAEgJQADgIACgGQABgEABgCQAFgKAIgLQADgEADgEQAIgJAJgDQAHgDAJgEQAHgCAIgBQASgDAUgHQAEgCAEgBQANgFAKgFQAPgIAMgRQACgDACgEQAKgKAIgOQACgEACgFQAHgRADgNQACgEAAgDQAFgZAGgI");
	this.shape_55.setTransform(106.5,116.5);

	this.shape_56 = new cjs.Shape();
	this.shape_56.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjLDDQAXgoAFgPQAPgMAKgDQAOgGAUgBQAbAAAagNQAagNAHgKQAGgJAFgKQACgFADgFQAEgLAEgJQADgIABgFQACgEAAgDQAEgKAGgKQADgEADgEQAHgJAIgEQAGgDAJgEQAGgDAIgCQASgDAVgGQAEgCADgBQAOgFAKgFQAQgHALgQQACgDADgDQAKgLAIgNQACgEACgFQAHgRADgNQABgEAAgEQAEgYAFgI");
	this.shape_56.setTransform(106.8,116.9);

	this.shape_57 = new cjs.Shape();
	this.shape_57.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjDDCQASgmAEgQQAOgMAJgEQANgIAUgBQAcAAAagLQAagOAGgKQAHgIAFgKQADgFACgFQAFgKADgKQADgHACgGQAAgEABgDQACgKAFgKQADgEACgEQAFgIAIgFQAFgEAJgFQAGgDAHgBQATgEAVgFQAEgCAEgBQANgFALgFQAQgGALgPQADgDACgDQALgKAIgNQACgEACgGQAHgPACgPQABgEABgDQADgZADgH");
	this.shape_57.setTransform(107.1,117.3);

	this.shape_58 = new cjs.Shape();
	this.shape_58.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai6DCQANglACgQQAMgOAJgEQANgJATgBQAcAAAagMQAbgMAHgKQAGgIAGgKQACgFADgFQAFgLADgJQADgIABgGQAAgDABgDQABgKAEgKQACgEABgEQAEgJAHgEQAFgFAIgFQAGgDAIgCQARgEAXgGQADgBADgBQAPgEAKgEQARgGAMgPQACgCADgDQALgKAIgMQACgEACgGQAGgQACgPQACgEAAgDQADgZAAgH");
	this.shape_58.setTransform(107.3,117.6);

	this.shape_59 = new cjs.Shape();
	this.shape_59.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AizDBQAKgiAAgSQALgPAIgEQALgKAUgBQAcAAAbgMQAbgMAHgJQAHgIAGgKQACgFADgFQAFgLADgJQACgIABgGQAAgDABgDQAAgKACgKQABgEABgDQAEgKAFgFQAFgFAIgFQAFgEAIgCQARgEAXgFQADgBAEgBQAOgEALgEQARgFALgOQADgCADgDQAMgKAIgLQACgEACgHQAGgPACgQQAAgEABgDQACgYgBgH");
	this.shape_59.setTransform(107.6,118);

	this.shape_60 = new cjs.Shape();
	this.shape_60.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AirDBQAFghgBgTQAJgQAIgFQAKgLAUgBQAcAAAbgLQAbgMAIgJQAHgIAGgKQADgEACgFQAFgLADgJQADgIgBgHQABgDAAgDQABgIAAgLQAAgEAAgEQACgJAFgFQAEgGAHgGQAGgEAHgCQARgFAXgEQAEgBAEgBQAOgDALgEQARgFAMgNQADgCADgDQAMgJAIgLQADgEABgHQAGgPACgQQAAgEAAgDQACgZgCgG");
	this.shape_60.setTransform(107.9,118.4);

	this.shape_61 = new cjs.Shape();
	this.shape_61.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiiDAQAAgegDgVQAIgQAHgGQAJgMAVgBQAcgBAbgKQAbgLAIgJQAIgIAFgKQADgEADgFQAFgLADgJQACgIAAgHQAAgDAAgDQAAgHgBgMQAAgEAAgDQABgKADgGQADgGAHgGQAFgEAIgDQAQgFAYgEQAEgBADgBQAOgCALgEQASgEANgMQADgCACgDQAOgIAHgLQADgEABgHQAGgQABgQQABgEAAgDQABgYgFgG");
	this.shape_61.setTransform(108.1,118.7);

	this.shape_62 = new cjs.Shape();
	this.shape_62.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiYDAQgFgdgEgVQAGgSAGgFQAJgOAVgBQAcgBAbgKQAbgLAJgIQAIgIAGgJQADgFACgFQAGgLACgJQABgIAAgHQAAgDAAgDQgBgGgCgMQAAgEgBgEQAAgJAEgHQAAgGAHgHQAFgFAHgDQARgFAYgDQAEgBADgBQAOgCAMgDQASgEANgLQADgCACgCQAOgJAIgKQADgEABgHQAFgQABgRQABgEAAgDQAAgYgGgG");
	this.shape_62.setTransform(108.2,119.1);

	this.shape_63 = new cjs.Shape();
	this.shape_63.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiODAQgJgcgFgXQAEgSAFgGQAIgPAUgBQAegBAbgJQAbgLAJgIQAIgIAHgJQACgFADgFQAGgKAAgKQACgIgBgGQgBgEAAgDQgBgGgDgMQgBgEgBgEQgBgJADgHQABgGAFgIQAFgFAHgDQAQgGAZgDQAEAAADgBQAPgCALgDQATgDANgKQACgCAEgCQAOgIAIgKQADgEABgHQAFgPAAgSQAAgEAAgDQAAgZgHgF");
	this.shape_63.setTransform(108.3,119.5);

	this.shape_64 = new cjs.Shape();
	this.shape_64.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiEC/QgOgZgHgYQADgUAFgGQAGgQAWgBQAdgBAbgJQAcgKAJgJQAIgHAHgJQADgFACgFQAFgKABgKQACgIgBgGQgBgEgBgDQgBgGgFgMQgBgEgBgDQgDgKACgHQABgHAGgIQACgGAIgDQAQgGAZgCQAEgBADAAQAPgCALgCQAUgDANgJQADgCADgCQAPgHAIgKQADgEABgIQAEgPAAgSQABgEAAgDQgBgYgKgF");
	this.shape_64.setTransform(108.4,119.8);

	this.shape_65 = new cjs.Shape();
	this.shape_65.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah6C/QgSgYgJgaQACgUAEgGQAFgRAWgCQAdgBAcgJQAbgJAKgIQAJgHAGgJQADgFADgFQAEgLACgJQACgJgDgGQgBgDgBgDQgCgGgHgMQgBgEgCgEQgEgJACgIQAAgHAGgJQAEgGAGgDQAPgGAagCQAEgBADAAQAPgCALgBQAUgDAOgIQADgCADgBQAQgHAHgKQADgDABgJQAEgOAAgTQABgEgBgDQgBgZgMgE");
	this.shape_65.setTransform(108.5,120.2);

	this.shape_66 = new cjs.Shape();
	this.shape_66.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhwC+QgWgVgLgbQAAgVAEgHQAEgSAWgCQAdgBAcgJQAcgJAKgIQAJgGAHgJQADgFABgFQAGgLACgJQABgJgCgGQgCgDgBgDQgEgGgHgMQgCgEgCgDQgFgKAAgIQAAgIAFgJQAEgGAHgEQAOgHAagBQAEAAAEgBQAOgBAMgBQAVgCANgHQADgCADgBQARgHAHgJQADgEABgIQAEgPAAgTQAAgEAAgDQgCgYgOgE");
	this.shape_66.setTransform(108.5,120.6);

	this.shape_67 = new cjs.Shape();
	this.shape_67.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhmC+QgagUgMgcQgCgWADgIQADgTAWgBQAegCAcgIQAcgJALgHQAJgHAGgJQACgEADgFQAGgLACgKQABgIgDgHQgCgDgCgCQgFgGgIgMQgCgDgDgFQgGgJgBgJQAAgIAFgJQADgHAIgEQANgHAbgBQADAAAEAAQAPgBAMgBQAVgBANgHQAEgBADgCQARgGAIgJQADgDABgJQADgPgBgTQAAgEAAgDQgDgZgPgD");
	this.shape_67.setTransform(108.6,121);

	this.shape_68 = new cjs.Shape();
	this.shape_68.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhbC+QgfgSgOgeQgDgXACgIQACgVAXgBQAdgCAdgHQAcgIALgIQAKgGAFgJQADgEADgFQAGgLACgKQABgIgEgHQgBgDgDgBQgGgHgKgMQgCgEgDgDQgIgKgBgJQgCgJAFgKQAEgHAHgEQANgHAbgBQAEAAADAAQAPgBAMAAQAWAAAOgGQADgBADgCQASgGAIgIQADgDABgKQADgOgBgUQAAgEgBgDQgDgYgRgE");
	this.shape_68.setTransform(108.6,121.4);

	this.shape_69 = new cjs.Shape();
	this.shape_69.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhRC9QgjgQgPgfQgFgYACgIQABgWAXgBQAdgCAdgIQAcgGAMgIQAKgGAFgJQADgFADgEQAHgMABgJQABgIgEgHQgCgDgDgBQgHgHgLgMQgDgEgEgEQgIgJgCgJQgDgKAFgKQADgIAIgEQANgIAbAAQAEAAADAAQAPAAANAAQAWAAANgFQAEgBADgBQATgGAHgHQADgEABgKQADgNgBgVQgBgEAAgDQgEgZgTgC");
	this.shape_69.setTransform(108.6,121.7);

	this.shape_70 = new cjs.Shape();
	this.shape_70.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhGC9QgogPgQggQgHgZABgIQAAgXAYgCQAdgCAdgHQAdgGALgIQAKgGAGgIQADgFADgEQAHgMABgJQABgJgEgGQgCgCgEgCQgIgHgMgMQgEgEgEgEQgKgJgCgKQgDgKAEgLQADgIAIgEQAOgIAaABQAEAAADAAQAPAAANAAQAWABAOgFQAEAAADgBQATgFAIgIQADgDABgKQACgOgBgVQgBgEAAgEQgEgYgWgC");
	this.shape_70.setTransform(108.6,122.1);

	this.shape_71 = new cjs.Shape();
	this.shape_71.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ag7C8QgsgMgTgiQgHgZAAgJQgBgYAYgCQAdgCAegGQAcgHAMgHQAJgGAHgIQAEgEADgFQAHgLABgKQABgJgGgGQgCgCgDgCQgJgHgOgMQgEgDgFgEQgLgKgDgKQgEgLAEgLQADgIAHgEQAOgJAbABQAEAAADAAQAPABANABQAXABAOgEQAEAAADgBQAUgFAHgHQAEgDAAgKQACgOgCgWQAAgEgBgDQgEgYgXgC");
	this.shape_71.setTransform(108.6,122.4);

	this.shape_72 = new cjs.Shape();
	this.shape_72.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AgwC8QgxgLgUgjQgJgaAAgKQgCgZAXgCQAegCAegGQAcgGANgHQAJgGAHgHQAEgFADgEQAIgMAAgKQABgJgGgFQgCgCgEgDQgKgGgPgMQgFgEgFgEQgNgJgEgLQgEgLAEgMQACgIAIgFQANgJAcACQADAAAEABQAPABANABQAXABAPgDQAEAAADgBQAUgEAIgHQADgDABgKQACgOgDgWQAAgEgBgEQgFgYgZgB");
	this.shape_72.setTransform(108.6,122.8);

	this.shape_73 = new cjs.Shape();
	this.shape_73.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AglC7Qg2gIgVglQgLgbgBgKQgDgaAYgCQAegCAegGQAdgFANgHQAJgGAHgHQAEgFADgEQAIgMAAgKQABgJgGgEQgDgDgEgDQgLgGgRgMQgFgDgFgEQgOgKgFgLQgEgMADgMQACgJAIgFQANgJAcACQADABAEAAQAPACANABQAYACAPgCQAEAAADgBQAVgDAIgHQADgDABgLQABgNgDgXQAAgEgBgDQgGgYgbgB");
	this.shape_73.setTransform(108.6,123.2);

	this.shape_74 = new cjs.Shape();
	this.shape_74.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("ABUi6QAgAAAEAgQAGAsgIAGQgHAHgWADQgVADg2gIQg0gGgGAaQgGAcAdASQAbASAOAIQAOAHAAAMQAAAOgPAQQgQASgjAFQgkAHghADQghADAUAyQATAyBFAJ");
	this.shape_74.setTransform(108.6,123.6);

	this.shape_3.mask = this.shape_4.mask = this.shape_5.mask = this.shape_6.mask = this.shape_7.mask = this.shape_8.mask = this.shape_9.mask = this.shape_10.mask = this.shape_11.mask = this.shape_12.mask = this.shape_13.mask = this.shape_14.mask = this.shape_15.mask = this.shape_16.mask = this.shape_17.mask = this.shape_18.mask = this.shape_19.mask = this.shape_20.mask = this.shape_21.mask = this.shape_22.mask = this.shape_23.mask = this.shape_24.mask = this.shape_25.mask = this.shape_26.mask = this.shape_27.mask = this.shape_28.mask = this.shape_29.mask = this.shape_30.mask = this.shape_31.mask = this.shape_32.mask = this.shape_33.mask = this.shape_34.mask = this.shape_35.mask = this.shape_36.mask = this.shape_37.mask = this.shape_38.mask = this.shape_39.mask = this.shape_40.mask = this.shape_41.mask = this.shape_42.mask = this.shape_43.mask = this.shape_44.mask = this.shape_45.mask = this.shape_46.mask = this.shape_47.mask = this.shape_48.mask = this.shape_49.mask = this.shape_50.mask = this.shape_51.mask = this.shape_52.mask = this.shape_53.mask = this.shape_54.mask = this.shape_55.mask = this.shape_56.mask = this.shape_57.mask = this.shape_58.mask = this.shape_59.mask = this.shape_60.mask = this.shape_61.mask = this.shape_62.mask = this.shape_63.mask = this.shape_64.mask = this.shape_65.mask = this.shape_66.mask = this.shape_67.mask = this.shape_68.mask = this.shape_69.mask = this.shape_70.mask = this.shape_71.mask = this.shape_72.mask = this.shape_73.mask = this.shape_74.mask = mask_1;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[]}).to({state:[{t:this.shape_3}]},693).to({state:[{t:this.shape_4}]},1).to({state:[{t:this.shape_5}]},1).to({state:[{t:this.shape_6}]},1).to({state:[{t:this.shape_7}]},1).to({state:[{t:this.shape_8}]},1).to({state:[{t:this.shape_9}]},1).to({state:[{t:this.shape_10}]},1).to({state:[{t:this.shape_11}]},1).to({state:[{t:this.shape_12}]},1).to({state:[{t:this.shape_13}]},1).to({state:[{t:this.shape_14}]},1).to({state:[{t:this.shape_15}]},1).to({state:[{t:this.shape_16}]},1).to({state:[{t:this.shape_17}]},1).to({state:[{t:this.shape_18}]},1).to({state:[{t:this.shape_19}]},1).to({state:[{t:this.shape_20}]},1).to({state:[{t:this.shape_21}]},1).to({state:[{t:this.shape_22}]},1).to({state:[{t:this.shape_23}]},1).to({state:[{t:this.shape_24}]},1).to({state:[{t:this.shape_25}]},1).to({state:[{t:this.shape_26}]},1).to({state:[{t:this.shape_27}]},1).to({state:[{t:this.shape_28}]},1).to({state:[{t:this.shape_29}]},1).to({state:[{t:this.shape_30}]},1).to({state:[{t:this.shape_31}]},1).to({state:[{t:this.shape_32}]},1).to({state:[{t:this.shape_33}]},1).to({state:[{t:this.shape_34}]},1).to({state:[{t:this.shape_35}]},1).to({state:[{t:this.shape_36}]},1).to({state:[{t:this.shape_37}]},1).to({state:[{t:this.shape_38}]},1).to({state:[{t:this.shape_39}]},1).to({state:[{t:this.shape_40}]},1).to({state:[{t:this.shape_41}]},1).to({state:[{t:this.shape_42}]},1).to({state:[{t:this.shape_43}]},1).to({state:[{t:this.shape_44}]},1).to({state:[{t:this.shape_45}]},1).to({state:[{t:this.shape_46}]},1).to({state:[{t:this.shape_47}]},1).to({state:[{t:this.shape_48}]},1).to({state:[{t:this.shape_49}]},1).to({state:[{t:this.shape_50}]},21).to({state:[{t:this.shape_51}]},1).to({state:[{t:this.shape_52}]},1).to({state:[{t:this.shape_53}]},1).to({state:[{t:this.shape_54}]},1).to({state:[{t:this.shape_55}]},1).to({state:[{t:this.shape_56}]},1).to({state:[{t:this.shape_57}]},1).to({state:[{t:this.shape_58}]},1).to({state:[{t:this.shape_59}]},1).to({state:[{t:this.shape_60}]},1).to({state:[{t:this.shape_61}]},1).to({state:[{t:this.shape_62}]},1).to({state:[{t:this.shape_63}]},1).to({state:[{t:this.shape_64}]},1).to({state:[{t:this.shape_65}]},1).to({state:[{t:this.shape_66}]},1).to({state:[{t:this.shape_67}]},1).to({state:[{t:this.shape_68}]},1).to({state:[{t:this.shape_69}]},1).to({state:[{t:this.shape_70}]},1).to({state:[{t:this.shape_71}]},1).to({state:[{t:this.shape_72}]},1).to({state:[{t:this.shape_73}]},1).to({state:[{t:this.shape_74}]},1).to({state:[]},1).to({state:[{t:this.shape_3}]},28).to({state:[{t:this.shape_4}]},1).to({state:[{t:this.shape_5}]},1).to({state:[{t:this.shape_6}]},1).to({state:[{t:this.shape_7}]},1).to({state:[{t:this.shape_8}]},1).to({state:[{t:this.shape_9}]},1).to({state:[{t:this.shape_10}]},1).to({state:[{t:this.shape_11}]},1).to({state:[{t:this.shape_12}]},1).to({state:[{t:this.shape_13}]},1).to({state:[{t:this.shape_14}]},1).to({state:[{t:this.shape_15}]},1).to({state:[{t:this.shape_16}]},1).to({state:[{t:this.shape_17}]},1).to({state:[{t:this.shape_18}]},1).to({state:[{t:this.shape_19}]},1).to({state:[{t:this.shape_20}]},1).to({state:[{t:this.shape_21}]},1).to({state:[{t:this.shape_22}]},1).to({state:[{t:this.shape_23}]},1).to({state:[{t:this.shape_24}]},1).to({state:[{t:this.shape_25}]},1).to({state:[{t:this.shape_26}]},1).to({state:[{t:this.shape_27}]},1).to({state:[{t:this.shape_28}]},1).to({state:[{t:this.shape_29}]},1).to({state:[{t:this.shape_30}]},1).to({state:[{t:this.shape_31}]},1).to({state:[{t:this.shape_32}]},1).to({state:[{t:this.shape_33}]},1).to({state:[{t:this.shape_34}]},1).to({state:[{t:this.shape_35}]},1).to({state:[{t:this.shape_36}]},1).to({state:[{t:this.shape_37}]},1).to({state:[{t:this.shape_38}]},1).to({state:[{t:this.shape_39}]},1).to({state:[{t:this.shape_40}]},1).to({state:[{t:this.shape_41}]},1).to({state:[{t:this.shape_42}]},1).to({state:[{t:this.shape_43}]},1).to({state:[{t:this.shape_44}]},1).to({state:[{t:this.shape_45}]},1).to({state:[{t:this.shape_46}]},1).to({state:[{t:this.shape_47}]},1).to({state:[{t:this.shape_48}]},1).to({state:[{t:this.shape_49}]},1).to({state:[{t:this.shape_50}]},21).to({state:[{t:this.shape_51}]},1).to({state:[{t:this.shape_52}]},1).to({state:[{t:this.shape_53}]},1).to({state:[{t:this.shape_54}]},1).to({state:[{t:this.shape_55}]},1).to({state:[{t:this.shape_56}]},1).to({state:[{t:this.shape_57}]},1).to({state:[{t:this.shape_58}]},1).to({state:[{t:this.shape_59}]},1).to({state:[{t:this.shape_60}]},1).to({state:[{t:this.shape_61}]},1).to({state:[{t:this.shape_62}]},1).to({state:[{t:this.shape_63}]},1).to({state:[{t:this.shape_64}]},1).to({state:[{t:this.shape_65}]},1).to({state:[{t:this.shape_66}]},1).to({state:[{t:this.shape_67}]},1).to({state:[{t:this.shape_68}]},1).to({state:[{t:this.shape_69}]},1).to({state:[{t:this.shape_70}]},1).to({state:[{t:this.shape_71}]},1).to({state:[{t:this.shape_72}]},1).to({state:[{t:this.shape_73}]},1).to({state:[{t:this.shape_74}]},1).to({state:[]},1).wait(35));

	// cp ribosom nad
	this.instance_9 = new lib.ribosomnad("synched",0);
	this.instance_9.setTransform(142.4,183.3,0.5,0.5,-45,0,0,27.6,32.3);
	this.instance_9.alpha = 0;
	this.instance_9._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_9).wait(679).to({_off:false},0).to({regY:32.4,x:148.2,y:187.7,alpha:1},14).to({regY:32.3,x:167.8,y:161.9},31).to({x:164.4,y:153.5,alpha:0},15).wait(60).to({x:142.4,y:183.3},0).to({regY:32.4,x:148.2,y:187.7,alpha:1},14).to({regY:32.3,x:167.8,y:161.9},31).to({x:164.4,y:153.5,alpha:0},15).wait(46).to({startPosition:0},0).wait(35));

	// cp ribosom pod
	this.instance_10 = new lib.ribosompod("synched",0);
	this.instance_10.setTransform(173.2,208.4,0.5,0.5,-45,0,0,30.2,8.8);
	this.instance_10.alpha = 0;
	this.instance_10._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_10).wait(679).to({_off:false},0).to({x:163.2,y:202.3,alpha:1},14).to({x:182.7,y:176},31).to({regX:30.1,regY:8.7,x:195.8,alpha:0},15).wait(45).to({startPosition:0},0).wait(15).to({regX:30.2,regY:8.8,x:173.2,y:208.4},0).to({x:163.2,y:202.3,alpha:1},14).to({x:182.7,y:176},31).to({regX:30.1,regY:8.7,x:195.8,alpha:0},15).wait(45).to({startPosition:0},0).wait(1).to({startPosition:0},0).wait(35));

	// c-transkritor nad
	this.instance_11 = new lib.transkriptornad("synched",0);
	this.instance_11.setTransform(79.9,197.9,0.35,0.35,-45,0,0,61.5,-69.4);
	this.instance_11.alpha = 0;
	this.instance_11._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_11).wait(600).to({_off:false},0).to({x:86.2,y:202.9,alpha:1},5).to({x:87.4,y:204.2},9).to({rotation:-135,x:83.6,y:207.3},35).to({startPosition:0},7).to({x:68.6,y:214.4,alpha:0},8).wait(276));

	// maska cp mRNA (mask)
	var mask_2 = new cjs.Shape();
	mask_2._off = true;
	var mask_2_graphics_614 = new cjs.Graphics().p("AnCLfQjmiLAriLQAtggArgtQArgsAdiGQAdiGgYg8QgYg6gLAEIClsuQO9AjAeQjQiCJznZAAQjTAAkZh+g");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_2).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(614).to({graphics:mask_2_graphics_614,x:172.1,y:194.3}).wait(51).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(275));

	// cp mRNA
	this.instance_12 = new lib.mRNA("synched",0);
	this.instance_12.setTransform(92.5,216.9,0.437,0.437,50.1,0,0,58.6,9.2);
	this.instance_12._off = true;

	this.instance_12.mask = mask_2;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_12).wait(614).to({_off:false},0).to({regX:58.4,scaleX:0.44,scaleY:0.44,rotation:-0.5,x:119.4,y:207.5},18).to({regX:58.6,scaleX:0.44,scaleY:0.44,rotation:-18.9,x:144.7,y:175.6},17).to({regY:9,scaleX:0.44,scaleY:0.44,rotation:-55,x:170.9,y:183.5},15).wait(276));

	// c-transkriptor pod
	this.instance_13 = new lib.transkritpropod("synched",0);
	this.instance_13.setTransform(92.4,210.5,0.349,0.349,-37.6,0,0,29,-116.6);
	this.instance_13.alpha = 0;
	this.instance_13._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_13).wait(600).to({_off:false},0).to({regX:28.8,x:86.1,y:202.9,alpha:1},5).to({regX:29,y:203},9).to({rotation:-127.6,x:81.8,y:208.6},35).to({regX:28.9,regY:-116.7},7).to({regY:-116.6,scaleX:0.37,x:88.4,y:196.1,alpha:0},8).wait(276));

	// hotovy pprotein5
	this.instance_14 = new lib.proteintvarovany("synched",0);
	this.instance_14.setTransform(349.5,344.6,0.625,0.625,0,0,0,37,19.5);
	this.instance_14._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_14).wait(524).to({_off:false},0).to({regX:37.3,scaleX:0.11,scaleY:0.15,rotation:60,x:235.1,y:195.3},49).wait(367));

	// maska4 (mask)
	var mask_3 = new cjs.Shape();
	mask_3._off = true;
	var mask_3_graphics_449 = new cjs.Graphics().p("A8abkMAAAg3HMA41AAAMAAAA3HgA1v3kQibCaAADZQAADaCbCaQCaCZDcAAQDaAACbiZQCaiaABjaQgBjZiaiaQibiajaAAQjcAAiaCag");
	var mask_3_graphics_492 = new cjs.Graphics().p("Al0FzQibiaAAjZQAAjYCbiZQCbibDZABQDagBCbCbQCbCZAADYQAADZibCaQibCZjaAAQjZAAibiZg");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_3).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(449).to({graphics:mask_3_graphics_449,x:322.8,y:201.1}).wait(43).to({graphics:mask_3_graphics_492,x:222.6,y:85.1}).wait(448));

	// hotovyprotein4
	this.instance_15 = new lib.proteintvarovany("synched",0);
	this.instance_15.setTransform(349.5,344.6,0.625,0.625,0,0,0,37,19.5);
	this.instance_15._off = true;

	this.instance_15.mask = mask_3;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_15).wait(449).to({_off:false},0).to({regY:19.6,scaleX:0.11,scaleY:0.15,rotation:45,x:211.9,y:129.1},39).wait(4).to({scaleX:0.27,scaleY:0.38,rotation:75,x:208.4,y:152.4},0).to({regX:37.1,regY:19.4,scaleX:0.23,scaleY:0.32,rotation:90,x:209.1,y:93.3},7).wait(441));

	// maska p3 (mask)
	var mask_4 = new cjs.Shape();
	mask_4._off = true;
	var mask_4_graphics_408 = new cjs.Graphics().p("Al0FyQibiZAAjZQAAjYCbiaQCbiZDZAAQDaAACbCZQCbCaAADYQAADZibCZQibCajaAAQjZAAibiag");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_4).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(408).to({graphics:mask_4_graphics_408,x:222.4,y:85}).wait(532));

	// hotovy protein3
	this.instance_16 = new lib.proteintvarovany("synched",0);
	this.instance_16.setTransform(349.5,344.6,0.625,0.625,0,0,0,37,19.5);
	this.instance_16._off = true;

	this.instance_16.mask = mask_4;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_16).wait(374).to({_off:false},0).to({regY:19.6,scaleX:0.11,scaleY:0.15,rotation:45,x:235.6,y:142.5},34).wait(1).to({startPosition:0},0).wait(4).to({startPosition:0},0).to({regY:19.5,scaleX:0.23,scaleY:0.33,x:235.7,y:120.6},6).wait(521));

	// hotovy protein2
	this.instance_17 = new lib.proteintvarovany("synched",0);
	this.instance_17.setTransform(349.5,344.6,0.625,0.625,0,0,0,37,19.5);
	this.instance_17._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_17).wait(299).to({_off:false},0).to({regY:19.6,scaleX:0.19,scaleY:0.19,rotation:45,x:107,y:274.7},49).wait(592));

	// hotovÃ½ protein 1
	this.instance_18 = new lib.proteintvarovany("synched",0);
	this.instance_18.setTransform(349.5,344.6,0.625,0.625,0,0,0,37,19.5);
	this.instance_18._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_18).wait(225).to({_off:false},0).to({regY:19.6,scaleX:0.11,scaleY:0.15,rotation:45,x:140,y:291.9},49).wait(666));

	// chaperon4
	this.instance_19 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_19.setTransform(375.3,341.9,0.625,0.625,-15,0,0,7.3,6.9);
	this.instance_19.alpha = 0;
	this.instance_19._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_19).wait(203).to({_off:false},0).to({regX:7.2,regY:6.8,rotation:-2.6,x:374.5,y:344.6,alpha:1},3).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:372.3,y:351.9},8).to({regY:6.9,rotation:60,x:365.7,y:350.7},10).to({_off:true},1).wait(52).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-15,x:375.3,y:341.9,alpha:0},0).to({regX:7.2,regY:6.8,rotation:-2.6,x:374.5,y:344.6,alpha:1},3).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:372.3,y:351.9},8).to({regY:6.9,rotation:60,x:365.7,y:350.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-15,x:375.3,y:341.9,alpha:0},0).to({regX:7.2,regY:6.8,rotation:-2.6,x:374.5,y:344.6,alpha:1},3).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:372.3,y:351.9},8).to({regY:6.9,rotation:60,x:365.7,y:350.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-15,x:375.3,y:341.9,alpha:0},0).to({regX:7,rotation:-2.6,x:374.4,y:344.7,alpha:1},3).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:372.3,y:351.9},8).to({regY:6.9,rotation:60,x:365.7,y:350.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-15,x:375.3,y:341.9,alpha:0},0).to({regX:7.2,regY:6.8,rotation:-2.6,x:374.5,y:344.6,alpha:1},3).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:372.3,y:351.9},8).to({regY:6.9,rotation:60,x:365.7,y:350.7},10).to({_off:true},1).wait(416));

	// chaperon3
	this.instance_20 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_20.setTransform(357.5,363.8,0.625,0.625,135,0,0,7.4,6.9);
	this.instance_20.alpha = 0;
	this.instance_20._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_20).wait(203).to({_off:false},0).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:106.3,x:357.9,y:359,alpha:1},3).to({regX:7.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:359.2,y:344.8},8).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:357,y:341.7},10).to({_off:true},1).wait(52).to({_off:false,regY:6.9,rotation:135,x:357.5,y:363.8,alpha:0},0).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:106.3,x:357.9,y:359,alpha:1},3).to({regX:7.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:359.2,y:344.8},8).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:357,y:341.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regY:6.9,rotation:135,x:357.5,y:363.8,alpha:0},0).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:106.3,x:357.9,y:359,alpha:1},3).to({regX:7.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:359.2,y:344.8},8).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:357,y:341.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regY:6.9,rotation:135,x:357.5,y:363.8,alpha:0},0).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:106.3,x:357.9,y:359,alpha:1},3).to({regX:7.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:359.2,y:344.8},8).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:357,y:341.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regY:6.9,rotation:135,x:357.5,y:363.8,alpha:0},0).to({scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:106.3,x:357.9,y:359,alpha:1},3).to({regX:7.5,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:359.2,y:344.8},8).to({regX:7.4,regY:7,rotation:30,x:357,y:341.7},10).to({_off:true},1).wait(416));

	// chaperon2
	this.instance_21 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_21.setTransform(344.2,334.4,0.625,0.625,-75,0,0,7.3,6.8);
	this.instance_21.alpha = 0;
	this.instance_21._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_21).wait(203).to({_off:false},0).to({regX:7.4,regY:6.9,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-54.6,x:344.5,y:338.5,alpha:1},3).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:0,x:345.2,y:349.2},8).to({regY:6.8,rotation:75,x:343.6,y:348.6},10).to({_off:true},1).wait(52).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-75,x:344.2,y:334.4,alpha:0},0).to({regX:7.4,regY:6.9,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-54.6,x:344.5,y:338.5,alpha:1},3).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:0,x:345.2,y:349.2},8).to({regY:6.8,rotation:75,x:343.6,y:348.6},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.3,rotation:-75,x:344.2,y:334.4,alpha:0},0).to({regX:7.4,regY:6.9,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-54.6,x:344.5,y:338.5,alpha:1},3).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:0,x:345.2,y:349.2},8).to({regY:6.8,rotation:75,x:343.6,y:348.6},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.2,rotation:-75,x:344.2,y:334.5,alpha:0},0).to({regX:7.4,regY:6.9,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-54.6,x:344.5,y:338.5,alpha:1},3).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:0,x:345.2,y:349.2},8).to({regY:6.7,rotation:75,x:343.6,y:348.6},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.3,regY:6.8,rotation:-75,x:344.2,y:334.4,alpha:0},0).to({regX:7.4,regY:6.9,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:-54.6,x:344.5,y:338.5,alpha:1},3).to({scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:0,x:345.2,y:349.2},8).to({regY:6.8,rotation:75,x:343.6,y:348.6},10).to({_off:true},1).wait(416));

	// chaperon1
	this.instance_22 = new lib.chaperon("synched",0);
	this.instance_22.setTransform(330.5,361.2,0.624,0.624,160.8,0,0,7.4,6.9);
	this.instance_22.alpha = 0;
	this.instance_22._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_22).wait(203).to({_off:false},0).to({rotation:121.1,x:330.7,y:356.9,alpha:1},3).to({regY:6.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:331.4,y:345.5},8).to({regX:7.2,regY:6.9,x:332.6,y:337.7},10).to({_off:true},1).wait(52).to({_off:false,regX:7.4,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:160.8,x:330.5,y:361.2,alpha:0},0).to({rotation:121.1,x:330.7,y:356.9,alpha:1},3).to({regY:6.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:331.4,y:345.5},8).to({regX:7.2,regY:6.9,x:332.6,y:337.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.4,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:160.8,x:330.5,y:361.2,alpha:0},0).to({rotation:121.1,x:330.7,y:356.9,alpha:1},3).to({regY:6.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:331.4,y:345.5},8).to({regX:7.2,regY:6.9,x:332.6,y:337.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.4,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:160.8,x:330.5,y:361.2,alpha:0},0).to({rotation:121.1,x:330.7,y:356.9,alpha:1},3).to({regY:6.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:331.4,y:345.5},8).to({regX:7.2,regY:6.9,x:332.6,y:337.7},10).to({_off:true},1).wait(53).to({_off:false,regX:7.4,scaleX:0.62,scaleY:0.62,rotation:160.8,x:330.5,y:361.2,alpha:0},0).to({rotation:121.1,x:330.7,y:356.9,alpha:1},3).to({regY:6.8,scaleX:0.63,scaleY:0.63,rotation:15,x:331.4,y:345.5},8).to({regX:7.2,regY:6.9,x:332.6,y:337.7},10).to({_off:true},1).wait(416));

	// maska (mask)
	var mask_5 = new cjs.Shape();
	mask_5._off = true;
	var mask_5_graphics_135 = new cjs.Graphics().p("EgtcAgHMAAAhANMA+4AAAIAAZZIcBAAIAANdI8BAAIAAZXg");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_5).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(135).to({graphics:mask_5_graphics_135,x:288.6,y:202.9}).wait(805));

	// protein tvoreny 2
	this.shape_75 = new cjs.Shape();
	this.shape_75.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhhkyQAFATAUAQQAKAHARAUQASAUARARQAOAQAFAPQAFAPACAUQACAUgFATQgFATgFAQQgDARAIAZQAHAZAKANQAJAOAPANQAOAMALAKQALAKAFAbQAGAbgKAZQgGAQgHAVQgHAVAAARQACARAeBA");
	this.shape_75.setTransform(445,276.8);

	this.shape_76 = new cjs.Shape();
	this.shape_76.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhikxQAFATAUAQQAJAHASAVQASAUAPAQQAOARAGAPQAFAQACATQACAUgEASQgFATgEARQgDAQAHAZQAIAYAJAOQAKAOAOANQAPANAKAJQAKALAGAaQAGAbgJAZQgGAQgGAVQgHAVABAQQACARAdA/");
	this.shape_76.setTransform(445.3,275.6);

	this.shape_77 = new cjs.Shape();
	this.shape_77.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhjkwQAFAUAUAQQAKAHARAVQARAUAPAQQAPARAEAQQAGAPACATQADATgFATQgEASgDARQgDAQAIAZQAHAXAJAPQAKAPAOAMQAOANAKAKQALAKAFAbQAGAbgIAYQgFAPgGAWQgGAUABAQQACARAdA+");
	this.shape_77.setTransform(445.6,274.4);

	this.shape_78 = new cjs.Shape();
	this.shape_78.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhlkwQAHAVATAQQAJAIARAUQARAUAPARQAPARAEAQQAFAPADATQACATgDATQgEASgDAQQgCAQAHAaQAIAWAJAPQAJAPAOANQAOANAKAKQAKAKAGAaQAGAbgIAYQgFAPgFAVQgFAVABAQQADAQAcA+");
	this.shape_78.setTransform(445.8,273.2);

	this.shape_79 = new cjs.Shape();
	this.shape_79.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhnkvQAIAWATAQQAJAHAQAVQARAUAOARQAPAQAFARQAFAQACASQADATgDASQgDASgDAQQgBAQAHAaQAIAWAJAPQAIAPAOANQANANALAKQAKALAGAaQAGAagHAYQgFAPgEAVQgFAVACAPQACARAdA8");
	this.shape_79.setTransform(446.1,272);

	this.shape_80 = new cjs.Shape();
	this.shape_80.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhokuQAIAWATAQQAJAIAQAVQAQAUAOAQQAOARAGARQAEAQADASQADATgDASQgDASgCAQQgBAQAHAZQAJAXAIAOQAJAPANANQANANAKALQAKALAGAZQAHAagHAYQgEAPgEAVQgEAUACAQQADAQAcA7");
	this.shape_80.setTransform(446.4,270.8);

	this.shape_81 = new cjs.Shape();
	this.shape_81.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhqktQAJAXATAQQAJAIAQAUQAPAVAOAQQAOARAGARQAEAQADASQAEATgDARQgCASgCAQQgBAQAHAZQAJAXAIAOQAIAPAOANQAMAOALALQAKAKAGAaQAGAagGAXQgDAPgEAVQgDAUACAPQADAQAcA6");
	this.shape_81.setTransform(446.7,269.6);

	this.shape_82 = new cjs.Shape();
	this.shape_82.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhrktQAJAYATAQQAJAIAPAVQAPAUAOARQANARAGARQAGARACARQADASgBASQgDARAAAQQgBAQAHAZQAJAXAIAOQAIAPANAOQAMANAKALQAKALAGAZQAHAagGAWQgCAQgDAUQgDAVACAOQAEAQAbA6");
	this.shape_82.setTransform(447,268.4);

	this.shape_83 = new cjs.Shape();
	this.shape_83.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhtksQALAYASAQQAIAJAPAVQAPAUANARQAOARAGARQAGARADARQADASgCARQgBASAAAPQgCAQAIAZQAJAXAIAPQAIAOAMAOQANAOAJALQAKALAGAZQAHAZgFAWQgCAQgDAUQgCAUACAPQAFAQAbA4");
	this.shape_83.setTransform(447.3,267.2);

	this.shape_84 = new cjs.Shape();
	this.shape_84.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhukrQALAZARAQQAJAIAOAVQAPAVANAQQAMASAHARQAHARADARQACASAAARQAAARAAAQQgCAPAHAZQAKAXAHAPQAIAPAMANQAMAOAKALQAJAMAHAYQAGAZgDAWQgDAQgBAUQgBAUACAOQAFAQAaA3");
	this.shape_84.setTransform(447.6,266);

	this.shape_85 = new cjs.Shape();
	this.shape_85.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhwkrQANAaARAQQAJAJAOAUQAOAVAMARQANASAGARQAHARAEARQADARAAARQAAARgBAPQgBAQAIAZQAJAWAIAPQAHAPAMAOQAMAOAJAMQAKAMAGAYQAHAYgEAWQgBAPgBAUQgBAUADAPQAGAPAZA3");
	this.shape_85.setTransform(447.8,264.9);

	this.shape_86 = new cjs.Shape();
	this.shape_86.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhykqQAOAbARAQQAIAJAOAVQAOAUAMARQAMASAHASQAGARAFARQAEARAAAQQAAARAAAPQgBAPAIAZQAJAXAHAPQAHAPAMAOQALAOAKAMQAKALAGAZQAHAYgDAVQgBAPAAAUQgBAUADAOQAGAPAaA2");
	this.shape_86.setTransform(448.1,263.6);

	this.shape_87 = new cjs.Shape();
	this.shape_87.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhzkpQAOAbARAQQAIAJANAVQAOAUALASQAMARAHATQAHARAEARQAFAQAAAQQABARAAAPQgBAPAIAZQAKAXAHAPQAHAPALAOQALAOAKAMQAJAMAHAYQAGAYgCAVQAAAPAAAUQABATADAOQAGAPAZA1");
	this.shape_87.setTransform(448.4,262.5);

	this.shape_88 = new cjs.Shape();
	this.shape_88.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah1koQAQAcAQAQQAIAJANAVQANAVALAQQAMATAHASQAGASAFAQQAFAQABAQQABAQAAAQQAAAPAIAYQAKAXAHAPQAHAPALAOQAKAPAKAMQAKAMAGAYQAHAXgCAVQAAAPABAUQABATADAOQAHAPAZAz");
	this.shape_88.setTransform(448.6,261.2);

	this.shape_89 = new cjs.Shape();
	this.shape_89.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah2koQAQAdAQAQQAIAJAMAVQANAVALARQALASAHATQAHARAFAQQAFAQABAQQACAQABAPQAAAPAIAZQAKAXAGAPQAHAPALAPQAKAOAKAMQAJAMAHAYQAGAXgBAVQABAOACAUQABAUAEAMQAHAPAYAz");
	this.shape_89.setTransform(448.9,260.1);

	this.shape_90 = new cjs.Shape();
	this.shape_90.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah4knQARAeAQAQQAIAJAMAVQAMAVAKARQALATAHASQAHASAGAQQAFAQACAQQABAPACAPQAAAPAJAZQAJAWAHAPQAGAQALAOQAKAPAJAMQAKANAGAXQAHAXAAAUQABAPACATQACATAEANQAIAPAYAy");
	this.shape_90.setTransform(449.2,258.8);

	this.shape_91 = new cjs.Shape();
	this.shape_91.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah6kmQASAeAPAQQAJAKALAVQAMAVAKARQAKATAIASQAHATAFAPQAGAQACAPQACAQACAOQABAPAJAZQAKAWAGAPQAGAQAKAOQAKAPAJANQAKAMAHAXQAGAXABAUQABAPADATQADATAEANQAIAOAYAx");
	this.shape_91.setTransform(449.5,257.7);

	this.shape_92 = new cjs.Shape();
	this.shape_92.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah7klQASAfAQAQQAIAKALAVQALAUAKARQAKAUAHATQAIASAGAPQAFAPADAQQADAPACAPQABAOAIAZQAKAWAHAPQAGAQAKAPQAJAPAJAMQAKANAGAXQAHAWABAUQADAPADATQADATAEAMQAJAPAXAv");
	this.shape_92.setTransform(449.8,256.4);

	this.shape_93 = new cjs.Shape();
	this.shape_93.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah8klQATAgAPAQQAIAKALAVQAKAVAKARQAJATAIATQAIATAGAPQAGAPADAPQADAPACAPQACAOAIAZQALAWAGAQQAFAPAKAPQAJAPAKANQAJAMAHAXQAGAWACAUQADAPAEASQAEATAEANQAJANAXAv");
	this.shape_93.setTransform(450.1,255.3);

	this.shape_94 = new cjs.Shape();
	this.shape_94.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah+kkQAUAhAOAQQAIAKAKAVQALAVAJARQAJAUAIATQAIATAGAOQAGAPAEAPQADAPADAOQACAPAJAYQAKAWAGAQQAFAPAKAPQAJAQAJANQAJANAHAWQAHAWACATQADAOAFATQAEATAFAMQAKAOAWAu");
	this.shape_94.setTransform(450.4,254);

	this.shape_95 = new cjs.Shape();
	this.shape_95.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiAkjQAVAhAPAQQAHAKAKAVQAKAVAJARQAJAUAIAUQAIATAGAOQAHAOAEAPQAEAPADAOQACAOAJAZQAKAWAGAQQAFAPAJAPQAJAQAJANQAJANAHAWQAHAVADAUQAEAOAFATQAFASAFAMQAKAOAWAt");
	this.shape_95.setTransform(450.6,252.9);

	this.shape_96 = new cjs.Shape();
	this.shape_96.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiBkjQAWAiAOAQQAHALAKAVQAKAVAIARQAIAUAJAUQAHATAHAOQAHAOAEAPQAFAOADAOQADAOAJAZQALAWAFAPQAFAQAJAQQAIAPAJANQAJAOAHAVQAHAWADASQAFAPAGATQAGASAFAMQAKANAVAt");
	this.shape_96.setTransform(450.9,251.7);

	this.shape_97 = new cjs.Shape();
	this.shape_97.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiDkiQAXAjAOAQQAHALAJAVQAKAVAIARQAHAUAJAUQAIAUAHANQAHAOAFAPQAFAOADAOQADAOAKAYQAKAWAFAQQAGAQAIAPQAIAQAJANQAJAOAHAVQAHAVAEATQAFAOAHASQAGATAFALQALAOAVAr");
	this.shape_97.setTransform(451.2,250.4);

	this.shape_98 = new cjs.Shape();
	this.shape_98.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiFkhQAYAjANAQQAIALAJAVQAIAWAIAQQAHAVAJAUQAIAUAHANQAIAOAFAOQAFAOAEAOQAEAOAJAYQALAWAFAQQAFAQAIAPQAIAQAJAOQAIAOAIAUQAHAVAEATQAGANAHATQAHASAFALQAMAOAUAq");
	this.shape_98.setTransform(451.5,249.3);

	this.shape_99 = new cjs.Shape();
	this.shape_99.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiGkgQAZAkANAQQAHALAIAVQAJAVAHARQAHAVAJAVQAIATAIAOQAHANAGAOQAGANAEAPQAEANAJAXQALAXAFAQQAFAQAIAQQAHAQAJAOQAJAOAHAUQAHAVAFASQAGAOAIASQAHASAGALQAMANAUAp");
	this.shape_99.setTransform(451.7,248);

	this.shape_100 = new cjs.Shape();
	this.shape_100.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiHkgQAZAlAMAQQAIALAIAVQAIAWAHARQAGAVAJAUQAJAUAHAOQAIANAGANQAHAOAEAOQAEAOAKAVQALAZAFAPQAEAQAIAQQAHAQAJAOQAIAOAIAVQAHAUAFASQAHAOAJASQAIASAFAKQANANATAp");
	this.shape_100.setTransform(452,246.9);

	this.shape_101 = new cjs.Shape();
	this.shape_101.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiJkfQAaAmANAQQAHALAIAVQAHAWAHARQAGAVAJAVQAJAUAHANQAIANAHANQAHANAFAOQAEAOAKAWQALAYAFAPQAEAQAHAQQAHARAJAOQAIAOAIAUQAHAUAGASQAIAOAJARQAIASAGALQANANATAn");
	this.shape_101.setTransform(452.3,245.6);

	this.shape_102 = new cjs.Shape();
	this.shape_102.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiLkeQAbAmAMAQQAHAMAHAVQAIAVAGASQAFAVAKAUQAJAVAIANQAIAMAHAOQAHANAGANQAEAOAKAWQAMAYAEAPQAEAQAHARQAHAQAIAPQAIAOAIAUQAHATAIARQAHAOAKASQAJASAGAKQAOANATAm");
	this.shape_102.setTransform(452.6,244.5);

	this.shape_103 = new cjs.Shape();
	this.shape_103.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiMkdQAcAnALAQQAHAMAHAVQAHAVAGARQAFAWAKAVQAIAVAJAMQAIAMAIANQAHANAGAOQAFANAKAWQAMAYAEAQQAEAPAGARQAHARAIAOQAJAPAIATQAHAUAHARQAIANALASQAJARAHAKQAOANASAl");
	this.shape_103.setTransform(452.9,243.2);

	this.shape_104 = new cjs.Shape();
	this.shape_104.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiNkcQAcAnAMAQQAHAMAFAVQAHAWAGARQAFAWAJAVQAJAVAJAMQAIAMAJANQAIAMAFAOQAGANAKAWQAMAYAEAQQAEAQAGAQQAGARAIAPQAJAPAHATQAIATAIARQAJANALASQAKARAHAKQAOAMASAk");
	this.shape_104.setTransform(453.2,242.1);

	this.shape_105 = new cjs.Shape();
	this.shape_105.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiPkcQAdAoALAQQAHANAGAVQAGAVAFASQAFAVAKAWQAJAVAJAMQAIALAJANQAJAMAGAOQAGANAKAVQAMAZAEAPQADARAGAQQAGARAIAPQAIAPAIAUQAIASAIARQAKANALARQALARAHAKQAPANARAj");
	this.shape_105.setTransform(453.4,240.9);

	this.shape_106 = new cjs.Shape();
	this.shape_106.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiRkbQAfApALAQQAGAMAGAVQAGAWAEARQAFAWAKAXQAJAUAJAMQAJALAJAMQAJAMAHAOQAGANAKAVQAMAYAEAQQADAQAGASQAFAQAIAQQAJAPAHATQAIASAJAQQAKAOAMARQAMARAHAJQAPAMARAj");
	this.shape_106.setTransform(453.7,239.7);

	this.shape_107 = new cjs.Shape();
	this.shape_107.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiSkbQAfAqAKAQQAHANAFAVQAGAWAEARQAEAWAKAWQAJAWAJALQAKALAJAMQAKAMAHANQAGANALAWQAMAXADAQQADARAGAQQAFASAIAPQAIAPAIATQAIASAJAQQALANANARQAMASAHAIQAQAMAQAj");
	this.shape_107.setTransform(454,238.5);

	this.shape_108 = new cjs.Shape();
	this.shape_108.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiUkaQAhArAKAQQAGANAFAVQAEAVAFASQADAWAKAXQAKAVAKALQAJALAJAMQALALAIAOQAGAMAKAWQANAYADAQQADAQAFARQAFASAIAPQAIAPAIATQAHARALARQALANANARQANAQAHAJQARAMAQAh");
	this.shape_108.setTransform(454.3,237.3);

	this.shape_109 = new cjs.Shape();
	this.shape_109.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiVkZQAhArAKAQQAGANAEAVQAFAWAEARQACAXALAWQAKAWAJALQAKAKAKAMQALAMAIANQAHAMALAWQAMAXADARQADAQAEARQAFASAIAPQAIAQAIASQAIARALAQQALANAOARQAOARAHAIQARAMAQAg");
	this.shape_109.setTransform(454.6,236.1);

	this.shape_110 = new cjs.Shape();
	this.shape_110.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiXkYQAiAsAJAQQAHANAEAVQAEAWADASQADAWAKAXQAKAWAKAKQAKAKALAMQALALAIANQAHANALAVQANAYACAQQADARAEARQAFASAIAQQAIAPAIASQAHARAMAPQAMANAPARQAOAQAIAJQARALAPAf");
	this.shape_110.setTransform(454.8,234.9);

	this.shape_111 = new cjs.Shape();
	this.shape_111.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiZkXQAjAsAJAQQAGANAEAWQAEAVADASQACAXALAXQAJAWALAKQAKAKALALQALAMAJAMQAIANALAVQANAYACAQQACARAEARQAFASAIAQQAHAQAIASQAIAQAMAPQANANAPARQAPAQAIAIQASALAOAe");
	this.shape_111.setTransform(455.1,233.7);

	this.shape_112 = new cjs.Shape();
	this.shape_112.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiakXQAjAtAJARQAGANAEAWQADAWADARQABAXALAXQAKAXALAKQAKAJAMALQAMALAIANQAJAMALAVQANAYACAQQACARAEARQAEASAIARQAHAQAJARQAHARANAOQAOANAPARQAPAQAJAIQASALAOAd");
	this.shape_112.setTransform(455.4,232.5);

	this.shape_113 = new cjs.Shape();
	this.shape_113.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AickWQAlAuAIAQQAGANADAWQADAWACARQABAYAMAXQAKAXAKAJQALAKAMALQANAKAJANQAIAMALAWQAOAXACARQABAPAEATQAEARAHASQAIAQAIAQQAIARAOAOQANANARAQQAQARAIAHQATALAOAc");
	this.shape_113.setTransform(455.7,231.3);

	this.shape_114 = new cjs.Shape();
	this.shape_114.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AidkVQAlAvAIAQQAGAOACAVQADAWACASQABAXALAYQAKAWALAKQALAJAMALQANAKAKAMQAJANALAVQANAXACARQACAQADASQADASAIARQAIAQAIARQAIAQAOAOQAOANARAQQARAQAIAHQATAMAOAa");
	this.shape_114.setTransform(456,230.1);

	this.shape_115 = new cjs.Shape();
	this.shape_115.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AifkUQAmAvAIAQQAGAOACAVQACAXACARQAAAYAMAYQAKAWALAJQALAKANAKQAOAKAKANQAJAMALAVQAOAXABARQACAQADASQADATAHARQAIAQAIARQAIAPAPAOQAPANARAQQARAQAJAGQAUAMANAZ");
	this.shape_115.setTransform(456.2,228.9);

	this.shape_116 = new cjs.Shape();
	this.shape_116.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AigkUQAnAxAHAQQAGAOACAVQABAWACASQAAAYALAYQALAXALAJQALAJAOAKQAOAKAKAMQAKAMALAVQAOAXABARQABAQADATQADASAHARQAIARAIAQQAIAPAPAOQAQANASAQQASAPAJAHQAUALAMAZ");
	this.shape_116.setTransform(455.5,227.6);

	this.shape_117 = new cjs.Shape();
	this.shape_117.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiikTQAoAxAHAQQAGAOABAWQABAWABARQAAAZALAXQALAYAMAIQAMAJANAKQAPAJAKANQAKAMAMAUQANAYACAQQABARACASQADATAHARQAIARAIAQQAIAPAQAOQAQAMATAQQASAPAJAHQAVALAMAY");
	this.shape_117.setTransform(454.8,226.5);

	this.shape_118 = new cjs.Shape();
	this.shape_118.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AikkSQApAyAHAQQAGAOAAAWQABAWABARQgBAZAMAYQAMAYALAIQAMAIAOAKQAPAJALANQAKALAMAVQANAXACARQABARACASQACATAHASQAIARAIAPQAIAPARANQAQAMATAQQATAQAKAGQAVAKAMAX");
	this.shape_118.setTransform(454,225.2);

	this.shape_119 = new cjs.Shape();
	this.shape_119.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AilkSQApAzAHAQQAGAOAAAWQABAWAAASQgBAYALAZQAMAYAMAHQALAIAPAKQAQAJAMAMQAKAMAMAVQANAXACAQQABARABATQABATAIASQAHARAJAPQAIAPARANQASAMATAPQATAQAKAGQAWAKALAX");
	this.shape_119.setTransform(453.3,224.1);

	this.shape_120 = new cjs.Shape();
	this.shape_120.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AinkRQAqAzAHAQQAFAPAAAWQAAAWAAASQgCAZANAYQAMAYALAIQAMAIAQAJQAQAJALAMQALAKANAWQANAXABARQABARABATQACATAHASQAGARAJAPQAJAOARANQASAMAVAQQAUAPAKAFQAVALAMAV");
	this.shape_120.setTransform(452.6,222.8);

	this.shape_121 = new cjs.Shape();
	this.shape_121.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiokQQArAzAGARQAFAPAAAVQgBAXAAARQgCAZAMAZQAMAYAMAIQAMAHAQAKQAQAIAMAMQAMAJANAXQANAXABARQABARAAATQABATAHASQAHASAJAPQAJANASANQATAMAUAPQAVAPAKAFQAWALALAU");
	this.shape_121.setTransform(451.8,221.7);

	this.shape_122 = new cjs.Shape();
	this.shape_122.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AipkPQArA0AGAQQAFAQAAAVQgBAXgBARQgCAZAMAaQAMAYAMAHQANAHAQAJQARAJAMAMQAMAJANAXQAOAWAAARQAAARABAUQABATAHASQAHASAIAOQAJAOATAMQATAMAVAPQAVAPALAFQAXAKAKAT");
	this.shape_122.setTransform(451.1,220.4);

	this.shape_123 = new cjs.Shape();
	this.shape_123.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AirkOQAsA0AGAQQAFAQgBAWQgBAWgCASQgCAZAMAZQAMAZANAHQANAHARAIQARAIAMAMQAMAKAOAWQANAXAAARQABARAAATQAAAUAHATQAHASAJANQAJAOATAMQAUAMAVAPQAWAPALAEQAXALAKAR");
	this.shape_123.setTransform(450.3,219.3);

	this.shape_124 = new cjs.Shape();
	this.shape_124.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("ACuEPQgKgRgXgKQgLgFgXgOQgWgPgUgMQgUgMgJgNQgJgNgHgTQgHgSAAgUQAAgUAAgRQAAgRgNgWQgOgXgMgJQgNgMgSgIQgRgIgNgHQgNgGgMgZQgNgaADgZQACgSABgWQACgWgFgQQgFgQgug2");
	this.shape_124.setTransform(449.6,218);

	this.shape_125 = new cjs.Shape();
	this.shape_125.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai1j+QAPAQALAMQAPASAHAJQAIASABAMQACAWgBAGQAAANAAALQAAAGAAAGQABAFACAGQADANAHANQAFALAFAFQAHAKAIAEQADABACACQAGADAHADQAFACAHADQALAGAKAHQAEACACACQACABABABQALAHAMARQACADAAACQAIAKADAIQACAEACADQABAGABAGQAAAAAAABQABAEAAAFQAAAMACANQAAAEABAEQACAPAFANQADAGACAFQACADABACQAEAIAFAGQAFAJALAIQAFADAFADQACABAAABQARAJAQALQACAAAAABQAEACADACQAUANAMAEQABAAABABQAXAJAKAQ");
	this.shape_125.setTransform(438.8,219.8);

	this.shape_126 = new cjs.Shape();
	this.shape_126.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai9juQAPAQALAKQAOAQAJAIQAKARACALQACAUABAGQAAAMABALQAAAFABAGQABAFACAGQAEAMAHAMQAGALAFAFQAHAIAIAEQACACADABQAGADAGADQAGADAGACQALAFAKAHQADACADACQABABACABQALAGANAQQAAACACADQAHAJAFAHQACAEABADQADAFAAAGIAAAAQABAEABAFQABALACAMQABAEABAEQADAOAGANQADAFADAFQABADABACQAEAHAFAHQAGAHALAIQAEADAFAEQACAAABABQAQAJAQALQABAAABAAQAEADADACQATALAMAEQACABABAAQAWAJALAO");
	this.shape_126.setTransform(428.1,221.7);

	this.shape_127 = new cjs.Shape();
	this.shape_127.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjFjeQAPAPAMAIQAOAPAKAHQALAQACAJQAFATAAAGQABALACAKQABAFABAGQACAFACAFQAFALAGAMQAHAKAFAFQAIAIAHAEQADABACACQAGACAGADQAGADAGACQALAFAKAGQADACACACQACABABABQAMAFALAPQACACACACQAIAJAFAGQACADABADQADAFACAFQAAABAAAAQAAAEABAEQACAKAEAMQABAEACAEQADAMAHAMQADAGACAEQACADABACQAEAHAFAGQAGAHALAIQAEADAFADQABABACABQAPAJARAJQABABABAAQADADAEACQASAKANADQABABABAAQAWAIAMAN");
	this.shape_127.setTransform(417.3,223.5);

	this.shape_128 = new cjs.Shape();
	this.shape_128.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjOjOQAQAOAMAHQAOANALAGQANAOACAJQAGARABAFQACALADAJQABAFACAFQACAFACAFQAFALAHAKQAIAKAFAFQAHAHAIAEQACABADACQAFACAGADQAGACAGADQAKAEAKAGQADABADACQABABACABQAMAGALAMQACACACACQAJAIAFAGQACADABACQAEAFACAFIAAAAQABADABAEQADAKAFALQABAEACADQAEAMAHALQADAFADAFQACACABADQAEAGAFAFQAHAIAKAHQAEADAFADQABABACABQAPAJAQAJQABAAABABQAEACADACQASAJANADQABABACAAQAVAHANAM");
	this.shape_128.setTransform(406.6,225.3);

	this.shape_129 = new cjs.Shape();
	this.shape_129.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjWi+QAQAMANAGQANAMAMAEQAPANACAIQAIAQABAFQACAKAEAJQADAEABAFQADAFADAEQAGALAHAJQAHAJAFAEQAIAIAHADQADACACABQAGACAHADQAFACAFADQAKAEAKAFQADACACABQACAAABACQANAGALAKQADACACACQAJAHAFAFQADACABACQAFAFABAEIAAABQACADACADQADAJAGAKQACAEACADQAFALAHALQADAFADAEQACACACACQAEAGAFAGQAGAGAKAHQAFADAEADQACABACABQAPAJAPAJQABAAABAAQAEACAEADQARAIANACQACABAAAAQAVAGAOAL");
	this.shape_129.setTransform(395.8,227.1);

	this.shape_130 = new cjs.Shape();
	this.shape_130.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjeiuQAQAMAOADQANALAMADQAQALADAIQAJAOACAEQADAJAFAJQACAEADAEQADAFAEAEQAGAKAHAJQAIAJAFAEQAIAGAHAEQADABACABQAGADAGACQAFACAFACQAKAEAKAFQADABACACQACAAABABQAOAGAKAIQADACACACQAKAHAGAEQACACACABQAEAEADAFQACACACAEQADAIAIAKQACADACADQAHAKAHAKQADAEAEAFQABACACACQAEAFAFAFQAHAHAKAGQAEADAEADQACABACABQAPAJAPAIQABABABAAQAEACAEACQAPAHAPACQABABABAAQAVAGAOAJ");
	this.shape_130.setTransform(385.1,228.9);

	this.shape_131 = new cjs.Shape();
	this.shape_131.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjmieQAQALAOACQANAJAOACQARAKADAGQALANACAEQAFAIAFAIQADAEADAEQAEAEADAEQAHAKAHAIQAJAIAFAEQAIAFAHAEQADABACABQAFADAGADQAFABAGACQAJAEAKAEQADABACABQACABABABQAPAFAKAHQADACACACQAKAFAGAEQADABACACQAEADAEAEIAAABQABACADADQAFAHAIAJQADADACADQAHAJAIAKQAEAEADAEQACACACACQAEAFAFAEQAHAHAKAGQADACAEADQADABACABQAPAJAPAIQAAAAABABQAEACAEABQAPAHAPABQABABABAAQAUAFAPAI");
	this.shape_131.setTransform(374.3,230.7);

	this.shape_132 = new cjs.Shape();
	this.shape_132.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjviPQARALAPAAQAMAIAPAAQATAJAEAGQAMALADADQAEAIAHAHQADAEAEAEQAEAEAEADQAHAJAIAHQAJAIAFAEQAIAEAHAEQACABADABQAFADAGACQAFACAFACQAJADAKAEQACABADABQABAAACABQAOAFALAGQADACADABQAKAFAHACQADACABABQAGADADAEQACACADACQAFAHAKAIQADADADADQAIAIAIAJQAEADADAEQACADACABQAEAFAGAEQAHAGAJAGQADACAFADQACABACACQAPAIAOAHQABABABAAQAEACAEACQAOAFAPABQACABABAAQAUAEAQAH");
	this.shape_132.setTransform(363.6,232.6);

	this.shape_133 = new cjs.Shape();
	this.shape_133.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aj3h/QASAKAPgBQAMAGAQgBQARAFAHAHQAKAFAHAIQAIAKANALQAEADAFAEQAKAJAJAHQAGAGAGADQAJAFAKAFQAFACAGADQAOAFAOAEQADABACABQARAEAMAGQAPAGAJACQADABACABQAFADAEADQADACADACQAFAGAMAIQADACADADQANAKAMAMQACACACACQAKAKAQAJQADACAEADQARALARAHQAAABABAAQARAIAVAAQAVAEARAG");
	this.shape_133.setTransform(352.8,234.4);

	this.shape_134 = new cjs.Shape();
	this.shape_134.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aj/hvQARAJAQgCQANAFAPgDQATAFAGAEQAIAEAHADQALAKALAIQAIAFAFAEQAGAFAFADQAEAEAFADQAGAFAGADQADACADABQAHAEAHAEQAGACAFADQAQAGANADQADABACABQAUAFAKAEQAEAAADABQAKAEAHAAQAEABACAAQACABACABQADACACABQADABADACQAEADAHAEQADACAEACQADABAEADQAHAFAHAGQAGAEAGAFQACACACACQAJAHAKAGQAEADAEACQADADAEACQAIAFAIAFQAJAGAJADQABABABAAQAEADAGABQAMAEAQAAQAVADATAF");
	this.shape_134.setTransform(352.1,247.4);

	this.shape_135 = new cjs.Shape();
	this.shape_135.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkHhfQARAIAQgEQAOADAPgDQATADAHADQAIACAHADQAMAHAMAHQAIAFAFADQAGAEAGADQAFADAFAEQAGAEAHADQACACADACQAIADAHAEQAGADAFADQAQAGAOADQACABADAAQAUAEALAFQAEABADAAQAKABAIAAQADAAACAAQACABACAAQADABADABQADABADABQAFACAGAEQADABAEABQAEACADABQAIAEAIAGQAGAEAGAEQACACADACQAJAGALAIQADACAEADQAEACADACQAJAFAIAFQAJAGAJAEQABAAABAAQAFADAFABQAMAEASAAQAUACAUAE");
	this.shape_135.setTransform(351.3,260.5);

	this.shape_136 = new cjs.Shape();
	this.shape_136.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkQhOQASAHAQgGQANACAQgEQATABAIACQAIAAAIACQANAEAMAGQAJAEAFADQAHADAGAEQAFADAGADQAGAEAGADQADACADACQAIAEAHAEQAGACAGADQAPAHAPADQACAAADAAQAVAEALADQAEABADAAQAKACAJgBQADAAACAAQACAAADAAQACABADAAQADAAADAAQAFAAAHADQADAAAEABQAEABAEACQAHADAJAFQAHADAGAFQADABACACQAKAGAKAHQAEADAEACQADADAEACQAIAFAJAFQAKAGAJAEQABABABAAQAFACAFACQALADATgBQAVACAVAC");
	this.shape_136.setTransform(350.6,273.5);

	this.shape_137 = new cjs.Shape();
	this.shape_137.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkYg8QASAGARgHQANAAAQgFQATAAAIAAQAJAAAIABQAPABAMAFQAJADAGACQAGADAHADQAGADAGADQAGAEAGADQAEACADACQAHAEAIAEQAGADAGADQAPAHAPACQADAAACABQAWACAMADQADAAAEAAQAKABAIgCQAEAAADgBQACAAACAAQADAAADAAQADAAADAAQAFAAAHACQADAAAFAAQADABAEABQAIAAAJAFQAIADAHAEQADABACACQAKAFALAIQAEACAEADQADACAEADQAIAFAJAFQAKAHAKAEQAAAAAAAAQAGADAFABQALADAVgBQAUABAWAB");
	this.shape_137.setTransform(349.9,286.3);

	this.shape_138 = new cjs.Shape();
	this.shape_138.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkfgnQARAFARgIQANgCAQgGQAUgDAJgBQAJgBAHAAQASgBAMADQAKADAFACQAHACAHADQAGACAGADQAHAEAHADQADACADABQAIAFAIAEQAGADAFADQAQAHAPACQADABADAAQAXACALABQAEAAADAAQALAAAJgDQADgBADAAQACgBACAAQAEgBADAAQADgBADAAQAGgBAGAAQAEAAAEAAQAEABAEAAQAIACAKADQAIACAIADQACABACABQALAGALAIQAEACAEADQADACAEADQAIAFAJAGQAKAGAKAEQABAAABAAQAFADAFABQALAEAWgCQAUAAAYAA");
	this.shape_138.setTransform(349.2,298.9);

	this.shape_139 = new cjs.Shape();
	this.shape_139.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkngSQARAEASgKQAMgDASgHQATgEAJgDQAJgCAJgBQASgEAMACQAKACAGACQAIACAIACQAGACAGADQAHADAHADQADACAEACQAIAEAHAFQAHADAFADQAPAIARAAQADAAADAAQAXABAMAAQAEAAADgBQALAAAJgCQADgBADgBQACgBACgBQAEgBADgBQADgBADAAQAHgCAGgBQAEgBAFAAQAEAAAEAAQAIABALADQAIACAIADQACABADACQALADAMAIQADACAEADQAEACADADQAJAFAJAGQAKAHAKAEQABAAABAAQAFADAFABQALADAXgCQAUAAAZgC");
	this.shape_139.setTransform(348.4,311.4);

	this.shape_140 = new cjs.Shape();
	this.shape_140.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkwACQASADASgKQAMgEASgIQATgGAKgEQAKgEAJgCQATgHANABQALACAFABQAIABAJADQAGABAHADQAHADAGADQAEACAEACQAIAFAIAEQAGADAGAEQAOAFASACQADAAADAAQAYAAAMgBQAEAAADgBQALgCAJgCQAEgBADgCQACgBACgBQAEgBADgCQAEgBADgBQAGgDAHgCQAEgCAFAAQAEgBAEABQAJAAALACQAJABAIAEQADAAACACQAMAEALAGQAEADAEADQADACAEADQAIAFAKAGQALAHAKAEQABABAAAAQAGACAFACQAKACAZgCQAUgBAagD");
	this.shape_140.setTransform(347.7,323.9);

	this.shape_141 = new cjs.Shape();
	this.shape_141.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak4AXQASACASgMQAMgHATgHQATgIALgFQAJgEAKgEQAVgJANAAQALABAFAAQAJABAJACQAHABAHADQAHACAHAEQADACAEACQAJAFAHAEQAHAEAGABQAOAIASABQADAAAEAAQAYAAAMgCQAFgBADgBQALgDAKgDQADgCAEgBQACgBACgCQAEgCADgCQADgCADgBQAIgEAGgDQAEgCAFgBQAEgBAFAAQAJgBAMACQAJABAJADQACAAADABQAMAFAMAIQAEADAEACQADABADACQAJAGAKAGQALAHAKAFQABAAAAAAQAGACAFACQAKACAagCQAUgCAbgE");
	this.shape_141.setTransform(346.9,336.4);

	this.shape_142 = new cjs.Shape();
	this.shape_142.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AlAAmQATABAUgQQAJgHAZgMQAYgKAUgLQAUgMAQgBQAPgBAUADQAUADARAKQARAKAPAHQAOAIAbgBQAZgBAQgGQARgDAPgLQARgLAMgIQALgIAdACQAcACAUAPQAPAKASALQATAMAQAEQAQADBFgM");
	this.shape_142.setTransform(346.3,349.6);

	this.shape_143 = new cjs.Shape();
	this.shape_143.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak2AnQAQgCARgQQAIgJAWgMQAagNASgJQAYgMAMgBQAXACAMACQADABACABQAQADAPAKQAJAGAIAGQAGAEAHADQAMAIATABQAEABAEAAQAEAAAFgBQASgBANgGQAFgBAEgCQAMgEALgIQAQgLAMgIQABgBACgCQAMgHAZACQAIAAAHACQATAEAOAMQAHAFAIAHQAHAGAJAEQASANARAEQAOACAggDQARgCAVgH");
	this.shape_143.setTransform(346.7,349.2);

	this.shape_144 = new cjs.Shape();
	this.shape_144.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AksAoQAOgEAOgRQAGgLAUgKQAYgQAUgJQAYgLAMgBQAXACAMAEQACABADAAQAPAFAOAKQAIAHAIAGQAGAEAHAEQALALASABQAEACADAAQAEAAAFgBQASgBANgHQAEgCAFgCQALgFAMgHQAPgMAMgIQACgCABgBQANgJAXACQAIAAAIACQATAFAOAMQAGAGAHAHQAHAFAJAGQARAOARADQAQADAegDQARgCAUgI");
	this.shape_144.setTransform(347.1,348.8);

	this.shape_145 = new cjs.Shape();
	this.shape_145.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkiAqQAKgGAMgRQAEgMASgLQAXgRAUgIQAZgLANgBQAWADAMAEQACABACABQAPAEANANQAIAGAIAHQAGAEAFAFQALAMAQACQAEADADAAQAEAAAFgBQASgBANgIQAEgCAEgCQAMgGALgHQAPgLAMgKQACgBABgCQANgJAYABQAHAAAIACQAUAFAMANQAGAGAHAIQAGAFAJAHQAPAOASAEQASADAdgCQAQgBATgM");
	this.shape_145.setTransform(347.6,348.1);

	this.shape_146 = new cjs.Shape();
	this.shape_146.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkXAsQAHgIAJgRQACgOAQgLQAVgSAWgIQAZgLANAAQAWAEALAEQACABADABQAOAFANAOQAHAHAHAHQAGAFAFAFQALAOAOADQAEADACAAQAEAAAFAAQARgBAQgKQACgCAEgCQAMgHALgIQAOgKAMgKQACgCACgBQANgLAWAAQAIAAAIADQATAFANAOQAGAHAGAGQAFAHAIAHQAPAPASAEQAUADAbgBQAQAAASgO");
	this.shape_146.setTransform(348,347.5);

	this.shape_147 = new cjs.Shape();
	this.shape_147.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkNAuQAEgKAHgRQAAgQAOgLQAUgTAWgIQAagKAMAAQAWAEALAGQADABACAAQANAGANAPQAHAHAGAHQAFAHAFAGQALAPAMADQAEAEABAAQAFAAAEAAQAQgBARgKQAEgDADgCQALgHALgJQAOgLAMgKQACgCABgBQAOgMAVAAQAJAAAIACQATAGAMAPQAGAHAFAGQAFAJAHAHQAPAQASADQAWAEAZgBQAQABARgR");
	this.shape_147.setTransform(348.5,347);

	this.shape_148 = new cjs.Shape();
	this.shape_148.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkDAxQACgOAEgRQgCgSALgLQATgTAYgJQAagJAMAAQAVAFAMAGQACABACABQAMAGANARQAGAHAGAHQAFAIAFAGQAKARAKAEIAFAFQAFAAAEgBQAPAAASgLQAEgDAEgDQAJgIALgJQAOgKAMgLQACgCABgBQAPgOAUAAQAIAAAJACQATAGAMAQQAFAHAEAHQAFAKAHAIQANAPAUAEQAXADAXABQARABAPgT");
	this.shape_148.setTransform(348.9,346.4);

	this.shape_149 = new cjs.Shape();
	this.shape_149.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aj4AyQgBgQABgRQgEgSAJgNQASgUAZgJQAagIAMgBQAVAHALAGQADACACABQAMAGALASQAGAIAGAHQAEAIAFAHQAKASAIAFQAFAGgBAAQAFAAAEAAQAOgBATgNQAEgCAEgDQAJgIAKgJQAOgLAMgMQACgBACgCQAOgPAUAAQAIAAAJACQATAGALARQAFAGAEAJQAEAKAGAIQANAQAUAEQAZAEAWABQAQACAOgV");
	this.shape_149.setTransform(349.3,345.9);

	this.shape_150 = new cjs.Shape();
	this.shape_150.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjqAyQgFgSgBgRQgGgUAHgNQAQgVAagIQAcgJAMAAQAUAHALAHQACACACABQAMAHALATQAFAIAFAIQAFAJADAHQAKAUAHAFQAEAHgBAAQAFAAAEAAQAOAAATgPQAEgCAEgDQALgJAIgJQANgMAMgLQACgCACgCQAPgQATgBQAIAAAJADQATAGALASQAEAGAEAKQADAKAGAIQAMARAUAEQAbAEAUACQAQADANgY");
	this.shape_150.setTransform(349.4,345.5);

	this.shape_151 = new cjs.Shape();
	this.shape_151.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjcAzQgHgVgEgRQgIgWAFgNQAOgWAcgIQAbgIAMAAQAUAIALAIQACABACABQALAIAKAUQAFAIAFAJQAEAKAEAHQAJAWAFAGQAFAHgDAAQAFAAAFAAQAMAAAUgPQAEgDAEgEQALgIAIgKQANgMAMgMQACgCACgBQAPgSASgBQAIAAAJADQAUAGAKATQAEAGADALQADAKAFAJQALASAVADQAdAFASACQAQADAMga");
	this.shape_151.setTransform(349.4,345.1);

	this.shape_152 = new cjs.Shape();
	this.shape_152.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjNAzQgihDAMgSQAMgRAkgJQAkgJAIAIQAIAGAOALQAOAKAPAlQAOAnAFAJQAEAIgDAAIAKAAQANAAAbgXQAYgXAXgYQAXgbAbAJQAcAKAHAiQAIAlAfAFQAfAFAQAEQAQADALgd");
	this.shape_152.setTransform(349.4,344.7);

	this.shape_153 = new cjs.Shape();
	this.shape_153.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai1j+QAOAQALAMQANAPAHAKQALAUABALQABAXAAAHQAAANAAAKQAAAGAAAGQABAGABAFQADANAHANQABACACACQAFAIAEAGQAHAIAGAEQAEABAEACQAFADAGADQAGADAFACQANAGAKAHQADACACADQABAAABABQAMAHANARQABADAAACQAJAMAEALQACAEAAADQABAEAAADQAAADAAADQABADAAACQABALABANQAAABABACQAAADAAADQACAOAGANQACAFACAEQABADACACQAFAJAFAHQAFAJALAIQAEACAEADQACACACABQAPAIAPAKQACABABABQAFACAEADQATAMALAEQACABABABQAXAJALAQ");
	this.shape_153.setTransform(438.6,219.6);

	this.shape_154 = new cjs.Shape();
	this.shape_154.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai9juQAPAQALAKQANANAJAJQAMATABAKQACAWABAGQAAAMABALQABAFAAAFQACAGABAFQAEAMAHAMQACACABADQAFAHAFAFQAGAIAHADQADACAEACQAFADAHADQAFACAFACQAMAGALAHQACABACADQACAAABABQAMAGAMAQQAAADACACQAJALAFAJQABAEABADQABADABADQAAADABAEQAAACABADQABAKADAMQAAABAAABQAAAEACADQADANAGAMQACAFACAEQACACABADQAFAIAFAHQAGAIAKAHQAEADAEADQACABADABQAOAJAPAJQACABABABQAFADAEACQASALAMAEQACABABAAQAWAJALAO");
	this.shape_154.setTransform(427.6,221.2);

	this.shape_155 = new cjs.Shape();
	this.shape_155.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjGjeQAPAOAMAIQANAOAKAHQANARABAJQAFAUAAAHQABALADAKQAAAFACAFQABAFADAFQAEAMAHALQACACABACQAFAHAFAFQAHAGAGAEQAEACADACQAGACAGADQAFACAFADQAMAFAKAGQACACADACQABAAABABQANAGALAPQABABACACQAKALAEAIQADADAAADQACADABAEQAAACABADQABACABADQABAKAEALQAAABABABQAAADADAEQADAMAHAMQACAEADAEQABADABACQAFAIAFAGQAHAHAKAHQADADAEADQADABACABQAOAJAPAJQACABABAAQAFADAEACQASAKALADQACABACABQAVAIAMAN");
	this.shape_155.setTransform(416.6,222.8);

	this.shape_156 = new cjs.Shape();
	this.shape_156.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjOjOQAQAOAMAGQANANAKAFQAPAQACAJQAFASACAGQABAKAEAKQABAFACAEQACAFADAFQAFALAHAKQABACACACQAFAHAFAEQAHAGAGAEQAEACADABQAFADAHADQAFACAFACQALAFAKAFQACACADACQABAAABABQANAGALANQACABACACQAKAKAFAHQACADABADQACACABADQABADABACQABADABACQACAJAFALQABABAAABQACADABADQAFAMAHALQADAEACAEQACACABACQAFAHAGAHQAGAGAJAHQAEADAEACQADACACABQAPAJAOAIQABABABABQAFACAFADQAQAIANADQABABACAAQAWAHALAM");
	this.shape_156.setTransform(405.6,224.4);

	this.shape_157 = new cjs.Shape();
	this.shape_157.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjWi+QAQANANAFQANALALAFQAQAOACAIQAHARACAFQACAKAEAIQACAFACAFQADAFADAEQAGAKAHAKQACABABACQAGAGAFAEQAGAGAHAEQADABAEACQAFACAGADQAFACAFACQALAFAKAFQACABACACQACAAABABQANAGALALQACABACACQAKAJAGAGQADACABADQABACADADQAAACABADQABACADADQACAIAGAKQABABABABQABADACADQAGAKAIALQACAEADADQABADACACQAFAGAGAGQAGAHAJAGQAEACAEADQACACADABQAOAIAOAIQABABACABQAFACAFADQAPAHAMACQADABABAAQAVAHANAK");
	this.shape_157.setTransform(394.6,226);

	this.shape_158 = new cjs.Shape();
	this.shape_158.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjeiuQAQAMANAEQANAKANADQARANACAHQAJAPACAFQADAJAFAJQADAEACAEQAEAEADAFQAHAJAHAJQACABABACQAFAFAGAEQAGAFAHAEQADABAEACQAFADAGACQAFACAEACQALAEAKAFQACABACABQACABABAAQAOAGALAJQABACACABQALAIAHAFQACACABACQACACACADQACACABADQABACADADQADAHAIAKQAAAAAAABQACADADADQAHAKAIAKQACADADAEQACACACACQAFAGAGAFQAGAGAJAGQADACAEADQADACADABQAOAJAOAHQABABABAAQAFADAFACQAOAHAOABQACABACAAQAUAGANAJ");
	this.shape_158.setTransform(383.6,227.5);

	this.shape_159 = new cjs.Shape();
	this.shape_159.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjnieQARALAOACQANAJANACQASAMADAFQALAOACAFQAEAIAGAIQADAEADAEQAEAEAEAEQAHAJAIAIQABABACABQAFAGAGADQAGAEAHAEQADACADABQAGADAGACQAEACAFACQAKAEAJADQACACADABQABAAACABQAOAFALAIQACABACABQALAHAHAEQADACABACQACABADADQABACACACQABACADADQAEAHAJAJQAAABABAAQACADADADQAIAJAIAKQADADADADQACACABADQAFAFAHAFQAGAFAJAFQADADAEACQADACADABQANAJAPAHQAAABABAAQAFADAFACQAOAFAOABQACABACAAQATAFAOAI");
	this.shape_159.setTransform(372.6,229.1);

	this.shape_160 = new cjs.Shape();
	this.shape_160.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjviOQARAKAPABQANAHAOABQARAHAFAJQAJAHAGAJQAHALAMALQAEAEAFAEQAJAKAJAHQAGAFAGADQAJAFAKAGQAFACAGADQAOAFAOAFQACABADAAQAQAFAMAIQAPAIAJADQACABACACQAEADAEAFQADACACADQAFAGALAJQACADAEACQALAMAMAMQADACABACQAKAKAQAJQADACAFADQAQAKARAIQABABABAAQARAJAUABQAVAEARAI");
	this.shape_160.setTransform(361.6,230.7);

	this.shape_161 = new cjs.Shape();
	this.shape_161.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aj2h/QARAKAPgBQAOAGANAAQATAHAEAFQAIAFAGAGQAJAKAKAJQAIAGAFAEQAFAEAGAFQAFADAEAEQAGAEAGADQACACACABQAIAEAIAEQAFADAGADQAPAGAOADQAGADABAAQAQAEAKAFQADABACABQAMAFAHACQADABACABIAAAAQAFACAEAEQACACADADQADADAGAEQADACAEADQADADADACQAHAGAIAGQAFAEAFAFQACACACACQAJAHAMAIQADACADACQADACAFADQAIAFAJAFQAIAFAIAEQABAAABABQAFACAGACQAMAEAPABQAVADARAH");
	this.shape_161.setTransform(360,242.8);

	this.shape_162 = new cjs.Shape();
	this.shape_162.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Aj/huQASAIAPgCQANAFAOgCQATAFAGAEQAIADAFAFQAMAIAKAHQAIAGAFAEQAGAEAGAEQAFADAFAEQAGAEAGADQADABABABQAJAFAIAEQAFADAGADQAPAGAOADQAHACABAAQAQAEALAFQADAAACABQAMAEAIAAQACABADABQAAAAAAgBQAFACAEADQACACADACQAEACAFAEQAEABAEADQACABAEADQAIAFAIAGQAFADAFAFQACABADACQAJAHAMAIQAEACACADQADACAFACQAJAGAIAFQAIAFAJAEQABAAABABQAFACAGACQAMAEAQAAQAVACATAF");
	this.shape_162.setTransform(358.5,255);

	this.shape_163 = new cjs.Shape();
	this.shape_163.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkHhfQARAIAQgEQAOADAOgCQATADAGADQAIACAHAEQAMAFALAGQAJAFAFADQAGAEAGAEQAGADAFADQAGAEAHADQACACACABQAIAEAJAFQAFADAGADQAPAGAPADQAGACABAAQARADALAFQADAAADABQAMABAIgBQADAAACABIABAAQAFAAAEADQACABADACQAEABAFADQAEABAFACQACACAEABQAHAFAJAFQAGADAGAEQACACACABQAKAHAMAIQAEACADADQADACAEACQAIAGAKAFQAIAFAIAEQABAAACABQAFADAGABQALAEASAAQAVACAUAE");
	this.shape_163.setTransform(357,267.1);

	this.shape_164 = new cjs.Shape();
	this.shape_164.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkPhPQARAHARgFQANABAPgDQASABAHACQAJABAHACQAOADALAFQAJAFAFACQAHADAHAEQAGADAFADQAHAEAGADQACABACABQAJAFAJAFQAFADAGADQAOAGAQADQAGABACABQASACALAEQADAAADAAQALACAKgCQADAAACABIAAgBQAFAAAFACQACABADAAQAEAAAGABQADABAGABQACACAEABQAIAEAJAEQAGADAGAEQACABADACQAKAGANAIQADADADACQADACAEACQAJAGAJAGQAJAFAIAEQABAAACABQAFADAGABQALAEAUgBQAUACAVAC");
	this.shape_164.setTransform(355.5,279.2);

	this.shape_165 = new cjs.Shape();
	this.shape_165.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkXg8QARAGARgHQAMAAAQgEQATgBAHABQAJgBAIABQAPABAMAEQAKAEAFACQAHADAHADQAGACAGADQAHAEAGADQADACACABQAJAFAIAFQAGADAGADQAOAGARADQAGABACAAQASACAMACQADAAACAAQANABAJgDQADAAADAAQAAAAAAgBQAGAAAEABQACAAADABQAFAAAFABQAEAAAFABQADABADABQAJABAJADQAHADAGADQADABACACQALAGANAIQADADAEACQADACADACQAJAGAJAGQAJAFAJAEQABABABAAQAGADAGACQALADAUgBQAVABAWAB");
	this.shape_165.setTransform(353.9,291);

	this.shape_166 = new cjs.Shape();
	this.shape_166.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkggnQASAEARgHQAMgCAQgGQAUgCAIgBQAJgBAIgBQARgCAMAEQAKACAFACQAIADAHACQAHADAGADQAHADAHADQACACADABQAJAFAIAFQAGADAHAEQANAGASACQAGABACAAQATABALABQADAAADAAQANAAAKgEQADAAADgBQAAAAAAgBQAGgBAFAAQACAAACABQAFgBAFAAQAFgBAFABQADAAADABQAJACAKADQAHACAHABQACABACACQANAFAMAJQADACAEADQADACAEACQAIAGAKAGQAJAGAIAEQACAAABABQAGACAGACQALADAWgBQAUAAAXAA");
	this.shape_166.setTransform(352.4,302.7);

	this.shape_167 = new cjs.Shape();
	this.shape_167.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkogSQASAEARgJQAMgEARgGQATgEAJgCQAKgDAJgCQASgEAMACQALACAFACQAIACAIACQAHACAHADQAGADAHAEQADABADABQAJAFAIAGQAHADAGADQANAHASAAQAHAAACAAQATABAMAAQADAAADgBQANAAALgEQADgBACgBQABAAAAgBQAGgBAFgBQACgBACAAQAGgBAFgBQAEgBAGAAQADAAADAAQAJACALACQAHACAHACQADABACACQANADAMAJQAEACAEADQADACADACQAJAGAJAGQAKAGAIAEQACABABAAQAGADAGACQALACAXgCQAUAAAZgC");
	this.shape_167.setTransform(350.8,314.2);

	this.shape_168 = new cjs.Shape();
	this.shape_168.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkwABQASADARgIQAMgGARgHQAUgGAKgDQAKgEAJgDQATgHANABQALACAFABQAIABAJACQAHACAHADQAHADAIADQACACADABQAJAFAJAGQAGADAHAEQAMAEAUACQAGAAACAAQAVAAALgBQAEgBADAAQAMgDAMgEQADgBADgBQAAgBABAAQAGgDAFgBQACgBACAAQAGgDAFgCQAEgBAGgBQADAAAEAAQAJABAMACQAHABAIACQACABADABQANAFAMAHQAEADAEACQADACADACQAIAHALAGQAJAGAJAEQABAAABABQAHADAGABQAKADAYgCQAUgBAbgD");
	this.shape_168.setTransform(349.3,325.8);

	this.shape_169 = new cjs.Shape();
	this.shape_169.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak4AXQASACASgMQALgHASgGQATgIALgFQAKgFAKgEQAVgJANAAQALAAAGABQAIABAJACQAIACAIACQAHADAHAEQADABADABQAJAGAJAFQAHADAGACQAMAHAUABQAHAAACAAQAVAAAMgDQADAAADgBQANgEANgFQADgBADgCQAAAAABgBQAGgDAFgDQACgBACgBQAGgDAFgCQAFgDAGgBQADAAAEAAQAJAAAMABQAIABAIABQACABADABQAOAFAMAJQAEACAEADQADAAADACQAJAHAKAGQAKAGAIAEQACABABAAQAHADAGACQAKACAagDQAUgBAbgF");
	this.shape_169.setTransform(347.8,337.4);

	this.shape_75.mask = this.shape_76.mask = this.shape_77.mask = this.shape_78.mask = this.shape_79.mask = this.shape_80.mask = this.shape_81.mask = this.shape_82.mask = this.shape_83.mask = this.shape_84.mask = this.shape_85.mask = this.shape_86.mask = this.shape_87.mask = this.shape_88.mask = this.shape_89.mask = this.shape_90.mask = this.shape_91.mask = this.shape_92.mask = this.shape_93.mask = this.shape_94.mask = this.shape_95.mask = this.shape_96.mask = this.shape_97.mask = this.shape_98.mask = this.shape_99.mask = this.shape_100.mask = this.shape_101.mask = this.shape_102.mask = this.shape_103.mask = this.shape_104.mask = this.shape_105.mask = this.shape_106.mask = this.shape_107.mask = this.shape_108.mask = this.shape_109.mask = this.shape_110.mask = this.shape_111.mask = this.shape_112.mask = this.shape_113.mask = this.shape_114.mask = this.shape_115.mask = this.shape_116.mask = this.shape_117.mask = this.shape_118.mask = this.shape_119.mask = this.shape_120.mask = this.shape_121.mask = this.shape_122.mask = this.shape_123.mask = this.shape_124.mask = this.shape_125.mask = this.shape_126.mask = this.shape_127.mask = this.shape_128.mask = this.shape_129.mask = this.shape_130.mask = this.shape_131.mask = this.shape_132.mask = this.shape_133.mask = this.shape_134.mask = this.shape_135.mask = this.shape_136.mask = this.shape_137.mask = this.shape_138.mask = this.shape_139.mask = this.shape_140.mask = this.shape_141.mask = this.shape_142.mask = this.shape_143.mask = this.shape_144.mask = this.shape_145.mask = this.shape_146.mask = this.shape_147.mask = this.shape_148.mask = this.shape_149.mask = this.shape_150.mask = this.shape_151.mask = this.shape_152.mask = this.shape_153.mask = this.shape_154.mask = this.shape_155.mask = this.shape_156.mask = this.shape_157.mask = this.shape_158.mask = this.shape_159.mask = this.shape_160.mask = this.shape_161.mask = this.shape_162.mask = this.shape_163.mask = this.shape_164.mask = this.shape_165.mask = this.shape_166.mask = this.shape_167.mask = this.shape_168.mask = this.shape_169.mask = mask_5;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[]}).to({state:[{t:this.shape_75}]},209).to({state:[{t:this.shape_76}]},1).to({state:[{t:this.shape_77}]},1).to({state:[{t:this.shape_78}]},1).to({state:[{t:this.shape_79}]},1).to({state:[{t:this.shape_80}]},1).to({state:[{t:this.shape_81}]},1).to({state:[{t:this.shape_82}]},1).to({state:[{t:this.shape_83}]},1).to({state:[{t:this.shape_84}]},1).to({state:[{t:this.shape_85}]},1).to({state:[{t:this.shape_86}]},1).to({state:[{t:this.shape_87}]},1).to({state:[{t:this.shape_88}]},1).to({state:[{t:this.shape_89}]},1).to({state:[{t:this.shape_90}]},1).to({state:[{t:this.shape_91}]},1).to({state:[{t:this.shape_92}]},1).to({state:[{t:this.shape_93}]},1).to({state:[{t:this.shape_94}]},1).to({state:[{t:this.shape_95}]},1).to({state:[{t:this.shape_96}]},1).to({state:[{t:this.shape_97}]},1).to({state:[{t:this.shape_98}]},1).to({state:[{t:this.shape_99}]},1).to({state:[{t:this.shape_100}]},1).to({state:[{t:this.shape_101}]},1).to({state:[{t:this.shape_102}]},1).to({state:[{t:this.shape_103}]},1).to({state:[{t:this.shape_104}]},1).to({state:[{t:this.shape_105}]},1).to({state:[{t:this.shape_106}]},1).to({state:[{t:this.shape_107}]},1).to({state:[{t:this.shape_108}]},1).to({state:[{t:this.shape_109}]},1).to({state:[{t:this.shape_110}]},1).to({state:[{t:this.shape_111}]},1).to({state:[{t:this.shape_112}]},1).to({state:[{t:this.shape_113}]},1).to({state:[{t:this.shape_114}]},1).to({state:[{t:this.shape_115}]},1).to({state:[{t:this.shape_116}]},1).to({state:[{t:this.shape_117}]},1).to({state:[{t:this.shape_118}]},1).to({state:[{t:this.shape_119}]},1).to({state:[{t:this.shape_120}]},1).to({state:[{t:this.shape_121}]},1).to({state:[{t:this.shape_122}]},1).to({state:[{t:this.shape_123}]},1).to({state:[{t:this.shape_124}]},1).to({state:[{t:this.shape_124}]},1).to({state:[{t:this.shape_125}]},1).to({state:[{t:this.shape_126}]},1).to({state:[{t:this.shape_127}]},1).to({state:[{t:this.shape_128}]},1).to({state:[{t:this.shape_129}]},1).to({state:[{t:this.shape_130}]},1).to({state:[{t:this.shape_131}]},1).to({state:[{t:this.shape_132}]},1).to({state:[{t:this.shape_133}]},1).to({state:[{t:this.shape_134}]},1).to({state:[{t:this.shape_135}]},1).to({state:[{t:this.shape_136}]},1).to({state:[{t:this.shape_137}]},1).to({state:[{t:this.shape_138}]},1).to({state:[{t:this.shape_139}]},1).to({state:[{t:this.shape_140}]},1).to({state:[{t:this.shape_141}]},1).to({state:[{t:this.shape_142}]},1).to({state:[{t:this.shape_142}]},11).to({state:[{t:this.shape_143}]},1).to({state:[{t:this.shape_144}]},1).to({state:[{t:this.shape_145}]},1).to({state:[{t:this.shape_146}]},1).to({state:[{t:this.shape_147}]},1).to({state:[{t:this.shape_148}]},1).to({state:[{t:this.shape_149}]},1).to({state:[{t:this.shape_150}]},1).to({state:[{t:this.shape_151}]},1).to({state:[{t:this.shape_152}]},1).to({state:[]},1).to({state:[{t:this.shape_75}]},60).to({state:[{t:this.shape_76}]},1).to({state:[{t:this.shape_77}]},1).to({state:[{t:this.shape_78}]},1).to({state:[{t:this.shape_79}]},1).to({state:[{t:this.shape_80}]},1).to({state:[{t:this.shape_81}]},1).to({state:[{t:this.shape_82}]},1).to({state:[{t:this.shape_83}]},1).to({state:[{t:this.shape_84}]},1).to({state:[{t:this.shape_85}]},1).to({state:[{t:this.shape_86}]},1).to({state:[{t:this.shape_87}]},1).to({state:[{t:this.shape_88}]},1).to({state:[{t:this.shape_89}]},1).to({state:[{t:this.shape_90}]},1).to({state:[{t:this.shape_91}]},1).to({state:[{t:this.shape_92}]},1).to({state:[{t:this.shape_93}]},1).to({state:[{t:this.shape_94}]},1).to({state:[{t:this.shape_95}]},1).to({state:[{t:this.shape_96}]},1).to({state:[{t:this.shape_97}]},1).to({state:[{t:this.shape_98}]},1).to({state:[{t:this.shape_99}]},1).to({state:[{t:this.shape_100}]},1).to({state:[{t:this.shape_101}]},1).to({state:[{t:this.shape_102}]},1).to({state:[{t:this.shape_103}]},1).to({state:[{t:this.shape_104}]},1).to({state:[{t:this.shape_105}]},1).to({state:[{t:this.shape_106}]},1).to({state:[{t:this.shape_107}]},1).to({state:[{t:this.shape_108}]},1).to({state:[{t:this.shape_109}]},1).to({state:[{t:this.shape_110}]},1).to({state:[{t:this.shape_111}]},1).to({state:[{t:this.shape_112}]},1).to({state:[{t:this.shape_113}]},1).to({state:[{t:this.shape_114}]},1).to({state:[{t:this.shape_115}]},1).to({state:[{t:this.shape_116}]},1).to({state:[{t:this.shape_117}]},1).to({state:[{t:this.shape_118}]},1).to({state:[{t:this.shape_119}]},1).to({state:[{t:this.shape_120}]},1).to({state:[{t:this.shape_121}]},1).to({state:[{t:this.shape_122}]},1).to({state:[{t:this.shape_123}]},1).to({state:[{t:this.shape_124}]},1).to({state:[{t:this.shape_124}]},1).to({state:[{t:this.shape_153}]},1).to({state:[{t:this.shape_154}]},1).to({state:[{t:this.shape_155}]},1).to({state:[{t:this.shape_156}]},1).to({state:[{t:this.shape_157}]},1).to({state:[{t:this.shape_158}]},1).to({state:[{t:this.shape_159}]},1).to({state:[{t:this.shape_160}]},1).to({state:[{t:this.shape_161}]},1).to({state:[{t:this.shape_162}]},1).to({state:[{t:this.shape_163}]},1).to({state:[{t:this.shape_164}]},1).to({state:[{t:this.shape_165}]},1).to({state:[{t:this.shape_166}]},1).to({state:[{t:this.shape_167}]},1).to({state:[{t:this.shape_168}]},1).to({state:[{t:this.shape_169}]},1).to({state:[{t:this.shape_142}]},1).to({state:[{t:this.shape_142}]},11).to({state:[{t:this.shape_143}]},1).to({state:[{t:this.shape_144}]},1).to({state:[{t:this.shape_145}]},1).to({state:[{t:this.shape_146}]},1).to({state:[{t:this.shape_147}]},1).to({state:[{t:this.shape_148}]},1).to({state:[{t:this.shape_149}]},1).to({state:[{t:this.shape_150}]},1).to({state:[{t:this.shape_151}]},1).to({state:[{t:this.shape_152}]},1).to({state:[]},1).wait(491));

	// SSU protein
	this.shape_170 = new cjs.Shape();
	this.shape_170.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhhkyQAFATAUAQQAKAHARAUQASAUARARQAOAQAFAPQAFAPACAUQACAUgFATQgFATgFAQQgDARAIAZQAHAZAKANQAJAOAPANQAOAMALAKQALAKAFAbQAGAbgKAZQgGAQgHAVQgHAVAAARQACARAeBA");
	this.shape_170.setTransform(445,276.8);

	this.shape_171 = new cjs.Shape();
	this.shape_171.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhikxQAFATAUAQQAJAHASAVQASAUAPAQQAOARAGAPQAFAQACATQACAUgEASQgFATgEARQgDAQAHAZQAIAYAJAOQAKAOAOANQAPANAKAJQAKALAGAaQAGAbgJAZQgGAQgGAVQgHAVABAQQACARAdA/");
	this.shape_171.setTransform(445.3,275.6);

	this.shape_172 = new cjs.Shape();
	this.shape_172.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhjkwQAFAUAUAQQAKAHARAVQARAUAPAQQAPARAEAQQAGAPACATQADATgFATQgEASgDARQgDAQAIAZQAHAXAJAPQAKAPAOAMQAOANAKAKQALAKAFAbQAGAbgIAYQgFAPgGAWQgGAUABAQQACARAdA+");
	this.shape_172.setTransform(445.6,274.4);

	this.shape_173 = new cjs.Shape();
	this.shape_173.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhlkwQAHAVATAQQAJAIARAUQARAUAPARQAPARAEAQQAFAPADATQACATgDATQgEASgDAQQgCAQAHAaQAIAWAJAPQAJAPAOANQAOANAKAKQAKAKAGAaQAGAbgIAYQgFAPgFAVQgFAVABAQQADAQAcA+");
	this.shape_173.setTransform(445.8,273.2);

	this.shape_174 = new cjs.Shape();
	this.shape_174.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhnkvQAIAWATAQQAJAHAQAVQARAUAOARQAPAQAFARQAFAQACASQADATgDASQgDASgDAQQgBAQAHAaQAIAWAJAPQAIAPAOANQANANALAKQAKALAGAaQAGAagHAYQgFAPgEAVQgFAVACAPQACARAdA8");
	this.shape_174.setTransform(446.1,272);

	this.shape_175 = new cjs.Shape();
	this.shape_175.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhokuQAIAWATAQQAJAIAQAVQAQAUAOAQQAOARAGARQAEAQADASQADATgDASQgDASgCAQQgBAQAHAZQAJAXAIAOQAJAPANANQANANAKALQAKALAGAZQAHAagHAYQgEAPgEAVQgEAUACAQQADAQAcA7");
	this.shape_175.setTransform(446.4,270.8);

	this.shape_176 = new cjs.Shape();
	this.shape_176.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhqktQAJAXATAQQAJAIAQAUQAPAVAOAQQAOARAGARQAEAQADASQAEATgDARQgCASgCAQQgBAQAHAZQAJAXAIAOQAIAPAOANQAMAOALALQAKAKAGAaQAGAagGAXQgDAPgEAVQgDAUACAPQADAQAcA6");
	this.shape_176.setTransform(446.7,269.6);

	this.shape_177 = new cjs.Shape();
	this.shape_177.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhrktQAJAYATAQQAJAIAPAVQAPAUAOARQANARAGARQAGARACARQADASgBASQgDARAAAQQgBAQAHAZQAJAXAIAOQAIAPANAOQAMANAKALQAKALAGAZQAHAagGAWQgCAQgDAUQgDAVACAOQAEAQAbA6");
	this.shape_177.setTransform(447,268.4);

	this.shape_178 = new cjs.Shape();
	this.shape_178.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhtksQALAYASAQQAIAJAPAVQAPAUANARQAOARAGARQAGARADARQADASgCARQgBASAAAPQgCAQAIAZQAJAXAIAPQAIAOAMAOQANAOAJALQAKALAGAZQAHAZgFAWQgCAQgDAUQgCAUACAPQAFAQAbA4");
	this.shape_178.setTransform(447.3,267.2);

	this.shape_179 = new cjs.Shape();
	this.shape_179.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhukrQALAZARAQQAJAIAOAVQAPAVANAQQAMASAHARQAHARADARQACASAAARQAAARAAAQQgCAPAHAZQAKAXAHAPQAIAPAMANQAMAOAKALQAJAMAHAYQAGAZgDAWQgDAQgBAUQgBAUACAOQAFAQAaA3");
	this.shape_179.setTransform(447.6,266);

	this.shape_180 = new cjs.Shape();
	this.shape_180.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhwkrQANAaARAQQAJAJAOAUQAOAVAMARQANASAGARQAHARAEARQADARAAARQAAARgBAPQgBAQAIAZQAJAWAIAPQAHAPAMAOQAMAOAJAMQAKAMAGAYQAHAYgEAWQgBAPgBAUQgBAUADAPQAGAPAZA3");
	this.shape_180.setTransform(447.8,264.9);

	this.shape_181 = new cjs.Shape();
	this.shape_181.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhykqQAOAbARAQQAIAJAOAVQAOAUAMARQAMASAHASQAGARAFARQAEARAAAQQAAARAAAPQgBAPAIAZQAJAXAHAPQAHAPAMAOQALAOAKAMQAKALAGAZQAHAYgDAVQgBAPAAAUQgBAUADAOQAGAPAaA2");
	this.shape_181.setTransform(448.1,263.6);

	this.shape_182 = new cjs.Shape();
	this.shape_182.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AhzkpQAOAbARAQQAIAJANAVQAOAUALASQAMARAHATQAHARAEARQAFAQAAAQQABARAAAPQgBAPAIAZQAKAXAHAPQAHAPALAOQALAOAKAMQAJAMAHAYQAGAYgCAVQAAAPAAAUQABATADAOQAGAPAZA1");
	this.shape_182.setTransform(448.4,262.5);

	this.shape_183 = new cjs.Shape();
	this.shape_183.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah1koQAQAcAQAQQAIAJANAVQANAVALAQQAMATAHASQAGASAFAQQAFAQABAQQABAQAAAQQAAAPAIAYQAKAXAHAPQAHAPALAOQAKAPAKAMQAKAMAGAYQAHAXgCAVQAAAPABAUQABATADAOQAHAPAZAz");
	this.shape_183.setTransform(448.6,261.2);

	this.shape_184 = new cjs.Shape();
	this.shape_184.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah2koQAQAdAQAQQAIAJAMAVQANAVALARQALASAHATQAHARAFAQQAFAQABAQQACAQABAPQAAAPAIAZQAKAXAGAPQAHAPALAPQAKAOAKAMQAJAMAHAYQAGAXgBAVQABAOACAUQABAUAEAMQAHAPAYAz");
	this.shape_184.setTransform(448.9,260.1);

	this.shape_185 = new cjs.Shape();
	this.shape_185.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah4knQARAeAQAQQAIAJAMAVQAMAVAKARQALATAHASQAHASAGAQQAFAQACAQQABAPACAPQAAAPAJAZQAJAWAHAPQAGAQALAOQAKAPAJAMQAKANAGAXQAHAXAAAUQABAPACATQACATAEANQAIAPAYAy");
	this.shape_185.setTransform(449.2,258.8);

	this.shape_186 = new cjs.Shape();
	this.shape_186.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah6kmQASAeAPAQQAJAKALAVQAMAVAKARQAKATAIASQAHATAFAPQAGAQACAPQACAQACAOQABAPAJAZQAKAWAGAPQAGAQAKAOQAKAPAJANQAKAMAHAXQAGAXABAUQABAPADATQADATAEANQAIAOAYAx");
	this.shape_186.setTransform(449.5,257.7);

	this.shape_187 = new cjs.Shape();
	this.shape_187.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah7klQASAfAQAQQAIAKALAVQALAUAKARQAKAUAHATQAIASAGAPQAFAPADAQQADAPACAPQABAOAIAZQAKAWAHAPQAGAQAKAPQAJAPAJAMQAKANAGAXQAHAWABAUQADAPADATQADATAEAMQAJAPAXAv");
	this.shape_187.setTransform(449.8,256.4);

	this.shape_188 = new cjs.Shape();
	this.shape_188.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah8klQATAgAPAQQAIAKALAVQAKAVAKARQAJATAIATQAIATAGAPQAGAPADAPQADAPACAPQACAOAIAZQALAWAGAQQAFAPAKAPQAJAPAKANQAJAMAHAXQAGAWACAUQADAPAEASQAEATAEANQAJANAXAv");
	this.shape_188.setTransform(450.1,255.3);

	this.shape_189 = new cjs.Shape();
	this.shape_189.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ah+kkQAUAhAOAQQAIAKAKAVQALAVAJARQAJAUAIATQAIATAGAOQAGAPAEAPQADAPADAOQACAPAJAYQAKAWAGAQQAFAPAKAPQAJAQAJANQAJANAHAWQAHAWACATQADAOAFATQAEATAFAMQAKAOAWAu");
	this.shape_189.setTransform(450.4,254);

	this.shape_190 = new cjs.Shape();
	this.shape_190.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiAkjQAVAhAPAQQAHAKAKAVQAKAVAJARQAJAUAIAUQAIATAGAOQAHAOAEAPQAEAPADAOQACAOAJAZQAKAWAGAQQAFAPAJAPQAJAQAJANQAJANAHAWQAHAVADAUQAEAOAFATQAFASAFAMQAKAOAWAt");
	this.shape_190.setTransform(450.6,252.9);

	this.shape_191 = new cjs.Shape();
	this.shape_191.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiBkjQAWAiAOAQQAHALAKAVQAKAVAIARQAIAUAJAUQAHATAHAOQAHAOAEAPQAFAOADAOQADAOAJAZQALAWAFAPQAFAQAJAQQAIAPAJANQAJAOAHAVQAHAWADASQAFAPAGATQAGASAFAMQAKANAVAt");
	this.shape_191.setTransform(450.9,251.7);

	this.shape_192 = new cjs.Shape();
	this.shape_192.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiDkiQAXAjAOAQQAHALAJAVQAKAVAIARQAHAUAJAUQAIAUAHANQAHAOAFAPQAFAOADAOQADAOAKAYQAKAWAFAQQAGAQAIAPQAIAQAJANQAJAOAHAVQAHAVAEATQAFAOAHASQAGATAFALQALAOAVAr");
	this.shape_192.setTransform(451.2,250.4);

	this.shape_193 = new cjs.Shape();
	this.shape_193.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiFkhQAYAjANAQQAIALAJAVQAIAWAIAQQAHAVAJAUQAIAUAHANQAIAOAFAOQAFAOAEAOQAEAOAJAYQALAWAFAQQAFAQAIAPQAIAQAJAOQAIAOAIAUQAHAVAEATQAGANAHATQAHASAFALQAMAOAUAq");
	this.shape_193.setTransform(451.5,249.3);

	this.shape_194 = new cjs.Shape();
	this.shape_194.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiGkgQAZAkANAQQAHALAIAVQAJAVAHARQAHAVAJAVQAIATAIAOQAHANAGAOQAGANAEAPQAEANAJAXQALAXAFAQQAFAQAIAQQAHAQAJAOQAJAOAHAUQAHAVAFASQAGAOAIASQAHASAGALQAMANAUAp");
	this.shape_194.setTransform(451.7,248);

	this.shape_195 = new cjs.Shape();
	this.shape_195.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiHkgQAZAlAMAQQAIALAIAVQAIAWAHARQAGAVAJAUQAJAUAHAOQAIANAGANQAHAOAEAOQAEAOAKAVQALAZAFAPQAEAQAIAQQAHAQAJAOQAIAOAIAVQAHAUAFASQAHAOAJASQAIASAFAKQANANATAp");
	this.shape_195.setTransform(452,246.9);

	this.shape_196 = new cjs.Shape();
	this.shape_196.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiJkfQAaAmANAQQAHALAIAVQAHAWAHARQAGAVAJAVQAJAUAHANQAIANAHANQAHANAFAOQAEAOAKAWQALAYAFAPQAEAQAHAQQAHARAJAOQAIAOAIAUQAHAUAGASQAIAOAJARQAIASAGALQANANATAn");
	this.shape_196.setTransform(452.3,245.6);

	this.shape_197 = new cjs.Shape();
	this.shape_197.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiLkeQAbAmAMAQQAHAMAHAVQAIAVAGASQAFAVAKAUQAJAVAIANQAIAMAHAOQAHANAGANQAEAOAKAWQAMAYAEAPQAEAQAHARQAHAQAIAPQAIAOAIAUQAHATAIARQAHAOAKASQAJASAGAKQAOANATAm");
	this.shape_197.setTransform(452.6,244.5);

	this.shape_198 = new cjs.Shape();
	this.shape_198.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiMkdQAcAnALAQQAHAMAHAVQAHAVAGARQAFAWAKAVQAIAVAJAMQAIAMAIANQAHANAGAOQAFANAKAWQAMAYAEAQQAEAPAGARQAHARAIAOQAJAPAIATQAHAUAHARQAIANALASQAJARAHAKQAOANASAl");
	this.shape_198.setTransform(452.9,243.2);

	this.shape_199 = new cjs.Shape();
	this.shape_199.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiNkcQAcAnAMAQQAHAMAFAVQAHAWAGARQAFAWAJAVQAJAVAJAMQAIAMAJANQAIAMAFAOQAGANAKAWQAMAYAEAQQAEAQAGAQQAGARAIAPQAJAPAHATQAIATAIARQAJANALASQAKARAHAKQAOAMASAk");
	this.shape_199.setTransform(453.2,242.1);

	this.shape_200 = new cjs.Shape();
	this.shape_200.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiPkcQAdAoALAQQAHANAGAVQAGAVAFASQAFAVAKAWQAJAVAJAMQAIALAJANQAJAMAGAOQAGANAKAVQAMAZAEAPQADARAGAQQAGARAIAPQAIAPAIAUQAIASAIARQAKANALARQALARAHAKQAPANARAj");
	this.shape_200.setTransform(453.4,240.9);

	this.shape_201 = new cjs.Shape();
	this.shape_201.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiRkbQAfApALAQQAGAMAGAVQAGAWAEARQAFAWAKAXQAJAUAJAMQAJALAJAMQAJAMAHAOQAGANAKAVQAMAYAEAQQADAQAGASQAFAQAIAQQAJAPAHATQAIASAJAQQAKAOAMARQAMARAHAJQAPAMARAj");
	this.shape_201.setTransform(453.7,239.7);

	this.shape_202 = new cjs.Shape();
	this.shape_202.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiSkbQAfAqAKAQQAHANAFAVQAGAWAEARQAEAWAKAWQAJAWAJALQAKALAJAMQAKAMAHANQAGANALAWQAMAXADAQQADARAGAQQAFASAIAPQAIAPAIATQAIASAJAQQALANANARQAMASAHAIQAQAMAQAj");
	this.shape_202.setTransform(454,238.5);

	this.shape_203 = new cjs.Shape();
	this.shape_203.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiUkaQAhArAKAQQAGANAFAVQAEAVAFASQADAWAKAXQAKAVAKALQAJALAJAMQALALAIAOQAGAMAKAWQANAYADAQQADAQAFARQAFASAIAPQAIAPAIATQAHARALARQALANANARQANAQAHAJQARAMAQAh");
	this.shape_203.setTransform(454.3,237.3);

	this.shape_204 = new cjs.Shape();
	this.shape_204.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiVkZQAhArAKAQQAGANAEAVQAFAWAEARQACAXALAWQAKAWAJALQAKAKAKAMQALAMAIANQAHAMALAWQAMAXADARQADAQAEARQAFASAIAPQAIAQAIASQAIARALAQQALANAOARQAOARAHAIQARAMAQAg");
	this.shape_204.setTransform(454.6,236.1);

	this.shape_205 = new cjs.Shape();
	this.shape_205.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiXkYQAiAsAJAQQAHANAEAVQAEAWADASQADAWAKAXQAKAWAKAKQAKAKALAMQALALAIANQAHANALAVQANAYACAQQADARAEARQAFASAIAQQAIAPAIASQAHARAMAPQAMANAPARQAOAQAIAJQARALAPAf");
	this.shape_205.setTransform(454.8,234.9);

	this.shape_206 = new cjs.Shape();
	this.shape_206.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiZkXQAjAsAJAQQAGANAEAWQAEAVADASQACAXALAXQAJAWALAKQAKAKALALQALAMAJAMQAIANALAVQANAYACAQQACARAEARQAFASAIAQQAHAQAIASQAIAQAMAPQANANAPARQAPAQAIAIQASALAOAe");
	this.shape_206.setTransform(455.1,233.7);

	this.shape_207 = new cjs.Shape();
	this.shape_207.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiakXQAjAtAJARQAGANAEAWQADAWADARQABAXALAXQAKAXALAKQAKAJAMALQAMALAIANQAJAMALAVQANAYACAQQACARAEARQAEASAIARQAHAQAJARQAHARANAOQAOANAPARQAPAQAJAIQASALAOAd");
	this.shape_207.setTransform(455.4,232.5);

	this.shape_208 = new cjs.Shape();
	this.shape_208.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AickWQAlAuAIAQQAGANADAWQADAWACARQABAYAMAXQAKAXAKAJQALAKAMALQANAKAJANQAIAMALAWQAOAXACARQABAPAEATQAEARAHASQAIAQAIAQQAIARAOAOQANANARAQQAQARAIAHQATALAOAc");
	this.shape_208.setTransform(455.7,231.3);

	this.shape_209 = new cjs.Shape();
	this.shape_209.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AidkVQAlAvAIAQQAGAOACAVQADAWACASQABAXALAYQAKAWALAKQALAJAMALQANAKAKAMQAJANALAVQANAXACARQACAQADASQADASAIARQAIAQAIARQAIAQAOAOQAOANARAQQARAQAIAHQATAMAOAa");
	this.shape_209.setTransform(456,230.1);

	this.shape_210 = new cjs.Shape();
	this.shape_210.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AifkUQAmAvAIAQQAGAOACAVQACAXACARQAAAYAMAYQAKAWALAJQALAKANAKQAOAKAKANQAJAMALAVQAOAXABARQACAQADASQADATAHARQAIAQAIARQAIAPAPAOQAPANARAQQARAQAJAGQAUAMANAZ");
	this.shape_210.setTransform(456.2,228.9);

	this.shape_211 = new cjs.Shape();
	this.shape_211.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AigkUQAnAxAHAQQAGAOACAVQABAWACASQAAAYALAYQALAXALAJQALAJAOAKQAOAKAKAMQAKAMALAVQAOAXABARQABAQADATQADASAHARQAIARAIAQQAIAPAPAOQAQANASAQQASAPAJAHQAUALAMAZ");
	this.shape_211.setTransform(455.5,227.6);

	this.shape_212 = new cjs.Shape();
	this.shape_212.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiikTQAoAxAHAQQAGAOABAWQABAWABARQAAAZALAXQALAYAMAIQAMAJANAKQAPAJAKANQAKAMAMAUQANAYACAQQABARACASQADATAHARQAIARAIAQQAIAPAQAOQAQAMATAQQASAPAJAHQAVALAMAY");
	this.shape_212.setTransform(454.8,226.5);

	this.shape_213 = new cjs.Shape();
	this.shape_213.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AikkSQApAyAHAQQAGAOAAAWQABAWABARQgBAZAMAYQAMAYALAIQAMAIAOAKQAPAJALANQAKALAMAVQANAXACARQABARACASQACATAHASQAIARAIAPQAIAPARANQAQAMATAQQATAQAKAGQAVAKAMAX");
	this.shape_213.setTransform(454,225.2);

	this.shape_214 = new cjs.Shape();
	this.shape_214.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AilkSQApAzAHAQQAGAOAAAWQABAWAAASQgBAYALAZQAMAYAMAHQALAIAPAKQAQAJAMAMQAKAMAMAVQANAXACAQQABARABATQABATAIASQAHARAJAPQAIAPARANQASAMATAPQATAQAKAGQAWAKALAX");
	this.shape_214.setTransform(453.3,224.1);

	this.shape_215 = new cjs.Shape();
	this.shape_215.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AinkRQAqAzAHAQQAFAPAAAWQAAAWAAASQgCAZANAYQAMAYALAIQAMAIAQAJQAQAJALAMQALAKANAWQANAXABARQABARABATQACATAHASQAGARAJAPQAJAOARANQASAMAVAQQAUAPAKAFQAVALAMAV");
	this.shape_215.setTransform(452.6,222.8);

	this.shape_216 = new cjs.Shape();
	this.shape_216.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AiokQQArAzAGARQAFAPAAAVQgBAXAAARQgCAZAMAZQAMAYAMAIQAMAHAQAKQAQAIAMAMQAMAJANAXQANAXABARQABARAAATQABATAHASQAHASAJAPQAJANASANQATAMAUAPQAVAPAKAFQAWALALAU");
	this.shape_216.setTransform(451.8,221.7);

	this.shape_217 = new cjs.Shape();
	this.shape_217.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AipkPQArA0AGAQQAFAQAAAVQgBAXgBARQgCAZAMAaQAMAYAMAHQANAHAQAJQARAJAMAMQAMAJANAXQAOAWAAARQAAARABAUQABATAHASQAHASAIAOQAJAOATAMQATAMAVAPQAVAPALAFQAXAKAKAT");
	this.shape_217.setTransform(451.1,220.4);

	this.shape_218 = new cjs.Shape();
	this.shape_218.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AirkOQAsA0AGAQQAFAQgBAWQgBAWgCASQgCAZAMAZQAMAZANAHQANAHARAIQARAIAMAMQAMAKAOAWQANAXAAARQABARAAATQAAAUAHATQAHASAJANQAJAOATAMQAUAMAVAPQAWAPALAEQAXALAKAR");
	this.shape_218.setTransform(450.3,219.3);

	this.shape_219 = new cjs.Shape();
	this.shape_219.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("ACuEPQgKgRgXgKQgLgFgXgOQgWgPgUgMQgUgMgJgNQgJgNgHgTQgHgSAAgUQAAgUAAgRQAAgRgNgWQgOgXgMgJQgNgMgSgIQgRgIgNgHQgNgGgMgZQgNgaADgZQACgSABgWQACgWgFgQQgFgQgug2");
	this.shape_219.setTransform(449.6,218);
	this.shape_219._off = true;

	this.shape_220 = new cjs.Shape();
	this.shape_220.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai1j+QAPAQALAMQAPASAHAJQAIASABAMQACAWgBAGQAAANAAALQAAAGAAAGQABAFACAGQADANAHANQAFALAFAFQAHAKAIAEQADABACACQAGADAHADQAFACAHADQALAGAKAHQAEACACACQACABABABQALAHAMARQACADAAACQAIAKADAIQACAEACADQABAGABAGQAAAAAAABQABAEAAAFQAAAMACANQAAAEABAEQACAPAFANQADAGACAFQACADABACQAEAIAFAGQAFAJALAIQAFADAFADQACABAAABQARAJAQALQACAAAAABQAEACADACQAUANAMAEQABAAABABQAXAJAKAQ");
	this.shape_220.setTransform(438.8,219.8);

	this.shape_221 = new cjs.Shape();
	this.shape_221.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ai9juQAPAQALAKQAOAQAJAIQAKARACALQACAUABAGQAAAMABALQAAAFABAGQABAFACAGQAEAMAHAMQAGALAFAFQAHAIAIAEQACACADABQAGADAGADQAGADAGACQALAFAKAHQADACADACQABABACABQALAGANAQQAAACACADQAHAJAFAHQACAEABADQADAFAAAGIAAAAQABAEABAFQABALACAMQABAEABAEQADAOAGANQADAFADAFQABADABACQAEAHAFAHQAGAHALAIQAEADAFAEQACAAABABQAQAJAQALQABAAABAAQAEADADACQATALAMAEQACABABAAQAWAJALAO");
	this.shape_221.setTransform(428.1,221.7);

	this.shape_222 = new cjs.Shape();
	this.shape_222.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjFjeQAPAPAMAIQAOAPAKAHQALAQACAJQAFATAAAGQABALACAKQABAFABAGQACAFACAFQAFALAGAMQAHAKAFAFQAIAIAHAEQADABACACQAGACAGADQAGADAGACQALAFAKAGQADACACACQACABABABQAMAFALAPQACACACACQAIAJAFAGQACADABADQADAFACAFQAAABAAAAQAAAEABAEQACAKAEAMQABAEACAEQADAMAHAMQADAGACAEQACADABACQAEAHAFAGQAGAHALAIQAEADAFADQABABACABQAPAJARAJQABABABAAQADADAEACQASAKANADQABABABAAQAWAIAMAN");
	this.shape_222.setTransform(417.3,223.5);

	this.shape_223 = new cjs.Shape();
	this.shape_223.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjOjOQAQAOAMAHQAOANALAGQANAOACAJQAGARABAFQACALADAJQABAFACAFQACAFACAFQAFALAHAKQAIAKAFAFQAHAHAIAEQACABADACQAFACAGADQAGACAGADQAKAEAKAGQADABADACQABABACABQAMAGALAMQACACACACQAJAIAFAGQACADABACQAEAFACAFIAAAAQABADABAEQADAKAFALQABAEACADQAEAMAHALQADAFADAFQACACABADQAEAGAFAFQAHAIAKAHQAEADAFADQABABACABQAPAJAQAJQABAAABABQAEACADACQASAJANADQABABACAAQAVAHANAM");
	this.shape_223.setTransform(406.6,225.3);

	this.shape_224 = new cjs.Shape();
	this.shape_224.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AjWi+QAQAMANAGQANAMAMAEQAPANACAIQAIAQABAFQACAKAEAJQADAEABAFQADAFADAEQAGALAHAJQAHAJAFAEQAIAIAHADQADACACABQAGACAHADQAFACAFADQAKAEAKAFQADACACABQACAAABACQANAGALAKQADACACACQAJAHAFAFQADACABACQAFAFABAEIAAABQACADACADQADAJAGAKQACAEACADQAFALAHALQADAFADAEQACACACACQAEAGAFAGQAGAGAKAHQAFADAEADQACABACABQAPAJAPAJQABAAABAAQAEACAEADQARAIANACQACABAAAAQAVAGAOAL");
	this.shape_224.setTransform(395.8,227.1);

	this.shape_225 = new cjs.Shape();
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	this.shape_234.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkngSQARAEASgKQAMgDASgHQATgEAJgDQAJgCAJgBQASgEAMACQAKACAGACQAIACAIACQAGACAGADQAHADAHADQADACAEACQAIAEAHAFQAHADAFADQAPAIARAAQADAAADAAQAXABAMAAQAEAAADgBQALAAAJgCQADgBADgBQACgBACgBQAEgBADgBQADgBADAAQAHgCAGgBQAEgBAFAAQAEAAAEAAQAIABALADQAIACAIADQACABADACQALADAMAIQADACAEADQAEACADADQAJAFAJAGQAKAHAKAEQABAAABAAQAFADAFABQALADAXgCQAUAAAZgC");
	this.shape_234.setTransform(348.4,311.4);

	this.shape_235 = new cjs.Shape();
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	this.shape_259.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkOhOQASAHARgHQALADARgEQASAAAHADQAQAEACAAQAKACAMAGQAKAEAEADQAGADAHADQAGADAGADQAGAEAHAEQABABADABQAJAFAIAEQAFADAHADQABABACABQALAFAOACQADABADABQADAAADABQAPACAKADQAFABADABQAMABAHgBQAEAAACgBQABABABAAQAFAAADABQACAAADAAQAFABAFABQAEABAFABQADABADACQAIADAJAEQAHADAGAEQACACADACQAKAGAMAIQADACADACQAEACADADQAKAGAJAFQAJAFAHAEQACABABAAQAGADAGACQALADATgBQAUACAUAD");
	this.shape_259.setTransform(361.5,285.3);

	this.shape_260 = new cjs.Shape();
	this.shape_260.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkXg8QATAGARgIQALABASgFQASgBAIABQARABACABQALAAAMAEQAKAEAFACQAHADAHADQAGADAHADQAFADAHAEQADABACABQAIAFAJAFQAGADAFADQACAAACABQALAFAPADQADAAACABQAEAAADABQAQACAKACQAFAAAEAAQAKABAJgCQADgBADAAQABAAABAAQAFgBAEABQACAAACABQAFAAAGAAQAEAAAEABQAEABAEABQAIAAAJAEQAHADAHAEQACABADACQALAFAMAJQADACADACQADACAEADQAJAFAKAGQAIAGAIAEQACAAABABQAGACAGACQALADAUgBQAUABAWAC");
	this.shape_260.setTransform(358.9,296.1);

	this.shape_261 = new cjs.Shape();
	this.shape_261.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkfgnQATAEASgJQAKgBATgGQARgCAKgBQARgBACAAQANgCAMAEQAKACAGACQAGADAIACQAHADAHADQAGADAGADQAEACACABQAIAFAJAFQAGADAFADQACABABAAQAMAGAPACQADAAADABQADAAADAAQARACALABQAEAAAEAAQALgBAJgCQADgBAEgBQABgBAAABQAFgCAEAAQADAAACAAQAGgBAFAAQAEAAAFAAQAEAAAEABQAIACAKADQAHACAHACQADABACABQAMAGAMAIQADACADADQADACAEACQAJAGAKAGQAJAGAIAEQACAAABABQAGACAGACQAKADAWgBQAUAAAXAA");
	this.shape_261.setTransform(356.3,306.8);

	this.shape_262 = new cjs.Shape();
	this.shape_262.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkngSQATAEATgLQAKgCATgIQASgEAKgCQASgEACAAQANgDANACQALACAGABQAHACAIADQAHACAIADQAGADAGADQADACACABQAKAFAIAFQAGAEAGACQABABACABQAKAFARABQADAAACAAQADAAADAAQASABALAAQAFAAAEgBQALAAAKgCQADgCAEgBQABgBAAAAQAFgBAFgCQACAAADAAQAFgCAGgBQAEgBAFAAQADAAAFAAQAJABAKADQAIACAHADQADABACABQANADAMAJQADACADACQADACAEADQAJAGAJAGQAKAGAIAEQACAAAAABQAHADAHABQAKADAVgCQAUAAAZgB");
	this.shape_262.setTransform(353.8,317.3);

	this.shape_263 = new cjs.Shape();
	this.shape_263.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("AkvABQATADATgKQAJgEAUgIQASgGALgEQATgGACgBQAPgFANABQALACAGABQAHABAJACQAIACAHADQAHADAGADQADACADABQAJAFAJAGQAGADAFADQACAAABABQALAEARACQADAAADAAQADAAADAAQASABALgBQAFgBAEgBQALgCAKgDQAEgBAEgCQABgBABAAQAFgCAEgCQADgBACgBQAGgCAGgCQAEgCAFAAQAEgBAFAAQAIAAALADQAIABAIADQADAAACACQANAEAMAHQADADAEACQADACADACQAKAGAKAHQAJAGAIAEQACAAABABQAHADAGABQAKADAXgCQAUgBAZgD");
	this.shape_263.setTransform(351.2,327.9);

	this.shape_264 = new cjs.Shape();
	this.shape_264.graphics.f().s("#FF00FF").ss(4,1,1).p("Ak3AXQAUACATgOQAJgFAVgIQASgHAMgFQATgJACgBQAQgHAOAAQALABAGAAQAIABAJACQAIACAIADQAHACAGAEQADABADACQAJAFAJAFQAGADAGACQABAAABABQALAGARABQADABAEAAQADAAADgBQASAAALgCQAGgBAEgBQAMgDAKgDQAEgCAFgDQAAAAABgBQAFgCAFgDQADgBACgBQAGgEAGgDQAEgCAGgBQADgBAFAAQAJgBALACQAJABAJACQACABADABQANAEAMAJQADADADACQAEAAADADQAKAGAKAGQAJAHAJAEQABAAABABQAHADAHABQAJACAZgCQATgCAagD");
	this.shape_264.setTransform(348.6,338.4);

	this.shape_170.mask = this.shape_171.mask = this.shape_172.mask = this.shape_173.mask = this.shape_174.mask = this.shape_175.mask = this.shape_176.mask = this.shape_177.mask = this.shape_178.mask = this.shape_179.mask = this.shape_180.mask = this.shape_181.mask = this.shape_182.mask = this.shape_183.mask = this.shape_184.mask = this.shape_185.mask = this.shape_186.mask = this.shape_187.mask = this.shape_188.mask = this.shape_189.mask = this.shape_190.mask = this.shape_191.mask = this.shape_192.mask = this.shape_193.mask = this.shape_194.mask = this.shape_195.mask = this.shape_196.mask = this.shape_197.mask = this.shape_198.mask = this.shape_199.mask = this.shape_200.mask = this.shape_201.mask = this.shape_202.mask = this.shape_203.mask = this.shape_204.mask = this.shape_205.mask = this.shape_206.mask = this.shape_207.mask = this.shape_208.mask = this.shape_209.mask = this.shape_210.mask = this.shape_211.mask = this.shape_212.mask = this.shape_213.mask = this.shape_214.mask = this.shape_215.mask = this.shape_216.mask = this.shape_217.mask = this.shape_218.mask = this.shape_219.mask = this.shape_220.mask = this.shape_221.mask = this.shape_222.mask = this.shape_223.mask = this.shape_224.mask = this.shape_225.mask = this.shape_226.mask = this.shape_227.mask = this.shape_228.mask = this.shape_229.mask = this.shape_230.mask = this.shape_231.mask = this.shape_232.mask = this.shape_233.mask = this.shape_234.mask = this.shape_235.mask = this.shape_236.mask = this.shape_237.mask = this.shape_238.mask = this.shape_239.mask = this.shape_240.mask = this.shape_241.mask = this.shape_242.mask = this.shape_243.mask = this.shape_244.mask = this.shape_245.mask = this.shape_246.mask = this.shape_247.mask = this.shape_248.mask = this.shape_249.mask = this.shape_250.mask = this.shape_251.mask = this.shape_252.mask = this.shape_253.mask = this.shape_254.mask = this.shape_255.mask = this.shape_256.mask = this.shape_257.mask = this.shape_258.mask = this.shape_259.mask = this.shape_260.mask = this.shape_261.mask = this.shape_262.mask = this.shape_263.mask = this.shape_264.mask = mask_5;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[]}).to({state:[{t:this.shape_170}]},135).to({state:[{t:this.shape_171}]},1).to({state:[{t:this.shape_172}]},1).to({state:[{t:this.shape_173}]},1).to({state:[{t:this.shape_174}]},1).to({state:[{t:this.shape_175}]},1).to({state:[{t:this.shape_176}]},1).to({state:[{t:this.shape_177}]},1).to({state:[{t:this.shape_178}]},1).to({state:[{t:this.shape_179}]},1).to({state:[{t:this.shape_180}]},1).to({state:[{t:this.shape_181}]},1).to({state:[{t:this.shape_182}]},1).to({state:[{t:this.shape_183}]},1).to({state:[{t:this.shape_184}]},1).to({state:[{t:this.shape_185}]},1).to({state:[{t:this.shape_186}]},1).to({state:[{t:this.shape_187}]},1).to({state:[{t:this.shape_188}]},1).to({state:[{t:this.shape_189}]},1).to({state:[{t:this.shape_190}]},1).to({state:[{t:this.shape_191}]},1).to({state:[{t:this.shape_192}]},1).to({state:[{t:this.shape_193}]},1).to({state:[{t:this.shape_194}]},1).to({state:[{t:this.shape_195}]},1).to({state:[{t:this.shape_196}]},1).to({state:[{t:this.shape_197}]},1).to({state:[{t:this.shape_198}]},1).to({state:[{t:this.shape_199}]},1).to({state:[{t:this.shape_200}]},1).to({state:[{t:this.shape_201}]},1).to({state:[{t:this.shape_202}]},1).to({state:[{t:this.shape_203}]},1).to({state:[{t:this.shape_204}]},1).to({state:[{t:this.shape_205}]},1).to({state:[{t:this.shape_206}]},1).to({state:[{t:this.shape_207}]},1).to({state:[{t:this.shape_208}]},1).to({state:[{t:this.shape_209}]},1).to({state:[{t:this.shape_210}]},1).to({state:[{t:this.shape_211}]},1).to({state:[{t:this.shape_212}]},1).to({state:[{t:this.shape_213}]},1).to({state:[{t:this.shape_214}]},1).to({state:[{t:this.shape_215}]},1).to({state:[{t:this.shape_216}]},1).to({state:[{t:this.shape_217}]},1).to({state:[{t:this.shape_218}]},1).to({state:[{t:this.shape_219}]},1).to({state:[{t:this.shape_219}]},1).to({state:[{t:this.shape_220}]},1).to({state:[{t:this.shape_221}]},1).to({state:[{t:this.shape_222}]},1).to({state:[{t:this.shape_223}]},1).to({state:[{t:this.shape_224}]},1).to({state:[{t:this.shape_225}]},1).to({state:[{t:this.shape_226}]},1).to({state:[{t:this.shape_227}]},1).to({state:[{t:this.shape_228}]},1).to({state:[{t:this.shape_229}]},1).to({state:[{t:this.shape_230}]},1).to({state:[{t:this.shape_231}]},1).to({state:[{t:this.shape_232}]},1).to({state:[{t:this.shape_233}]},1).to({state:[{t:this.shape_234}]},1).to({state:[{t:this.shape_235}]},1).to({state:[{t:this.shape_236}]},1).to({state:[{t:this.shape_237}]},1).to({state:[{t:this.shape_237}]},11).to({state:[{t:this.shape_238}]},1).to({state:[{t:this.shape_239}]},1).to({state:[{t:this.shape_240}]},1).to({state:[{t:this.shape_241}]},1).to({state:[{t:this.shape_242}]},1).to({state:[{t:this.shape_243}]},1).to({state:[{t:this.shape_244}]},1).to({state:[{t:this.shape_245}]},1).to({state:[{t:this.shape_246}]},1).to({state:[{t:this.shape_247}]},1).to({state:[]},1).to({state:[{t:this.shape_170}]},59).to({state:[{t:this.shape_171}]},1).to({state:[{t:this.shape_172}]},1).to({state:[{t:this.shape_173}]},1).to({state:[{t:this.shape_174}]},1).to({state:[{t:this.shape_175}]},1).to({state:[{t:this.shape_176}]},1).to({state:[{t:this.shape_177}]},1).to({state:[{t:this.shape_178}]},1).to({state:[{t:this.shape_179}]},1).to({state:[{t:this.shape_180}]},1).to({state:[{t:this.shape_181}]},1).to({state:[{t:this.shape_182}]},1).to({state:[{t:this.shape_183}]},1).to({state:[{t:this.shape_184}]},1).to({state:[{t:this.shape_185}]},1).to({state:[{t:this.shape_186}]},1).to({state:[{t:this.shape_187}]},1).to({state:[{t:this.shape_188}]},1).to({state:[{t:this.shape_189}]},1).to({state:[{t:this.shape_190}]},1).to({state:[{t:this.shape_191}]},1).to({state:[{t:this.shape_192}]},1).to({state:[{t:this.shape_193}]},1).to({state:[{t:this.shape_194}]},1).to({state:[{t:this.shape_195}]},1).to({state:[{t:this.shape_196}]},1).to({state:[{t:this.shape_197}]},1).to({state:[{t:this.shape_198}]},1).to({state:[{t:this.shape_199}]},1).to({state:[{t:this.shape_200}]},1).to({state:[{t:this.shape_201}]},1).to({state:[{t:this.shape_202}]},1).to({state:[{t:this.shape_203}]},1).to({state:[{t:this.shape_204}]},1).to({state:[{t:this.shape_205}]},1).to({state:[{t:this.shape_206}]},1).to({state:[{t:this.shape_207}]},1).to({state:[{t:this.shape_208}]},1).to({state:[{t:this.shape_209}]},1).to({state:[{t:this.shape_210}]},1).to({state:[{t:this.shape_211}]},1).to({state:[{t:this.shape_212}]},1).to({state:[{t:this.shape_213}]},1).to({state:[{t:this.shape_214}]},1).to({state:[{t:this.shape_215}]},1).to({state:[{t:this.shape_216}]},1).to({state:[{t:this.shape_217}]},1).to({state:[{t:this.shape_218}]},1).to({state:[{t:this.shape_219}]},1).to({state:[{t:this.shape_219}]},1).to({state:[{t:this.shape_220}]},1).to({state:[{t:this.shape_221}]},1).to({state:[{t:this.shape_222}]},1).to({state:[{t:this.shape_223}]},1).to({state:[{t:this.shape_224}]},1).to({state:[{t:this.shape_225}]},1).to({state:[{t:this.shape_226}]},1).to({state:[{t:this.shape_227}]},1).to({state:[{t:this.shape_228}]},1).to({state:[{t:this.shape_229}]},1).to({state:[{t:this.shape_230}]},1).to({state:[{t:this.shape_231}]},1).to({state:[{t:this.shape_232}]},1).to({state:[{t:this.shape_233}]},1).to({state:[{t:this.shape_234}]},1).to({state:[{t:this.shape_235}]},1).to({state:[{t:this.shape_236}]},1).to({state:[{t:this.shape_237}]},1).to({state:[{t:this.shape_237}]},11).to({state:[{t:this.shape_238}]},1).to({state:[{t:this.shape_239}]},1).to({state:[{t:this.shape_240}]},1).to({state:[{t:this.shape_241}]},1).to({state:[{t:this.shape_242}]},1).to({state:[{t:this.shape_243}]},1).to({state:[{t:this.shape_244}]},1).to({state:[{t:this.shape_245}]},1).to({state:[{t:this.shape_246}]},1).to({state:[{t:this.shape_247}]},1).to({state:[]},1).to({state:[{t:this.shape_170}]},60).to({state:[{t:this.shape_171}]},1).to({state:[{t:this.shape_172}]},1).to({state:[{t:this.shape_173}]},1).to({state:[{t:this.shape_174}]},1).to({state:[{t:this.shape_175}]},1).to({state:[{t:this.shape_176}]},1).to({state:[{t:this.shape_177}]},1).to({state:[{t:this.shape_178}]},1).to({state:[{t:this.shape_179}]},1).to({state:[{t:this.shape_180}]},1).to({state:[{t:this.shape_181}]},1).to({state:[{t:this.shape_182}]},1).to({state:[{t:this.shape_183}]},1).to({state:[{t:this.shape_184}]},1).to({state:[{t:this.shape_185}]},1).to({state:[{t:this.shape_186}]},1).to({state:[{t:this.shape_187}]},1).to({state:[{t:this.shape_188}]},1).to({state:[{t:this.shape_189}]},1).to({state:[{t:this.shape_190}]},1).to({state:[{t:this.shape_191}]},1).to({state:[{t:this.shape_192}]},1).to({state:[{t:this.shape_193}]},1).to({state:[{t:this.shape_194}]},1).to({state:[{t:this.shape_195}]},1).to({state:[{t:this.shape_196}]},1).to({state:[{t:this.shape_197}]},1).to({state:[{t:this.shape_198}]},1).to({state:[{t:this.shape_199}]},1).to({state:[{t:this.shape_200}]},1).to({state:[{t:this.shape_201}]},1).to({state:[{t:this.shape_202}]},1).to({state:[{t:this.shape_203}]},1).to({state:[{t:this.shape_204}]},1).to({state:[{t:this.shape_205}]},1).to({state:[{t:this.shape_206}]},1).to({state:[{t:this.shape_207}]},1).to({state:[{t:this.shape_208}]},1).to({state:[{t:this.shape_209}]},1).to({state:[{t:this.shape_210}]},1).to({state:[{t:this.shape_211}]},1).to({state:[{t:this.shape_212}]},1).to({state:[{t:this.shape_213}]},1).to({state:[{t:this.shape_214}]},1).to({state:[{t:this.shape_215}]},1).to({state:[{t:this.shape_216}]},1).to({state:[{t:this.shape_217}]},1).to({state:[{t:this.shape_218}]},1).to({state:[{t:this.shape_219}]},1).to({state:[{t:this.shape_219}]},1).to({state:[{t:this.shape_248}]},1).to({state:[{t:this.shape_249}]},1).to({state:[{t:this.shape_250}]},1).to({state:[{t:this.shape_251}]},1).to({state:[{t:this.shape_252}]},1).to({state:[{t:this.shape_253}]},1).to({state:[{t:this.shape_254}]},1).to({state:[{t:this.shape_255}]},1).to({state:[{t:this.shape_256}]},1).to({state:[{t:this.shape_257}]},1).to({state:[{t:this.shape_258}]},1).to({state:[{t:this.shape_259}]},1).to({state:[{t:this.shape_260}]},1).to({state:[{t:this.shape_261}]},1).to({state:[{t:this.shape_262}]},1).to({state:[{t:this.shape_263}]},1).to({state:[{t:this.shape_264}]},1).to({state:[{t:this.shape_237}]},1).to({state:[{t:this.shape_237}]},11).to({state:[{t:this.shape_238}]},1).to({state:[{t:this.shape_239}]},1).to({state:[{t:this.shape_240}]},1).to({state:[{t:this.shape_241}]},1).to({state:[{t:this.shape_242}]},1).to({state:[{t:this.shape_243}]},1).to({state:[{t:this.shape_244}]},1).to({state:[{t:this.shape_245}]},1).to({state:[{t:this.shape_246}]},1).to({state:[{t:this.shape_247}]},1).to({state:[]},1).to({state:[]},104).wait(312));
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.shape_219).wait(184).to({_off:false},0).wait(1).to({_off:true},1).wait(147).to({_off:false},0).wait(1).to({_off:true},1).wait(148).to({_off:false},0).wait(1).to({_off:true},1).wait(455));
	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.shape_237).wait(203).to({_off:false},0).wait(11).to({_off:true},1).wait(137).to({_off:false},0).wait(11).to({_off:true},1).wait(138).to({_off:false},0).wait(11).to({_off:true},1).wait(426));

	// translator nad
	this.instance_23 = new lib.ribosomnad("synched",0);
	this.instance_23.setTransform(431.4,255.7,0.625,0.625,0,0,0,27.6,32.3);
	this.instance_23.alpha = 0;
	this.instance_23._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_23).wait(120).to({_off:false},0).to({regX:27.5,regY:32.1,x:435.8,y:265.2,alpha:1},14).to({regY:32.3,x:466.7,y:265.4},50).to({x:492,y:242.4,alpha:0},10).wait(1).to({regY:32.1,x:428.9,y:250.9},0).to({regX:27.6,regY:32.3,x:431.4,y:255.7},5).to({regX:27.5,regY:32.1,x:435.8,y:265.2,alpha:1},9).to({regY:32.3,x:466.7,y:265.4},50).to({x:492,y:242.4,alpha:0},10).wait(1).to({regY:32.1,x:428.9,y:250.9},0).to({regX:27.6,regY:32.3,x:431.4,y:255.7},5).to({regX:27.5,regY:32.1,x:435.8,y:265.2,alpha:1},9).to({regY:32.3,x:466.7,y:265.4},50).to({x:492,y:242.4,alpha:0},10).wait(1).to({regY:32.1,x:428.9,y:250.9},0).to({regX:27.6,regY:32.3,x:431.4,y:255.7},5).to({regX:27.5,regY:32.1,x:435.8,y:265.2,alpha:1},9).to({regY:32.3,x:466.7,y:265.4},50).to({x:492,y:242.4,alpha:0},10).wait(1).to({regY:32.1,x:428.9,y:250.9},0).to({regX:27.6,regY:32.3,x:431.4,y:255.7},5).to({regX:27.5,regY:32.1,x:435.8,y:265.2,alpha:1},9).to({regY:32.3,x:466.7,y:265.4},50).to({x:492,y:242.4,alpha:0},10).wait(1).to({startPosition:0},0).wait(445));

	// translator pod
	this.instance_24 = new lib.ribosompod("synched",0);
	this.instance_24.setTransform(426.4,302,0.625,0.625,0,0,0,30.2,8.8);
	this.instance_24.alpha = 0;
	this.instance_24._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_24).wait(120).to({_off:false},0).to({regY:8.7,x:434.9,y:289.5,alpha:1},14).to({regX:30.1,x:466.7,y:289.2},50).to({regX:30.2,x:490.4,y:305.5,alpha:0},10).wait(1).to({regY:8.8,x:421.6,y:308.2},0).to({x:426.4,y:302},5).to({regY:8.7,x:434.9,y:289.5,alpha:1},9).to({regX:30.1,x:466.7,y:289.2},50).to({regX:30.2,x:490.4,y:305.5,alpha:0},10).wait(1).to({regY:8.8,x:421.6,y:308.2},0).to({x:426.4,y:302},5).to({regY:8.7,x:434.9,y:289.5,alpha:1},9).to({regX:30.1,x:466.7,y:289.2},50).to({regX:30.2,x:490.4,y:305.5,alpha:0},10).wait(1).to({regY:8.8,x:421.6,y:308.2},0).to({x:426.4,y:302},5).to({regY:8.7,x:434.9,y:289.5,alpha:1},9).to({regX:30.1,x:466.7,y:289.2},50).to({regX:30.2,x:490.4,y:305.5,alpha:0},10).wait(1).to({regY:8.8,x:421.6,y:308.2},0).to({x:426.4,y:302},5).to({regY:8.7,x:434.9,y:289.5,alpha:1},9).to({regY:8.8,x:444.5,y:289.4},15).to({regX:30.1,regY:8.7,x:466.7,y:289.2},35).to({regX:30.2,x:490.4,y:305.5,alpha:0},10).wait(1).to({startPosition:0},0).wait(445));

	// transkriptor nad
	this.instance_25 = new lib.transkriptornad("synched",0);
	this.instance_25.setTransform(478.5,33.3,0.625,0.625,0,0,0,54.1,22.1);
	this.instance_25.alpha = 0;
	this.instance_25._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_25).wait(1).to({_off:false},0).to({x:498.5,y:53.3,alpha:1},18).to({x:556.1,y:53.7},50).to({x:526.8,y:31.5,alpha:0},15).to({_off:true},1).wait(855));

	// mRNA jadro maska (mask)
	var mask_6 = new cjs.Shape();
	mask_6._off = true;
	var mask_6_graphics_19 = new cjs.Graphics().p("An+GgQg+ABAAg/IAArDQAAg/A+ABIP9AAQA+gBAAA/IAALDQAAA/g+gBg");

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(mask_6).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(19).to({graphics:mask_6_graphics_19,x:530.8,y:102.2}).wait(51).to({graphics:null,x:0,y:0}).wait(870));

	// mRNA jadro
	this.instance_26 = new lib.mRNA("synched",0);
	this.instance_26.setTransform(480.5,31.2,0.625,0.5,75,0,0,58.5,9.2);
	this.instance_26._off = true;

	this.instance_26.mask = mask_6;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_26).wait(19).to({_off:false},0).to({regX:58.2,regY:9.1,x:572.9,y:98.8},50).wait(1).to({startPosition:0},0).to({regX:58.3,regY:9.2,rotation:105,x:554.4,y:165.8},14).to({regX:58.4,x:527.5,y:263.7},19).to({regX:58.3,regY:9.1,rotation:180,x:455.1,y:284.3},11).wait(826));

	// transkriptor pod
	this.instance_27 = new lib.transkritpropod("synched",0);
	this.instance_27.setTransform(471.7,91.8,0.625,0.625,0,0,0,34.6,8.5);
	this.instance_27.alpha = 0;
	this.instance_27._off = true;

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_27).wait(1).to({_off:false},0).to({x:491.7,y:71.8,alpha:1},18).to({x:552.2,y:72.3},50).to({x:586.3,y:98.5,alpha:0},15).to({_off:true},1).wait(855));

	// DNA
	this.instance_28 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_28.setTransform(583.3,67.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.instance_29 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_29.setTransform(564.6,67.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.instance_30 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_30.setTransform(473.4,67.3,0.1,0.1,0,0,0,106,57.5);

	this.instance_31 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_31.setTransform(491.5,67.3,0.1,0.1,0,0,0,105.5,58);

	this.instance_32 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_32.setTransform(509.9,67.3,0.1,0.1,0,0,0,106.5,58);

	this.instance_33 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_33.setTransform(527.8,67.5,0.1,0.1,0,0,0,106,58);

	this.instance_34 = new lib.periodadvousroubovice("synched",0);
	this.instance_34.setTransform(546.2,67.3,0.1,0.1,0,0,0,106.5,58);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.instance_34},{t:this.instance_33},{t:this.instance_32},{t:this.instance_31},{t:this.instance_30},{t:this.instance_29},{t:this.instance_28}]}).wait(940));

	// chloroplast
	this.instance_35 = new lib.chloropastcely("synched",0);
	this.instance_35.setTransform(170.3,147,0.777,0.777,152.9,0,0,248.3,151.6);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.instance_35).wait(940));

	// obal jadra
	this.instance_36 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_36.setTransform(503,190.3,0.962,0.962,36.9,0,0,39.5,17.6);

	this.instance_37 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_37.setTransform(434.9,138.1,0.964,0.964,75,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_38 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_38.setTransform(412.6,54.1,0.962,0.962,106.5,0,0,39.5,17.6);

	this.instance_39 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_39.setTransform(443.9,-24.4,0.962,0.962,140.4,0,0,39.5,17.5);

	this.instance_40 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_40.setTransform(514.8,-74.4,1.085,0.963,178.5,0,0,39.5,17.7);

	this.instance_41 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_41.setTransform(602.4,-71.3,1.007,0.962,-142.1,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_42 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_42.setTransform(668,-17,0.963,0.963,-106.6,0,0,39.5,17.6);

	this.instance_43 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_43.setTransform(688.4,64.9,0.994,0.961,-71.5,0,0,39.5,17.4);

	this.instance_44 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_44.setTransform(659.8,142.4,0.963,0.962,-36.1,0,0,39.6,17.6);

	this.instance_45 = new lib.obaljadra("synched",0);
	this.instance_45.setTransform(590.9,191.7,0.964,0.964,0,0,0,39.6,17.7);

	this.shape_265 = new cjs.Shape();
	this.shape_265.graphics.rf(["#CC99FF","rgba(204,153,255,0)"],[0.914,1],0,0.1,0,0,0.1,148).s().p("Av5PxQmkmiAApPQAAlzCmkwQBiizCciaQGmmjJTAAQJTAAGmGjQGlGiAAJOQAAJPmlGiQgcAcgdAaQmTFtotAAQpTAAmmmjg");
	this.shape_265.setTransform(552.2,59.4);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get({}).to({state:[{t:this.shape_265},{t:this.instance_45},{t:this.instance_44},{t:this.instance_43},{t:this.instance_42},{t:this.instance_41},{t:this.instance_40},{t:this.instance_39},{t:this.instance_38},{t:this.instance_37},{t:this.instance_36}]}).wait(940));

	// obrys bunky
	this.shape_266 = new cjs.Shape();
	this.shape_266.graphics.f("#C0AC87").s().p("AAFALQhfguhOgSQBGAGA+ADQBaACA7g2QgUAwATAyQATA0AKANQAJANATARIikhWg");
	this.shape_266.setTransform(521.9,66);

	this.timeline.addTween(cjs.Tween.get(this.shape_266).wait(940));

}).prototype = p = new cjs.MovieClip();
p.nominalBounds = new cjs.Rectangle(318,113.1,704.9,506.9);

})(lib = lib||{}, images = images||{}, createjs = createjs||{}, ss = ss||{});
var lib, images, createjs, ss;
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OEBPS/Misc/html5player.js
var anims = [];



function Animace()  {

    

}  

    

var isMobile = /Android|webOS|iPhone|iPad|iPod|BlackBerry|IEMobile|Opera Mini/i.test(navigator.userAgent) 



var iOS = /iPad|iPhone|iPod/.test(navigator.platform) || (/iPad|iPhone|iPod/.test(navigator.userAgent) && !window.MSStream) || isMobile;



function initAnimations() {

    var figs = document.querySelectorAll("figure.animation");

    

for (var i =0; i < figs.length; i++) {

        var fig = figs[i];

        fig.setAttribute("data-index", i);

        var anim = new Animace();

    

        anim.canvas = fig.querySelector("canvas");

        var animId = fig.getAttribute("data-src");

        anim.root = new lib[animId]();

        

        var cWidth = anim.canvas.width;

        var cHeight = anim.canvas.height;

        

        //skalovani animace podle velikosti canvasu

        var sfx =1, sfy = 1;

        if (anim.canvas.hasAttribute("data-origwidth")) {

            var origW = parseInt(anim.canvas.getAttribute("data-origwidth"));

            if (!isNaN(origW)) {

                sfx = cWidth/origW;

            }

        }

        if (anim.canvas.hasAttribute("data-origheight")) {

            var origH = parseInt(anim.canvas.getAttribute("data-origheight"));

            if (!isNaN(origH)) { sfy = cHeight/origH; }

        }

        var sf = Math.min(sfx, sfy);

        if (sf != 1) {

            anim.root.scaleX = sf;

            anim.root.scaleY = sf;

        }

        

        

        anim.stage = new createjs.Stage(anim.canvas);

        anim.stage.addChild(anim.root);

        anim.stage.update();

        anim.stage.enableMouseOver();

        anim.stage.animObject = anim;

        

        anim.stage.addEventListener("tick", stageTicker);

        

        anim.root.stop();



        createjs.Ticker.setFPS(lib.properties.fps);

        createjs.Ticker.addEventListener("tick", anim.stage);

        createjs.Ticker.paused = true;



        var tl = anim.root.timeline;

        var figcaption = fig.querySelector("figcaption");

        

        var player = document.createElement("div");

        if (figcaption) { fig.insertBefore(player, figcaption)}

        else { fig.appendChild(player); }

            

        player.className = "player";

        player.style.width = cWidth + "px"

        player.addEventListener("click", function(evt) { void(0)} );



        anim.btnPlay = player.appendChild(document.createElement("input"));

        anim.btnPlay.className = "btn_play";

        anim.btnPlay.type = "image";

        anim.btnPlay.src = "../Images/icon-play.svg"

        anim.btnPlay.addEventListener("click", playAnimation);

        

        anim.btnPause = player.appendChild(document.createElement("input"));

        anim.btnPause.className = "btn_pause";

        anim.btnPause.type = "image";

        anim.btnPause.src = "../Images/icon-pause.svg"

        anim.btnPause.addEventListener("click", pauseAnimation);



        

        anim.pg = player.appendChild(document.createElement("div"));

        anim.pg.className = "progressbar";

        initProgressBar(anim.pg, 0, tl.duration, cWidth);     

        

        anim.timer = player.appendChild(document.createElement("span"));

        anim.timer.className = "timer";

        

        var btnIs = player.appendChild(document.createElement("input"));

        btnIs.className = "btn_is";

        btnIs.type = "image";

        btnIs.src = "../Images/icon-IS.svg"

        btnIs.addEventListener("click", toggleISMessage);

        

if (!iOS) {

  anim.btnPlay.addEventListener("mouseover", setActiveButton);

  anim.btnPlay.addEventListener("mouseout", setPassiveButton);



   anim.btnPause.addEventListener("mouseover", setActiveButton);

   anim.btnPause.addEventListener("mouseout", setPassiveButton);



   btnIs.addEventListener("mouseover", setActiveButton);

   btnIs.addEventListener("mouseout", setPassiveButton);

}

        

        var messageIS =  player.appendChild(document.createElement("div"));

        messageIS.className = "messageIS";

        messageIS.innerHTML = "<input type='button' value='×' class='message-closer' onclick='closeMessage(this)'  /><div class='message-head'> <strong>Informační systém</strong> provozuje Fakulta informatiky MU</div><p>Zobrazované animace slouží výhradně ke studijním účelům, je zakázáno animace stahovat, upravovat nebo dále šířit bez souhlasu autora.</p><p>Animace byly vytvořeny ve spolupráci se <a href=\"http://is.muni.cz/stech/\" target=\"_blank\">Servisním střediskem pro e-learning</a>.</p>"

                

        var btnFs = player.appendChild(document.createElement("input"));

        btnFs.className = "btn_fs";

        btnFs.type = "image";

        btnFs.src = "../Images/icon-fullscreen.svg";

        btnFs.addEventListener("click", setFullscreen);



if (!iOS) {

   btnFs.addEventListener("mouseover", setActiveButton);

   btnFs.addEventListener("mouseout", setPassiveButton);

}

        

        

        var btnNs = player.appendChild(document.createElement("input"));

        btnNs.className = "btn_ns";

        btnNs.type = "image";

        btnNs.src = "../Images/icon-normalscreen.svg";

        btnNs.addEventListener("click", exitFullscreen);



if (!iOS) {

   btnNs.addEventListener("mouseover", setActiveButton);

   btnNs.addEventListener("mouseout", setPassiveButton);

}

        

        btnNs.style.display = "none";

        

        anim.isPlaying = null;

     

        /* osnova - outline

        var labels = anim.root.timeline.getLabels();

        anim.list = fig.querySelector("ol.outline");

        for (var j = 0, count = labels.length; j < count; j++) {

            var item = anim.list.appendChild(document.createElement("li"));

            item.innerHTML = labels[j].label;

            item.setAttribute("data-time", labels[j].position)

            item.addEventListener("click", gotoLabel);

        }

       */ 

        



        anims.push(anim);

    }

    

    //ovladace prechodu do/z fullscreenu

    document.addEventListener("fullscreenchange", FShandler);

    document.addEventListener("webkitfullscreenchange", FShandler);

    document.addEventListener("mozfullscreenchange", FShandler);

    document.addEventListener("MSFullscreenChange", FShandler);

}

    

function stageTicker(evt) {

    var anim = evt.target.animObject;

   

    var root = evt.target.children[0];

    

    updateProgress(evt.target);

    

   if (anim.isPlaying == !root.paused) return;

    

    var figure = anim.canvas.parentNode;

    

    anim.isPlaying = !anim.root.paused;

    

    if (anim.isPlaying) {

        anim.btnPlay.style.display = "none";

        anim.btnPause.style.display = "inline";

    }

    

    else {

        anim.btnPlay.style.display = "inline";

        anim.btnPause.style.display = "none";

    }

    

}

    

function updateProgress(stage) {

    var anim = stage.animObject;

    

    var time = Math.floor(anim.root.timeline.position/createjs.Ticker.framerate);

    var mins = Math.floor(time/60);

    var secs = time % 60;

    if (secs < 10) secs = "0" + secs;

    

    anim.timer.innerHTML = "" + mins + ":" + secs;

    

    //anim.range.value = anim.root.timeline.position

    

    setProgressValue(anim.pg, anim.root.timeline.position);

    

}

    

function progressChange(evt) {

    var index = parseInt(evt.target.value);

  

    var fig = evt.target.parentNode.parentNode;

    var fid = fig.getAttribute("data-index");

 

    anims[fid].root.gotoAndStop(index);

    evt.target.value = index

}



function setActiveButton(evt) {

    var btn = evt.currentTarget;

    

    if (btn.hasAttribute("data-on")) return;

    btn.src = btn.src.replace(".svg", "_over.svg");

}



function setPassiveButton(evt) {

    var btn = evt.currentTarget;

    if (btn.hasAttribute("data-on")) return;

    

    btn.src = btn.src.replace("_over.svg", ".svg");

}



function gotoLabel(evt) {

    

    var label = evt.target.innerHTML;

    var fig = evt.target.parentNode.parentNode;

    var index = fig.getAttribute("data-index");

    anims[index].root.gotoAndPlay(label)

    

}



function playAnimation(evt) {

    

    var fig = evt.target.parentNode.parentNode;

   

    var index = fig.getAttribute("data-index");

    anims[index].root.play();

  

}

    

function pauseAnimation(evt) {

    var fig = evt.target.parentNode.parentNode;

    var index = fig.getAttribute("data-index");

    anims[index].root.stop()

   

}

 

function initProgressBar(pg, min, max, width) {

    width = width || 640;

    

    pg.style.width = "" + (width-80- 58) + "px";

    

    var bar = pg.appendChild(document.createElement("div"));

    bar.className = "bar";

    bar.style.width = "" + (width-95- 58) + "px";

    

    var barFill = bar.appendChild(document.createElement("div"));

    barFill.className = "bar-fill";

    

    var handle = pg.appendChild(document.createElement("div"));

    handle.className = "handle";

    

    pg.addEventListener("click", pgClicker);

    pg.addEventListener("mousemove", pgScrubber);   

    pg.addEventListener("mouseout", pgReleaser);

    

    pg.addEventListener("touchmove", pgScrubber);

    pg.addEventListener("touchleave", pgReleaser);

    

    pg.setAttribute("data-min", min);

    pg.setAttribute("data-max", max);

    

    handle.addEventListener("mousedown", handleGrabber);    

    handle.addEventListener("mouseup", handleReleaser);

    

    handle.addEventListener("touchstart", handleGrabber);

    handle.addEventListener("touchend", handleReleaser);

    setProgressValue(pg, 0);

}    



function pgClicker(evt) {

    evt.preventDefault();

    var bar = evt.currentTarget;

    updateProgressPosition(bar, evt)

    

}

    

function pgScrubber(evt) {

    var bar  = evt.currentTarget;

    if (!bar.hasAttribute("data-grabbed")) return;

   

    

     updateProgressPosition(bar, evt);

}

    

function pgReleaser(evt) {

    var bar  = evt.currentTarget;

    if (bar.className == "progressbar") {

        var box = bar.getBoundingClientRect();

        var posX = evt.clientX - box.left;

        var posY = evt.clientY - box.top;

        if (posX < 0 || posY < 1 || posX > box.width -1 || posY > box.height -1) {

            bar.removeAttribute("data-grabbed");

        }

         

    }

   

   

}



function updateProgressPosition(bar, evt) {

    var handle = bar.querySelector(".handle");

    var fill = bar.querySelector(".bar-fill");

    

    var box = bar.getBoundingClientRect();

    var posX = evt.clientX - box.left;

    posX = Math.min(posX, box.width-10)

    fill.style.width = "" + (posX - 7) + "px";

    handle.style.left = "" + (posX - 7) + "px";

    

    var min = parseInt(bar.getAttribute("data-min"));

    var max = parseInt(bar.getAttribute("data-max"));

    

    var animPos = Math.round((posX-12)/(box.width-14)*(max-min));

    var index = parseInt(bar.parentNode.parentNode.getAttribute("data-index"));

    anims[index].root.gotoAndStop(animPos);    

}

    

function setProgressValue(bar, val) {

    var handle = bar.querySelector(".handle");

    var fill = bar.querySelector(".bar-fill");

    var min = parseInt(bar.getAttribute("data-min"));

    var max = parseInt(bar.getAttribute("data-max"));

    var box = bar.getBoundingClientRect();

    

    var posX = Math.round( val/(max-min)*(box.width-20)) +5;

    posX = Math.min(posX, box.width-20)

    fill.style.width = "" + (posX) + "px";

    handle.style.left = "" + (posX) + "px";

 

}



function handleGrabber(evt) {

    evt.preventDefault();

    var handle = evt.currentTarget;

    handle.parentNode.setAttribute("data-grabbed", "true");

}

function handleReleaser(evt) {

    var handle = evt.currentTarget;

    handle.parentNode.removeAttribute("data-grabbed");

}



function toggleISMessage(evt) {

    var btnIS = evt.currentTarget;

    var message = btnIS.parentNode.querySelector(".messageIS");

    

    if (btnIS.hasAttribute("data-on")) {



        btnIS.src= (iOS)? "../Images/icon-IS_over.svg" : "../Images/icon-IS.svg";

        

        message.style.display = " none";

        btnIS.removeAttribute("data-on");

    }

    else {

        btnIS.src= "../Images/icon-IS_over.svg";

        message.style.display = "block";

        btnIS.setAttribute("data-on", "true");

    }

}



function closeMessage(closer) {

    var message = closer.parentNode;

    var btnIS = message.parentNode.querySelector(".btn_is");

   

    message.style.display = "none";

    btnIS.removeAttribute("data-on");

    if (!iOS) btnIS.setAttribute("src", "../Images/icon-IS.svg");

}



function setFullscreen(evt) {

    //alert(document.fullscreenEnabled)

    //if (document.fullScreenEnabled) { alert("Fullscren pripraven!") }

    var fig = evt.currentTarget.parentNode.parentNode;

    

    var canvas = fig.querySelector("canvas");

    var coh = canvas.height;

    var cow = canvas.width;

    canvas.setAttribute("data-normalwidth", cow);

    canvas.setAttribute("data-normalheight", coh);

    

    var fsAvailable = false;



    if (fig.requestFullscreen) {

        fig.requestFullscreen();

        fsAvailable = true;

    } else if (fig.msRequestFullscreen) {

      fig.msRequestFullscreen();

        fsAvailable = true;

    } else if (fig.mozRequestFullScreen) {

      fig.mozRequestFullScreen();

        fsAvailable = true;

    } else if (fig.webkitRequestFullscreen) {

      fig.webkitRequestFullscreen();

        fsAvailable = true;

    }

    

    if (!fsAvailable) {

        alert("Váš prohlížeč nepodporuje zobrazení animace na celé ploše obrazovky.");

        return;

    }

    

    var svg = document.createElementNS('http://www.w3.org/2000/svg', 'svg');

    svg.setAttribute('xmlns', 'http://www.w3.org/2000/svg');

    svg.setAttribute('version', '1.1');

    document.body.appendChild(svg);

    var sfZoom = svg.currentScale;

   

    document.body.removeChild(svg);

    

    lastFS = fig;

    

    var btnNs = fig.querySelector(".btn_ns")

    btnNs.style.display = "inline-block";

    var btnFs = fig.querySelector(".btn_fs")

    btnFs.style.display = "none";

    

    var sfx = screen.width/cow;

    var sfy = (screen.height - 30)/coh;

    var sf = Math.min(sfx, sfy)/sfZoom;

    

    fig.style.position = "fixed";

    fig.style.left = "0";

    fig.style.top = "0";    

    fig.style.backgroundColor = "#fff";

    fig.style.marginTop = "0";

    

    var newPadding = (screen.width - sf*cow)/sfZoom/2;

    if (newPadding > 0) fig.style.paddingLeft = "" + newPadding + "px";

    

    canvas.height = sf*coh;

    canvas.width = sf*cow;

    

    var index = fig.getAttribute("data-index");

    

    anims[index].root.scaleX *= sf;

    anims[index].root.scaleY *= sf;

    

    var player = fig.querySelector(".player");

    player.style.width = "" + (canvas.width) + "px"; 

    

    var pg = fig.querySelector(".progressbar");

    pg.style.width = "" + (canvas.width - 80- 58) + "px";

    

    var bar = fig.querySelector(".bar");

    bar.style.width = "" + (canvas.width - 95- 58) + "px";

   

}



function exitFullscreen(evt) {

    var fig = evt.currentTarget.parentNode.parentNode;

 

    if (document.mozCancelFullScreen) {

        document.mozCancelFullScreen();

    } else if (document.msExitFullscreen) {

      document.msExitFullscreen();

    } else if (document.webkitExitFullscreen) {

      document.webkitExitFullscreen();

    }

    

    

}



function restoreNormalSize(fig) {

    var btnNs = fig.querySelector(".btn_ns")

    btnNs.style.display = "none";

    var btnFs = fig.querySelector(".btn_fs")

    btnFs.style.display = "inline-block";

    

    var canvas = fig.querySelector("canvas");

    var cow = parseInt(canvas.getAttribute("data-normalwidth"));

    var coh = parseInt(canvas.getAttribute("data-normalheight"));

        

    fig.style.position = "static";

    fig.style.paddingLeft = "" + 0 + "px";

    fig.style.marginTop = "1em";

    

    canvas.height = coh;

    canvas.width = cow;

    

    var sfx =1, sfy = 1;

    if (canvas.hasAttribute("data-origwidth")) {

        var origW = parseInt(canvas.getAttribute("data-origwidth"));

        if (!isNaN(origW)) {

            sfx = cow/origW;

        }

    }

    if (canvas.hasAttribute("data-origheight")) {

        var origH = parseInt(canvas.getAttribute("data-origheight"));

        if (!isNaN(origH)) { sfy = coh/origH; }

    }

    var sf = Math.min(sfx, sfy);

    

    var index = fig.getAttribute("data-index");

    anims[index].root.scaleX = sf;

    anims[index].root.scaleY = sf;

    

    var player = fig.querySelector(".player");

    player.style.width = "" + (canvas.width) + "px"; 

    

    var pg = fig.querySelector(".progressbar");

    pg.style.width = "" + (canvas.width - 80- 58) + "px";

    

    var bar = fig.querySelector(".bar");

    bar.style.width = "" + (canvas.width - 95- 58) + "px";

}



var lastFS = null;



function FShandler(evt) {

    var fullscreenElement = document.fullscreenElement || document.mozFullScreenElement || document.webkitFullscreenElement;

    if (!fullscreenElement && lastFS) {

        restoreNormalSize(lastFS);

        lastFS.scrollIntoView(true);

        lastFS = null;

    }

    

}



window.addEventListener("load", initAnimations)
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