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21
% �	� F�� �G1 

   ��� �% 7��!� �� .            ��� �
 H��% ���	#�
 3� ��- ��* 	&'�(	% �	� ��
8 9���� ��1	I% 9&� 3� J��  ���	%��K!1	2����� )&3	&!�
 F�� 	
 :��
�� ���	%��K:�;��
��1PCR –RFLP ���.  

 ��L	� ��1	I% 9&� �� ITS1 3� DNA M&	%3N �� �&
O� �/* �%�3
�&� �PCR    ���!8 ��!�@ ��	P���� ��
%  .   ���� �	�Q�N
 F�� ������ �
 ��- �&
O� =	�I@ �� �
*
% 7���!%RFLP      �	�� 7&'��N 3� ��	P���� 	�
 CfOI � BS+F5I   =	��I@ �	�R&� � 

 S��$% �	�
Q1� �
 �*
� 	
 � ��!8 ��!@ ���!
 ��
% =�	P�%DNA �- �;	�	�- 	&'�(	% �	� ��
8 ��- 7+� �	� .  
   	� ,(� ( -���:   	�#*63    	&'�(	% ��
8 30           �!1	2���� )&3	&!���� �
 H��% �	#�
 3� ��- ��* 9&!��� 33    ��- ��* 9&!��� 
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 H��% ���	#�
  3���!8 ��!@ ��1	I% ��
% :�;��
�� ���	%�. K�1
21
% ���!
 �/*DNA  	&'��(	% �	�!#$% �%
�< 
�&�!8 W�!$��� �X� .�D% 3� ��- ��* . ��L	�ITS1 ) 9�
18S�( 5.8S 3� DNA   �� �!�R�3 M���� ����

 �%�3
�&� �

   3�!% ���(PCR)�&�!8 �&
O�  . !#&�!& 	
 =(
>D% 3� ������(forward) ITS1     :��	
 �� 
R���* 	�
 � ��- �1�
� 9���� 
�&�!8 9���� 	&'�(	% ��
8 ��< .     F�� ������ ��
 ���- ��&
O� =	��I@ �� �
*
% 7���!% ��� �	Q�NRFLP    3� ��	P���� 	�
 

 �	� 7&'�NCfOI � BS+F5I     S���$% �	��
Q1� ��
 �*
� 	
 � ��!8 ��!@ ���!
 ��
% =�	P�% =	�I@ �	R&� �DNA   �	�� 
��
8 ��- 7+� �- �;	�	�- 	&'�(	% �	�  . 

 	� ��&	�:   3�37   !1	2���� )&3	&!���� �
 H��% �	#�
  )20K �3 17 �!%  (	/�N ��� � ����D% ��9�
  64-2  �� K�
�
 `	� 30 
  ��
%)1/81 �5�� (     3� �3


�8 	&'�(	% � �!� �-� �X� .�D% ��� 	&'�(	% ����16�	#�
 ) 3/53�5��( �
� 	&'�(	%K 
 3� �
� 12 �	#�
 40�5��      3� )�1	&�
A#�� 	&'�(	% � 2 �	#�
 ) 7/6 �5��(  �- ��*  .  3�41     :�;��
�� ���	%�� �
 H��% �	#�
  

)22  K �3 19   �!%  (    	/�N ��� � ����D% �� 9�
  52-1    �
�
 `	��  .  ��33  ��
�% )5/80  ��5��(     .��D% ��� 	&'��(	% �����
          3� �
�� �
�� 	&'�(	% ��!� �-� �X�14  �	�#�
 ) 4/42  ��5��(       3� �3
�

�8 	&'��(	%K 13  �	�#�
 )4/39  ��5��(   	&'��(	%K 

   3� 	�2&!���5 �	#�
 ) 2/15 �5��(        �	�#�
 :�& 3� )�1	&�
A#�� 	&'�(	% � ) 3  ��5��(    ��- ���*  .         3� ���%N ���� ��
 e&	���
 M&	%3NPCR- RFLP  �	�� ���
#�  �1�
� 9���� 3� ��%N ��� �
 e&	�� 	
  DNA   �-
�
 � :�&<
1
�!% =	�5
>�6�   �&	�#�

�-�� f%	�  �O
	I% . 3� ��- ���!
 �	� �1�
�93 	� 99�5��!�� �1�
� 	
�-�� ��	�- ��< :�	
 �� �
6 )��.  
�	�.���:                       �
�� 	&'��(	% � �3
�

�8 	&'��(	% �����!�  4��!� �
 !1	2���� )&3	&!���� ���	#�
 �� ��- ��* 41	g �	� ��
8

        ���	#�
 �� ��- ��* 41	g �	� ��
8 � �
�                 �3
�

�8 	&'��(	% � �
���
� 	&'��(	% ������!� 4���!� �
 :�;��
�� ���	%�� 
���

 .        ��I@ �#&'�N 7+� 3� f5	L �
Q1� 9��h#�ITS1          ��!�2� � E&!� K ��	� �-��  ��- ���!
 �	�	&'�(	% ��
% �� 

             9&� �
- �% ��5
� K�	��#�� �/*	%� �-	
 �% 	&'�(	% 7/% �	� ��
8 �;	�	�-  ��!
 !&G�   �!�X��
 ���	�#�
 ��
% �� F�� 
�!�8 ��!@ ��	P��� ��
%.  

  

�/�( �	� �
�"0: 	& !���� K 	&'�(	%3K!1	2���� )&:�;��
�� ���	%�� K PCR-RFLP��!&�K   
 

 

�  ��	#- �� ?�OD� 9&�46-85 ��� ��- i	R�� �����3	% �2-'� i
�, �	QX��� �1	% �&	#L 	
 � ��- ��j �	QX��� �X��k� ���
- �� .  

����� ���� :	
��� 
�
�� ����- ��	� K !�%
���18 K�	
N�'6 ��	*  7l,� !�%	�� ��	2X��� E#�R%)m( K��	�- n�	@ � ��	�- fQ�� ��!8 K�2-'� ��2X���   
Email: shokohi.tahereh@gmail.com  

 *�	��� K�2-'� ��	�- n�	@ ��!��� �����3	% �2-'� i
�, �	QX���  
**��	�X��� K��
� p>$�%  �����3	% �2-'� i
�, �	QX��          *** �����3	% �2-'� i
�, �	QX��� K�2-'� ��2X��� K��	�- n�	@ �-�� ��	�-�	�  

 ****�	&�	��� K:���< ��!��� �#�(	� =	O�OD� '�!%    �����3	% �2-'� i
�, �	QX���     *****�	�X��� K�2-'� ��	�- n�	@ ��!��� �����3	% �2-'� i
�, �	QX���   
 ****** K�2-'� ��	�- n�	@ �-�� ��	�-�	� �
!%  �����3	% �2-'� i
�, �	QX���    ******** q	�-�	��-�� �����3	% �2-'� i
�, �	QX��� )��!�� �	QX&	%3N   

�� r&�	� ��	&� :17/2/87      =	LH5� �/* t	*�� r&�	�:  18/4/87        4&
>� r&�	�: 8/8/87   
                                                 
1 - Polymerase Chainrection- Restriction Fracment Length Polymorphhism 

Archive of SID

www.SID.ir [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

25
 ]

 

                             1 / 12

http://www.nitropdf.com/
http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-511-en.html


 
  ���    ���                   �	
��
� � ����� �����  
  

                       �������� ����� ���
 ��
���� 	���                                                          ���� ��� ����� % ��66 % !"��  ���� 1387  52

��
!�  
 	&'�(	% �	�!#$%        	��
2&	% 
&��&3	
 u6	- �
 ?���% 

           ������ ��!�@ ���	�
�
�A&!� ���
�	�6 �� � ��-	
 �%)1 .(
          ���%	� i��
A��!���� ��
�, �D� ���
� �� �� 	� n�	@ 9&�

   `	��� �� K�����- ���%1984   ��!��@ 	&'���(	% )���* �� 
������!8)2 .( ���
!" �	���!#$% 	&'���(	% )���* �	+��,�

       	���
�L ��
� ����� �
�� �� ����� ����   i!Q�
�6 =
        ����� ��% �	#- �
 �	��� ��#* 3� .       �� 	�� 7����	8�� 9�&�

          ��%  !1	2����� )&3	&!���� ��	#�
 f%	, �5	6 .&�!-
����-	
 .  �6	��- ���&( i��N � 9%'��% ���v�	, ��	��#�
 9��&�

                ��� ����
� !1
�	�% =	�&	�v �	�R&� 	�
 ��� ���� ��
�
        �
- �% p$X% ���*!
 �#� 	& J	5)3K1 .( =	�&	v

   ��$% �	� w�� �
         ����%3 ��
� 3� !� �!�� 	�!� 9-�� S
                3� ���g ����!�X��
 ���
 3� ��	�O� �� � ��
�- �% ��&�

 �-	
 ��	�� ��g)4 .(  
      �
	�/�1�K9%'% ���
� ��	�#�
 :�;��
�� ���	%��
               K!X���% �N =	�&	�v ��� ��-	
 ��% ������ �'&� ���
�
                � !�� ���
� �� � ��
�
 F�	6 � ��
- 	
 ix
� � y!"

    	@
� �	� �#�@ � =�
5        ���	�� ��g 3� ��g �� ��� ��
     ���!8 �% ���	X% �����)4 .(       ��
 	&'��(	% )��* z�!�6�

         :�;��
�� ���	% �� �<
1
��� �� 7/% f%	, :& ��
�,
 ��� ���!8 ��!@ �*
� ��
%)8-4 .(  

            K�
	�/�1� ����
� ��	�#�
 �,
��  :��
�� ���	% ��
             ����
� �	�� 763 ����� �
 �� ��� 9%'% � ����� �
,

�;	��%'8���
��- ���% p$X��% ��� F�	��6 �  . =	��-��'8
               �&�X�� �� 	&'��(	% �	�� ���
8 M�O� !�
 ���% �����%

 ���� �
*� :��
�� ���	% �� =	�&	v)11-9 .(  
            �	�� ���
8 p�$X�� S���$% �	� F�� :#� 	

  K�2&<
��1
�!% =	�5
>��6 3� ��	P����� �����	% K	&'���(	%
       	/�N �
*� �
 ��
� �% �1
21
% �	� F�� � �&	�#�-
�


�           �!�
 ��� S��$% �	/&�	#�
 	
 	/�N {	���� 9��" 7�  .  	�

         �� 	&'��(	% �	�� ���
8 =�	�P�% E&3
� �
 �*
�  �L�
��

 9�����h#� � �&	������!|* S�����$%=�	���P�% ���	����L  

           �;	��	�- 	
  K�"�	@ �v �	����� �
 S��$% �	� ��
8 
     �N 	�
 .��!�% �	/&�	#�
 �	%�� K	&'�(	% �	� ��
8 ?�@�

�- ���
6 f�/��)12.(  
      ���� � ��I�D% .&�!- !��|� �
 ���� ��

 q	�L 
           K�3
�

�8 ����	% 	&'��(	% �	�� ���
8 ��6!
 ��
�
 �-�
  e&	����� �	���&3 �
	X���� K	�2&!������ m
>���$
 � �3
����
��
         ���
8 ��6!
 9�
 :&<
1
�!% � :&<
1
&'�� =	X&	%3N
   � ���
������ )�1	&�
A#��� K�
����
� 	&'���(	% �����	% 	���

 &'�� �	��� F�� �����
	� 9����h#�  .&�!��- 3� :��&<
1

             � �X�� .��D% =	����!� K�;	�#��- ��
�% t
� K�I�D%
         �� �&����D% },	
 ����� M&	%3N �
6 p>$� ��L
 :���&<
1
&'�� � :���&<
1
�!% �	���� F�� 3� ��	P������
         ���� ��- 	&'�(	% �	� ��
8 p�$X� �/* ��	/�X��

)13 .(              ��!�2� 	�
 q	��L zH%	�� �	/�-�� �;��� �� 9&� 3�
3	���� � (	��
 �!&G���  �
��l�% ���
 ����
#� ��'���% f@����L ���
 

    �!v 	�!#$% 9&� C�D5 p�$X��       ��!�
 � ��-	
 �% �
         	/-�� 9&� �!&3 ����� 4�	�% �1
21
% �	/-�� !%� 9&�
             �	/�-�� JH�6 !�
 � ��

 E&!� � q	�L K?�@� �	��

                3� ���!�8 ��% ��!�@ ��I�D% .&�!�- ��D� ��� �A��
��

  ��������
6!
 �;(	��
 �!&G�����!2� . /��-�� �	���% 3� �	
   F�� �1
21
%PCR-RFLP        �	�� ���
8 9����� �;	��
� 

               �%
�
���	�	
 ?
	�I% (	�
 �D�5 � ��@� 	
 �� 	&'�(	%
  �����	����� �	��� 9&!����� 	��
 ��~���% 9��&� ���� ���� ���&�*

   ��� ��- =	�j� 	&'�(	% .     ���%N ��� �
 �R��� 9��" 7�
 3�PCR-RFLP ���R��� 	��
 ����&	O% f��
	@ PCR ��!��#� ���
 

  ��-	
 ���% �1�
��� 9������� .  �� ��	P����� f��
	@ F�� 9��&�
    9������ =	X��&	%3N ����L � �2&<
1
�%������ =	���1	I%  

 �-	
 �%)13.(  
          ���* 	&'�(	% �	� ��
8 9���� J�� 	
 ���!
 9&� 
        ����	%�� � !1	2���� )&3	&!���� �
 H��% ���	#�
 3� ��-

 F�� �
 K:�;��
��PCR-RFLP��� ��- �L�!�  .  
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,(� ( -��� 	�  
  1	I% :& ?�OD�      ��� �P�5
� F�� �
 �� .     ��
 	�� ��
#�

     ������� ����*�!% ���	��#�
 3� !#����% ���	>���!�g �
���
           ̀ 	�� �� ��	�� )��!��� �	QX�&	%3N � ��,

 �	���	#�
  

 86 – 85 �&�!8 ���N E#* .  
 ������� 	�
���:  

            � !1	2����� )&3	�&!���� ��
 H��% ���	#�
 ���!
 9&� ��
    �	��#�
 ����&�� 3� ����
 :�;��
���� �����	%�� .���
� �

           9���h#� � ��	�� ��,
�
 �	����	#�
 ��
� 9�>>$�%
       ��	�- n�	@ M$
 �
 ��
� �	>>$�% �,	*�� ���	#�

         ��/*  �&	�v� G�6� 3� )�� ��	� )��!�� �	QX&	%3N

 ���- y	$��� �!�8 ��
#�.  
 
��� �����:  

       ��
� ���-�!� F�� 	
 �!�8 ��
#�(Scraping)   CI�� 
       � fA1	2��� ������ �
 ���	#�
 =	�&	v       ���!8 ��% i	�R� .

          q	�� 	
  3� ��	P��� 	
 ���
� �	� �-�!�10�5��  w�� �
              7�O���% ��
2���!2�% ����!
 ��
�%  
��
 9���% �'�%N

����!8 �% ��!@.  
 ���:  

)��	��%�� ��	��� 	&'���(	% '��* ���
 	&'���(	% �	���!#$%K 
 ��

 f��
A�1 �               3	��� �<�'�8� �	�� ��
!" ��
 ��-� ��!
 

����� .  9&�!
	�
  �N �X� ��!
      �X� �	� .�D% 3� �&	
 	/
          �
#� ��	P��� ���
 �	� �!�R�3 	
 y!" �	����� 3� ��g .

          9#�
�� w��#�1 �X� .�D% ��-G8 =	�1	I% �
 �*
� 	

)LNA – Leeming and Notman ager (   9�&� ��!�


  �- y	$��� �
l�%)15 (      .�D% ��� ���	#�
 �	� ��
#� �
 �- ���� �X� �
�G% �X�.  

DNA Extraction 	
  F��glass bead:  
                �� � ���/� �	&'��(	% ��1�'&� !�� 3� p1	�6 �X� ���
�

C°30    =�% �
 2-1 ��P� �- �

2��  .DNA  3� ��	P���� 	
 
 �

 ��- ��* K��
 )�8 �-	��!� F��)14K 16 K17. (   

���
~��
�
Q�1�� :  

        � ��
#��	�% ?�OD� q	�� !
���
~��
�
Q�1�� �	� !#&�!�
 ���	2#�2000)17 (
l�% �
�< �&
O� �  ��L	� ITS1 3� 

DNA   �&�!8 �L�!� �%�3
�&�  . !#&�!� �1�
�Forward 
18SF1) (f%	���������������������������������������������������-:  

 (5�-AGG TTT CCG TAG GTG AAC CT-3�) 
  !�������#&�!� �1�
��������Reverse (5.8SR1)f%	�������- :  

 (5�-TTC GCT GCG TTC TTC ATC GA-3�) �

. 

 PCR:  
 PCR      �&	/� 7RL :& �� 50μl      f%	�- K��&�!8 i	�R��  :

2μl3�  DNA  K
���Q1� 5μl 3� 10×PCR buffer K K1μl 
���&3
~��
� �������  =	P���� �!���)10mM `
>��D% K

  ��!�-BIRON( K2 μl   !�#&�!� !�� 3�  )   ��l�g 	�
10 

μM�<	��� ��	O�OD� ���1
� ��!- `
>D% K( ( K3 μl 
 3�(25 mM) MgCl2 K0.4 μl 3� Taq DNA 

polymerase) 250 U `
>D% KRoche .( M����PCR 
	Q��� �� !�2��
%!� �) `�%Thermal cycler techne- 

TC- 312 (�&�!8 i	R�� . �!- 9&�
 �&	%!8 �	� f2��
�

 :   �;���
� ��
�	��°C 94     =��% �
 5        	�
 ��� K��O�@� 35 

 ��- �% `	��� !&3 =�
5 �
 f2��) : ��
�	���: °C94  ��
 
 =���%1���O�@�  ) (`	>���� :°C 52  =���% ���
 1���O�@�  (  

 )!��2� :°C 72  =�% �
 1�O�@� (   !���2� ���L!% :& � B
 �&	/���°C 72 =�% �
 7�O�@�  .  
 �����O%8 μl `
>��D% !��� 3� PCR 3�	��8N `< :��& �� 

5/1���5�� !�	��
 �1×TBE) Tris base KBoric acid K
EDTA pH:8 (   �
�
 ���- 3�
���!�21� .  :�&)100 bp (

DNA Marker )   ��!�- `
>D%BIRON (   	�
 ��!�#�
     �	
 �3���� 9���� ��!
 	� ��
#�    �
�
 ��- ��!#� 	�� .  )A��

 �&	%!
 i
&���� 	
 `<)0.5 μg/ml ( !&
>� � �'�%N w��
  �	Q����� 	��
UV doc) Gel Documentation and 

Analysis; Model: GAS 9000/9010: version 12; 
Cambridge, UK  (�- ��/�)18.(  
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 ������ ����� �����PCR :  
  F�� 	���
 =(
>���D% p�����$�)Column based 

purification Kit (Millipore) using vacuum for 
filtering(  ��- i	R�� .  ���L	�ITS1 3� DNA  �%�3
��&� 

   �	��!#&�!� 	
 5.8SR1�18SF1   ��&�!8 �1�
�� 9�����   .
)17 (.  

RFLP :  
          �	�� �1�
�� 9�����  q	�� !
 7&'�N y	$���    =(
>�D%

PCR  ��'��� i!� 3� ��	P��� 	
 �  CLC free workbench 

(version 3-0-2)  � ����!�% ��1	I% q	�� !
 9��h#� �
   ��!&G�� =�
5 ���	2#�)14 .(    f�#, M&	�%3N 9�&� ��

         =(
>�D% ��� !�
 ��#&'�N 7+�PCR     3� ��	P���� 	�
   
�	� 7&'�N CfOI �BS+F5I�- i	R�� ).`��*��	#-  2(  

     �
�����	

2�� 	���
 �3	~��
�������� 7+���� M�������17 
   `
>D% 3�!��1�!2�%PCR   	
 U10   7&'�N !� 3�    7RL �� 

  �&	/�20        =��% �
   !��1�!2�% 3       =��!�L �� �,	�� 37 
             `< :�& �� `
>�D% � ��&�!8 i	R����!8 ���	� �*��

 3�	8N2�5�� !�	
 �1×TBE) Tris base KBoric acid K
EDTA pH:8 (�

 ��- 3�
��!�21�.    i
&����� `
��D% 	�


              �	Q���� 	�
 ���	X�% 3� )�� K���- �'�%N w�� �&	%�!

UV- doc 	���� )���2, K����- �����/� . 3�
�����!�21� ��

      !��	% 3� �3	~��
����� 7+� =(
>D%100bp   ��/* 
�&�!8 ��	P��� ��- f�2X� �	���	
 �!�8 �3����)19 .(  

  
	� ��&	�  

��� � !�"�#� $%��&' :  
    �����  3�37          �� ��� !1	2����� )&3	&!���� �
 H��% �	#�
 

         ��� �X� ���

 ���% 	&'�(	% !l� 3� 7�O��% M&	%3N
.�D%               �� � ��%N f�#, ��
 ����	& !��|� 9#�
� w��#�1 30 
  ��
% )1/81  ��5�� (       �!�� ��-� 	&'��(	% �����.  3�41 

     3� 7�O��% M&	%3N �� :�;��
�� ���	%�� �
 H��% �	#�


             w���#�1 .��D% ��� �X�� ����

 ����% 	&'�(	% !l�
  �� � ���%N f��#, ���
 �����	& !����|� 9#�
���33 ��
��%  )5/0 

8�5�� ( 	&'�(	% ���� �!� �-�.  
(%���PCR �%)*��� 
�+ ���)%� 
�� �� ,-. /�0��  :  

  W�!$���DNA   ��� 63         ����	& ��-� �	&'��(	% !�#$% 
        M&	�%3N )A�� ��- i	�R�� �X�� .�D% ���PCR  	�
 

 �	�!#&�!�)Forward  (18SF1� )5.8SR (Reverse !
 
 ���63 DNA     � ���&�!8 i	�R�� ���- ���* �	&'�(	% 

    J��� ��I@ )   ���L	�ITS1  (  3�DNA     ��!�
 �%�3
��&� 
      �3���� �
 ���	P�% =	�I@ 	� �1�'&� ����220 	� 330  �P* 

 �- �&
O�3	
 ) !&
>���	#-1 . (   
  


�����������1: ̀ 
>��D% 3�
����!�21�PCR  7��/% �	��� ����
8 

��L	� !��2� 3� f5	L 	&'�(	%ITS1��rDNA   
  �	� ��
#�3�2�1K �
��
� 	&'�(	% 6�5�4  K �3
�

�8 	&'��(	% 8�7 

	%   K)�1	&� 
A#��  	&'�(9  K 	�2&!��� 	&'�(	%10     �3
�

�8 	&'��(	% 
KM�1
21
%!��	% 100�3	
 �P*  

  
 ������ ����� ����� (%���PCR:   

  =(
>D%PCR 10    !#&�!� 	
 	&'�(	% ��
#� )Forward (
18SF1� )(5.8SR (Reverse    ��- �1�
�� 9�����  .  e&	���

       	
 ?��I� 3� ��
 �1�
� 9����DNA  *
% �	�     :��	
 �� �

           ��'��� i!�� :�#� 	
 ��kBLAST2    ��!�
 10  ̀ 
>�D%   
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 �
��#� �&	���	�- �� 	&'���(	% �	��� ����
8. =(
>��D% 3�
 ����- �1�
��� 9������4 K  �3


�8	&'���(	% ����
8 3 ����
8 

    K�
� �
� 	&'�(	%2       :�& � )�1	&�
A#�� 	&'�(	% ��
8 

     �- �;	�	�- 	�2&!���	&'�(	% ��
8 .   ���!
 �	� �1�
�
��-   3� 93    	�� 99              ���< :��	
 �� �
�6 �1�
�� 	�
 ��5�� 

(Gene Bank) ���-�� ��	�-  )`��*��	#-  1. (   
  

����
����  1:  ��L	� �1�
� 9���� 3� ��	P��� 	
 	&'�(	% �	� ��
8 9���� ITS1 3� rDNA  

	&'�(	% ��
8  `
>D% �3����  
( bp ) PCR  

�5��similarity Accession no.  ��
#� ��	#-  

(	%�
� �
� 	&'�  
�
� �
� 	&'�(	%  
�
� �
� 	&'�(	%  

  �3


�8	&'�(	%  
  �3


�8	&'�(	%  
 �3


�8	&'�(	%  
	�2&!���	&'�(	%  
	�2&!���	&'�(	%  

 )�1	&�
A#�� 	&'�(	%  
 )�1	&�
A#�� 	&'�(	% 

277 

261 

269  
300 

330 

305 

258 

220 

272  
314 

98% 

98% 

97% 

93% 

96% 

93% 

99% 

99% 

96% 

94%  

AY743634.1 

AB105153 

AB105153 

AY387132-1 

AJ437693-1 

AY743630 

AY743638 

AY743638 

AY743636 

AY743630 

MB1 

MB2 

MB3 

MB4 

MB5 

MB6 

MB7 

MB8 

MB9 

MB10 

RFLP:   
           �	�� 7&'��N 	�
 ��#&'�N 7+� f#,CfOI   � BS+F5I   !�


 =(
>D% ���PCR    ���!8 =�
�5  .   7&'��NCfoI  �� 
  � ����� �
��
�	&'�(	%         ���I@ ��� � �

 ��2- fD% �

 �
#� �	R&� .      f�D% :�& ����� )�1	&�
A#�� 	&'�(	% ��
 �

 ��2-     �!� �	R&� ��I@ �� � .     f�D% �@	� 7&'�N 9&�

�
��
 	�2&!����� � �3


�8	&'���(	% �� ����2-  9&�!
	���
 
�

 �	�2& �3	~��
����� 7+� 3� ��
 � f�@ ��I@ �3���� .  

 7&'�NBS+F5I
��
� 	&'�(	% ��  	&'�(	% � �  

  
          �	R&� ��I@ �� � �

 ��2- fD% :& ����� 	�2&!���

�!��� . f��D% �� ����� �3
��

�8 	&'���(	% �� 7&'���N 9��&�
      �
#� �	R&� ��I@ �� � �

 ��2- .     �2�&� �
 �*
� 	
 �1�

        �

 :"
� �	��
 =	�I@ 3� �2& �3����)12   3	�
 �P*  (
            9&�!
	��
 �X�� ���&�3�	8N `< ��� 3�
��!�21� �� � ��

  �- ��&� ��I@ .  7&'�NBS+F5I    )�1	&�
A#�� 	&'�(	% �� 
   �

 ��2- fD% �@	�. ) `��* ��	#- 2   !&
>� �   ��	#-

2.(    
  

������
������  2 :  ����I@ �3������ITS1     �	��� 7&'���N 	��
 �3	~��
������� 7+��� 3� ����
 � f���@ S����$% �	�	&'���(	% �� CfOI � BS+F5I

	&'�(	% ��
8  
`
>D% �3���� 

PCR 4�L !
 
3	
 �P*)bp( 

 ��
 =	�I@ �3����
 	
 7+� 3� CfOI 

(bp)  

 3� ��
 =	�I@ �3����
 	
 7+�BS+F5I 

(bp) 
Homology%   Accession 

number 

�
� �
� 	&'�(	%  261 203K33K25 155K106 98% 105153AB  
�3


�8	&'�(	% 330  330 254K64K12 96% 437693,1AJ 

  �3


�8	&'�(	% 220  172K48 220 99%  743638AY 

	�2&!���	&'�(	% 272  272 204K68 96% 743636AY 
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���� �����2: �	� `
>D%3�
��!�21� PCR ��I@ ITS1  
 �#&'�N 7+� 3� )� 	&'�(	% 7/% �	� ��
8 ��.  

 �	��� ����
#�1K2K3 7&'���N 	��
 7+��� 3� )���BSTF5I 4����!� ���
  :
     	&'�(	%K �3


�8 	&'�(	%K�
��
� 	&'�(	%   	�2&!���� .    �	�� ���
#�

4K5    7&'����N 	���
 7+���� 3� �����
COFI   	&'����(	%  4�����!� ����
 
�
��
� 	&'�(	%K)�1	&�
A#��.M�1
21
%!��	%100�3	
 �P*  

 !��l� 3�  S����$% �	�	&'���(	% � � ����5	L �
��Q1�
            ���
8 i	/
� ���
 �� �

 '&	#�% � =�	P�% ��@ �N �3����

 ���- �;	�	�- 	&'�(	% �	�. 
   9�&� �
 e&	��     �� ��� �
�
 4���!� 30    ��
 H���% �	�#�
 

 3� �3


�8	&'����(	% !1	2������� )&3	���&!����16 �	���#�
 
)3/53�5��(     3� �
��
�	&'�(	% K 12 �	#�
 ) 40�5�� ( K

   3� )�1	&�
A#��	&'�(	%2 �	#�
 ) 7/6�5��(      ��- ���*  .
  ��33           �� :�;��
��� ����	%�� ��
 H��% �	#�
 14   �	�#�
 

 �
��
�	&'�������(	%) 4/42��������5�( �� K 13 �	������#�
 
 �3


�8	&'�������(	%) 4/39�������5��( �� K5 �	������#�
 
 	�2&!������	&'�(	%) 2/15����5��(  �	���#�
 :���& �� � 

 )�1	&�
A#���� 	&'���(	%) 3���5��( ���- ����* )`����* 
��	#- 3. (   
  

����
����  3 :�����!� E&3
� ��	#�
 t
� :�2P� �
 ��- ��* �	� ��
8 4�L !
 ���!
 ��
% ���	#�
  
)&3	&!���� !1	2����  :�;��
�� ���	%��  E#*  ��	#�
  

         ��
8  �5��  �����  �5��  �����  �5��  �����  
�3


�8	&'�(	%  3/53  16  4/39  13  46  29  
�
��
�	&'�(	%  40  12  4/24  14  3/41  26  

	�2&!���	&'�(	%  0  0  2/15  5  9/7  5  
)�1	&�
A#�� 	&'�(	%  7/6  2  3  1  8/4  3  

	� ��
8 !&	�  0  0  0  0  0  0  
E#*  100  30  100  33  100  63  

  
  

          e&	��� �� ��� !�� �
 i3( PCR-RFLP   ����
 
  � �1�
��� 9������ e&	���� 	��
 ���2���� �	��� ����
#� 3� ����%N

���&<
1
&'�� K�2&<
���1
�!% =	�5
>���6: )3(	����	� (
  �&	�#���-
�
 =	X��&	%3N�)  � 9~&
��� yG��* =	X��&	%3N
9�1
2�� �� J	2- �	R&�(�-�� f%	� �	�I�� .  

  
  

1��  
 �	��� ��	��#�
 ���6!
 '�<
�	��� �� !��#$% 9��&� M��O�
               ��!�@ i	�/
� 3� �� ��1	� �� ���&�% �	/���% ��!
 ���
�

�-�� .         `	�� �� 	&'��(	% )�* �%
�
��	� !��|� `	���

1996            =	�&	�v �<
1
�	��
&'�� �� !�#$% 9�&� ��#�� K 

             ���!8 ��!�@ �	�OOD% ��*
� ��
% z���R% K ���
� .  �G�1
  S����$% =	���1	I% i	��R��   �� !��l� ���&�R� �
��l�% ���
 

        !#$% 9&� �<
1
�	�
&'�� � �<
1
�� �
 {

!% =	,H��
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              ����
� =	�&	�v 	�
 	� ��
8 3� :& !� {	���� ���!
 �
��� �% !l� �
 ���!v S��$%)13 .(  

   �&	���	�- � �3	�����* �
��l�% ���
 �����!
 9��&� ��  
 ����
8	&'���(	%   )&3	��&!���� ���
 H����% ���	��#�
  3� �	�  

� � !1	2������ �!���8 ����
#� :�;��
���� �����	%� f��#�

�%N.  

  K �����-�!� �	��� :����2� 3� S����$% =	���1	I% ��
  ����� ���� q	#� � n	2�� 4�")contact plate (   ��


          ���� ���- ��	P��� �!�8 ��
#� �#� �	� F�� ��
�, .
         �/* ?�@� �-�� �� ���-�!� F�� 3� !v	L ��1	I%��

�% ���
� =	�&	v 3� �!�8 ��
#� P��� K�-	
�&�!8 ��	.  
 	&'���(	% �	��� ����
8) ��	��� 	&'���(	% �	������� ���


)��	%�� (  ��-� �/*            ��
 ?��I% 3	��� �X�� .��D% ��
               �	������ ���'��� 	�
 ��
�� �% �� 3	�� 9&� � ����� �
!"
               �
�#� J!��!
 �X�� .��D% ��
 ����
 �!��R�3 	
 y!" .

             �	�� ����� !���2� �  �&	�	�- ��!
 .�D% 9&!� 4�	�%
 .�D% K	&'�(	% &	�         � ����	& !��|� �
�2&� .�D%  !�l� �

      9#�
� � w��#�1  .�D%)LNA(        ��
 �N �� 	�� �
!" ��
   ������� ������%N �� ��P������1
%� � {
�����$% =�
����5  

 �-	
 �% )2K1(.        .��D% 9�&� 3� ��	P��� 	
       �3	����* K	��
            	&'��(	% K �3
�

�8 	&'��(	% ���	% !� q	�L �	� ��
8

       .�D% �� ��  �3
�
� 	&'�(	% � 	�2&!���     9�g�� �� �	�
  �
�&3 ) :�~1�� ���� (         .��D% ��� ��&( :�& =�
>�


                 �	���#�� ��
�� ��% K  ����� ��#� ��-� ��- ��	v� �%	*
��	&)22K20.(   

        �	�� ���
8 �3	����* ��/* '��� !v	L ��1	I% ��
        .��D% 3� K 	&'��(	% S��$%LNA  ��&�!8 ��	P����  .  !�


             �	�� ���
8 �3	����* ��'��% K S���$% =	�1	I% q	��
	&'���(	%  .���D% �� K����
� 3� LNA  .���D% 3� !�X���
 
mDixon            ��(
�� =�% �
 ��
� �% �� .�D% 9&� � ��

 

 �-�� �Q� �!�)23K20K1 .(  
    ��1	I% 9&� ��5/80�5��       ����	%�� ���	�#�
 ��
#�  

  :�;��
���  ���-�� ���% �X .      �� ��� �&	� ���!
 ��

  �	�v .�
� ��!&�)24  ( �&�3�!� �)13(     �	�� ��
#� ���
        e&	��� K��!8 i	R�� :�;��
�� ���	%�� ���	#�
 ���
�

           ��  4���!� �
 :�;��
�� ���	%�� �	� ��
#� �X�42 
�5��  �1/62 �5��    ����% ���
% �
�
        3� 4���!% ��
 ��� 

      ��-	
 �% !�#� 	% ���!
 e&	��B       JH��6� ���, z(	�#�L� 
 3� ��	P����� 3� ���-	� 4����!� ���
 �����!
 �� 9��&� �� �
���

I�D% � �
���&3 9��g�� ��	��L ���

	��� �	��/mDixon   
�-	
 �% .  

  !���6� �	��� `	��� ���� �������% =	��O�OD���
��%   
           =	�&	�v �� 	&'��(	% S���$% �	� ��
8 E&3
� ���!


 :�;��
���� �����	%������� �����!8 i	��R�� . �����!
 ��
  9��&� =	�&	��v 3� ����- ����* 4��1	g �	��� ����
8 K!��v	L

   �
����
� 	&'���(	% 4����!� ���
  ���	��#�
4/42���5��  � 
   �3


�8 	&'�(	%4/39 �5�� ���

  .e&	��  ��1	I% 9&�    	�
 

 ��!��
 ���� �����!
42  �����	%�� ���
 H����% ������< �	��#�
 
   i	R�� :�;�
��    	/�N �� �� ��� ��-      4�1	g �	�� ��
8 

             �
�
 �3
�

�8 	&'��(	% � �
���
� 	�& 	&'�(	% 4��!� �
K 
 ���� ���
��$#�)25.(   ���!��
 �!��Q&� �����!
  ��38  

�	#�
           F�� 	�
 :�;�
��� ���	%�� �
 H��% ��	�
&PCR-

SSCP        ���� ��
�
 �3


�8 	&'�(	% 41	g ��
8  .  �	&	�-
       !�l� ���!
 9&� �� ��� !�� ��1	I% 9&�    7�����
% ��� K

  ���OI�%ITS1  ���&'R� ��
��%  =�	��P�% ���-�� 	��
 ���/��% 
 ���� ���!8 ��!@ f��D�). 26 (    e&	��� !�v	L ����!
 ��

     ���	#�
 �	� ��
#� �X�      !1	2����� )&3	�&!���� �
 H��%
��1/81 �5��             e&	��� 3� ��'��% 9�&� ��� ��- ���% ���
%

    )#�- .��
� ���%N ���
)63  ��5��(  	���� � )5 /58 
���5��( ���;�3�!� )8/79���5�� ( ����� !�X���
)28-27 K 

12 .(           ���	�2#� � 	��
8 ��1	I% �� �� ��� �1	L �� 9&�
  !����, ���
��% 3� ��	����
 ��   M&	��%3N ��
��
 �����% 7g

%   .O� K7�O��8/43 �5��       ����-�� ���% �X� 	� ��
#� .  
)29 .( 3� `�� ���!
 �� �� ��� !�� �
 i3(m Dixon  
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 !���l� �!��6N �����!
 �� � ����1	I% 9��&� .���D% 3�LNA 
          �L� ���, 9��OOD% 9�&� � ��� ��- ��	P���    9�&	�� �1	�#

    �����% �X�� e&	��� ��
�
    !���� K .��g �!��8 ���
#� ��
���
#�.  

   �$% �	� ���!
 ��        3� M��
 �3
�

�8 	&'��(	% S�
             ���* !1	2����� )&3	�&!���� ��
 �	&H��% 3� 	� ��
8 !&	�

   ��� ��-)31  �30   � 28 � 27   � 25 .(  ��  9&�   '��� ���!

 1	g ��
8         �3
�

�8 	&'��(	% ��%N ��� �
 4    ������!� 	�


3/53 �5��   �-	
 �% .          .��
� ���%N ����
 e&	��� 	
 ��
 ����� w����	#�  	����� � �X��&	&	
	�	�)28 � 25( 3� 	��%� K

 )#��- .���
� ����%N �����
 e&	����)73 ���5��( !���#� 
�%   �-	
)27( .      ���* 4�1	g u��
8 ��� ���� �1	L �� 9&�

% �� ����-   )�1	&�
A#��� 	&'���(	% 	����
8 u���1	I)4/59 
�5��( ��

   K            �� ��	�&3 JH��6� 	�
  �3
�

�8 	&'��(	%

   �-�� ��!@ i�� ����B           ���
#� ����!
 �� �� ��� ��" !� 
	��&!���� �	��� W�	��6 �!����%!8 �L�
��� !1	2������ )&3

     F��'�8 4�1	g ��
8 ��
�, �
 �� �3


�8	&'�(	% K��	�	�
 �
��#�)29 .(  3� �3


�8	&'���(	% '���� 
A���!� ����1	I% ��

97�5��        �� ��� �- ��* !1	2���� )&3	&!���� =	�&	v
60�5��      �� � �&	/�� �
 ���
%29�5��     ��!�#� ��
 ���
%

     �� � )�1	&�
A#� 	&'�(	%7���5   	&'�(	% ��!#� ���
%
 � ��
��
 ���
����� ���� .   !���6� u���
8 �� �� �����!
 ��

))�1	&�
A#� � ���
��� 	&'�(	% ( �/
	X% z	�&!O� ���� �

    �����- ����* ����� ��&	��v ���@	� �L�
��� 3�K ���2�1	L �� 

      �X�� ��* �L�
� 9&� 3� �3


�8	&'�(	%)30 .(    ��H�, ��

    
�
�� 	&'�(	% ���	#� K �3


�8	&'�(	%     3� 	�2&!���� � �3

               ��
 ��� ���� 	&'��(	% )��* q	��L �	�� ��
8 ��#*
  �,!��� ���
 � ����� ���% ���-� �X��� .���D% �� ��$���

         �% ��� 3� �,	�%	� .&�!- �� �� �
6 �-� �&	��
�   ���
)22-20 .(    3� �&(	��
 ������ 	��
 !��#$% 9��&� �3	�����*

        �N ������!� ������ �	X�� !1	2���� )&3	&!���� =	�&	v
�% =	�&	v 9&� ���-	
 .  

 �����I@ !���v	L M��k���� ��ITS1���
  3� ��	P������ 	

�
Q�1�� �	���������!#&�!�  ������������
~��F) 18SF1( �  

R)5.8SR1(  F�� ������� ���
PCR ���- ���&
O�  . ����L	�
ITS1 �< �	���� 18S rDNA���� ��!��@  . �<18S ����� 

               4��g� 	�& i	�#� �� ���- ��l�	D% � �
	j z	���� )�	2�
             �� ��!�
 �

�6 J��� �G�1 � ���� 	� n�	@    :�& y	�$�

   ��� !#&�!�(forward)          	�/"�	@ !���� i
��< �
 ���
�
 �� 
   �
- �% y
�D% ���h
 �             ��
 ��*
� 	�
 !�Q&� �
�� 3� 

        ���L	� ���- ���	PL ���	%5.8S        ��!�
 �

�6 f�D% K 
    �X8!
 !#&�!� y	$���(Reverse) ���  .    !�#&�!� �� 9&�

     ���I@ �
�- �% },	
ITSl     '��� � f�%	� �
�� ��
 18S � 
5.8S   ;'* �
� �
      ����!� �� �� �PCR  ��
�- ��&
O�  .

           3� )�� !�#&�!� �P* :& 	
 4��!� 9&�
PCR   ��	��I@ 
            S���$% �	� ��
8 9�
 �� =�	P�% �1�
� � !�|�% `
� 	


  �% ��� �
  �&N .        �� �
*
% 7���!% ��� ��
� �% �	8 �N
 F�� :#� �
 �� =	�I@RFLP��� ��!@ '�1	�N ��
% .  

 ��L	� �� 9�
ITS1 � ITS2 �< K5.8s rDNA �%!
�� �� 
        ����L 3� =	�I@ 9&� �3���� K��!�81000      �� 3	�
 ��P* 

      3� !�#� 	� �	��� `
��300       	��!#$% �+�
 �� 3	
 �P* 
 ��� =�	P�% .        ���
	���
 �L�
�� 9�&� ��� ��� ��- i
��%

           ����!�� ��� u��1�� ����!
 �$�� ��!
 '��rRNA   ';	�L 
��� �	��
 ��#��)32(.  

  �L�
�ITS    	� M��k� ��	��
 ��        u��I@ ��
��, ��
 
           =�	�P�% �	�� F�� �
 � S��$% �	��
l�% ��!
 J��

    ��� ���!8 ��!@ ���!
 ��
% .         ��� ���� 9�&� 7�/% u�2�
  =	�I@18S  K5.8S   � 28S     �	� �< �� rRNA    �� ����� 

  �������)�����'%� (           ��l�	D% z	����� 	�� n�	�@ 9��
 ��
 �����-(Conserved)  =	����	���� ��� ��!���
 � ��
���
 

 ����P% :���<
���)33 .(      �������� �L�
� 9&� 9�
ITS1 
  �ITS2        ���	& f%	2� �!�X�
 �,!� 	
 �� ����� ��!@ K  �G1 
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              =�	�P�% )��* :�& �	�� ��
8 ��L 9�
 �� 	/�N �1�
�
��� .        :�#� ����
� �% ��5	L 7���!% ��� 4��!� 9&�


   �	��� ����
8 ����L � 	��� )���* �&	���	�- ��!��
 ��	&	��-
 f
	@ �,
��% �	� F�� 	
 �� �-	
 S��$%��� �!*� .  

     �1�
�� '�1	��N 	� F�� 9&� ��#* 3�ITS    	�
 ���- ��&
O� 
PCR      	��& )���* �5	>���6� �	���!#&�!� 3� ��	P����� K 

 K�����
~��
�
Q�1�� �	��� y�!��� '���� � ����
8 �5	>���6�
   3� ��	P���RELP     ���� �!��g �  .      �	X�� =	��1	I% 4��g�

             S���$% �	�� ��
8 9�
 �� ��	� �1�
� t
�� �� ��� ����
    �� �" n�	@ITS1      �� ��" � ITS2     ���� ���L ��   ��� 

         ���* �
� 	� ��
8 �&	�	�- �/* 	/�N 3� ��
�
 .  �	�#�
      u�L	� K�- !�� �� �
�ITS        ��
 K	�� M��k� ��	��
 �� 

   ��� ��- ���!8 �	� .         7�O���% �1�
�� 9����� 3� ��	P��� 	

sequencing) (direct L	� ���� ITS rDNA  �%�3
���&� 

   	
 ��PCR         	��!#$% K���� ���- �&
O�      �	�� :�A� �
   ��� ��- �&	�	�- �	��
K              ��
 ��
�� ��% 	�/�N u��#* 3� ��� 

         �	� ��
8 K	&'�(	% �	� ��
8 K	� ���
�	%�� �	� ��
8
  K (��
������� � q
���
�
�A&!� �	��� ����
8 K����&��	�
   K	���&�	�!�1N �	���� �����
8 K q
�&<!A����N �	���� �����
8
          ���
A��
2&!� �	�� ��
8 � i
���� ��� Ki
&�
A���H�

�
#� ��	-�)34 .(  
 ����L	� 3�ITS 7������ �� 	��� n�	��@ �&	���	�- ��!��
 

RFLP��� ��- ��	P��� '��  .�	� ��
8 �&	�	�- �/* 

 K	&'��(	%Gupta   u��I@ ITS  �	���% �� �� PCR-RFLP 
 ��� ��!�@ . �< ��28S rDNA  u��L	� � ITS  �� �N �	��� 

            �	�� 7&'��N 	�
 z	��@	��% � ��
#� �&
O�EcoRI  KNcoI  � 
Aval   @ 7+� ��
%         :����
��!�21� �	��
Q1� 	�
 ���� ��!

 �������
� �����5	L5 3� �����
8 7 3� �� 	&'����(	% �����
8 
  �3	� '&	#�% !Q&�2& .      �
��
� 	&'�(	% ��!��� �
 ?�
% 	%�

 3� �3
���

�8 	&'����(	% � )��	���%�� ��	���� 	&'����(	% 3�
�&�!Q� 	2&!��&� 	&'�(	%)35( .  

            �	�� ���
8 �&	��	�- ��/* ���	�2#� � ����!�%
'���(	% �< 	&28SrDNA  !��
 )A��� �����
#� ���&
O� �� 
 �	����%PCR-RFLP  �	��� 7&'���N 3� ��	P����� 	��
 CfOI � 
BS+F5I   ������
�11     �;	�	�- �� 	&'�(	% �����	��� ��
8

  ���� .        F�� 3� ���%N ��� �
 e&	��RFLP       ��
 e&	��� 	�
 
 �1�
��� 9������ 3� ����%N �����DNA 100���5�� �O
	I%

 �-��)14(.  
 �� !��v	L ����1	I% ��     3� ����%N ����� ���
 e&	����'

 M&	%3NITS PCR- RFLP    3� ���%N ���� ��
 e&	�� 	
 
  �	��� ����
#�  �1�
��� 9������DNA 100���5�� �O
	I%

�-�� .      3� ��- ���!
 �	� �1�
�93�5�� 	�99�5�� 	

   ����< :���	
 �� �
��6 )��!���� �1�
���(Gene Bank) 

 �����-�� ��	���- .   ���	��#�
 �� ����- ����* 4��1	g ����
8
 1	2������ )&3	��&!����   �N3�����
� �3
��

�8 	&'���(	%  !

          �� ���- ���* 41	g ��
8 �2�1	L���

 �
��
� 	&'�(	%
       �N3����
� �
��
� 	&'�(	% :�;��
�� ���	%�� ���	#�


  �

 �3


�8 	&'�(	% .        7+�� 3� ���5	L �
�Q1� 9��h#�
   ��I@ �#&'�NITS1        �	�� 7&'��N 	�
 CfOI   � BS+F5I  ��

     9&� �� ��- ���!
 �	�	&'�(	% ��
%   ��1	I%    ���L ��
 
     i	�/
� ����
 	&'�(	% �	� ��
8 �� �

 '&	#�% � =�	P�%

���- �;	�	�- .  i	�R��ITS PCR- RFLP  3� ��	P���� 	�
   
 �"�	��@ i	��, �	��� !��#&�!� )(general fungal primer 

            �	�� ���
8 � 	&'�(	% �	%'#� '&	#� � �&	�	�- �
 !R�%
            �
�- ��% ���1	�
 �	�� ���
#� �� 	&'�(	% !�g .!#�  ����

          	&'��(	% .�
� ��- 	O1� =	�&	v �� ��&��	� �	� ��
8
     �	/����� �� !�6	��� K���1	��
 f2��- �8����h�� 4��*
%
     �
	���$��� �	���%�� ����
 r����	� i����, � ��	QX���&	%3N  

  ��!�8 �%)26  .(          �� �
�G�% F�� 	�
 !�v	L ����!
��
�&�!8 ���	X% 	&'�(	% � ��&��	� ���!#�  ��
% :&.  
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���23�	4�  
 ����� 9&�
  #� 3�         =	�#L3 3� � ���	�#�
 ���� ��	2

 ������ ������� K���	����� � =	���O�OD� i!����D% ������	�%
 ���&�� ���
 =	��#L3 3� 9����h#� � �3
��L �N ���	�������

        - n�	@ �-�� q	�-�	� K��	�% �	�5 7�	6 �	�!�� ��	
              � !2X�� `	�#� ����
#� 7��!� �� �!� i	R�� �	2%� �� K

   7�&	#� �% �� ������@ .      ��%	� �	�&	� f5	L �1	O% 9&�  ���� 
   !8�G��
 	���&3N 7�	��6 ����	�- n�	��@ ���-�� ����	�-�	� 
   ���������3	% �2����-'� i
�����, �	QX������� �
RX�������   

�-	
 �%.  
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