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ƝŶƷ�ƹ�ƶƴǀƯŻ�ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ���ƽŚƷţĜǀƫƺƠƀƟ�żǀƫƹŹŶǀƷ�Źŵ�ŚƯƺưƗ�ƾƫƺƬſ�ũŹŚų�ƾŰƃźǀŶ�ƶǀƸţ��ƶŬǀŤƳ�Źŵ�ƹ�ƾƫƺƬſ�ũŹŚų�ƽŚƷ�ƽƶƿŸƜţ�ƖŝŚƴƯ���ƹ�ƱĥƹźŤǀƳ��ƲŝźƧ�ƽř

ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�ƾƫƹ�ƶŤƃřŵ�ŢƫŚųŵ�ƩƺƬſ�ƽřźŝ�šŚƠƀƟƱƹŹŵ�ƽŚƷ�Ư�ƩƺƬſ�ƾƨǀƫƺŝŚŤƯ�ƩŚưƗř�ƩźŤƴƧ�Źŵ�ƾƫƺƬſŒ�ƾƨƿĥƺƫƺǀŝ�ŢǀƫŚƘƟ�ƽřźŝ�ƾưǀƔƴţ�ƂƤƳ�ƹ�Ƶŵƺŝ�źŧ
ŶƳŹřŵ�ƵŶƸƗźŝ�ƩƺƬſ��ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�Ŷǀƫƺţ�ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Źŵ�ŚƷ�ƽŹŚưǀŝ�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷ�Ʊō�źŧř�ƮƀǀƳŚƨƯ�ƹ�řŻ��Źŵ�ŚƷƽŹŚưǀŝ�ƾƿřŻƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Ʋƿř���ŵŹƺƯ�řźǀųř�ŚƷ
ƵŵźŤƀĭ�ŹŚǀƀŝ�ƶūƺţ�řźƣ�ƽřŹ�Ţſř�ƶŤƟźĭ���

ƁƹŹ�ƾſŹźŝ�������ƂƷƹĦě�Ʋƿř�Źŵ�DNA���ŽƺƬƿĥźĜſō�ĨĜĩ�ƾƯƺƳĥ�����������ƶºƘƐƣ�źºǀŨƨţ�ŜºƣŚƘŤƯ�ƹ�ƵŶºƿŵźĭ�ũřźŴŤſř�ŽƺţŚĮǀƯƺƟ�ƽ�ŵŹƺºƯ�������Ʀºǀƴƨţ�Śºŝ�źºƔƳPCR�
�Żř�ƺººǀţřźƳĥŵDNAƮƀººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ƾƯƺººƳĥ��ƶººƘƐƣ���ƽƶººŝ�ƵŶººƃ�ũřźŴŤººſř�pGEMT-Easy vector �ƵŶººƃ�ƵŵŻ�ŶººƳƺǀě ƶººŝ�žĜººſ�ƹ ƱŚººŝżǀƯ�ƩƺƬººſ� �

(E.coli Top 10 F')�ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�Ʊĥ�ƾƫřƺţ�ƾƿŚſŚƴƃ�ƽřźŝ�ƽŶƘŝ�ƪůřźƯ�ƭŚŬƳř�ŢƸū�DŶƿŵźĭ�ƪƤŤƴƯ����
ƶŤƟŚƿ�ŚƷ���ŶǀţƺŘƬƧƺƳ�žƳřƺƨſƽ���Ʊĥ�pld1���������ƩƺƏ�ƶŝ�ŽƺţŚĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō�ĨĜĩ���Í����ƶºŝ�ŶºǀţƺŘƬĩƺƳ����������ƶºĩ�ŶºƯō�Ţºſŵ���������ƾƫřƺºţ�Śºŝ�ƾƿǇŚºŝ�ŹŚǀƀºŝ�ƾƳŚƀºưƷ

ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�źƿŚſ�Źŵ�ƶŝŚƄƯ�Ʊĥ�ƽŚƷŶǀţƺŘƬƧƺƳ��ŚƷƾƯ�ƱŚƄƳ�řŹ�ŶƷŵ���
ƶŬǀŤƳ�ƽźǀĭ��Ʊĥ�žƳřƺƨſ�ƲǀǀƘţ�ƶŝ�ƍƺŝźƯ�šŚƘƫŚƐƯ�ŚƷ�ţŶưƗŚżǀƯ�ƲǀǀƘţ�ƝŶƷ�Śŝ��Źŵ�Ʊĥ�ƱŚǀŝ�ŢƧŹŚƄƯ�ƱřƽŹŚưǀŝ�ƾƿřŻ�šŚǀƇƺƈų�ƲǀǀƘţ��ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�

�ŵźƨƬưƗ�ƹ�ƾƿŚǀưǀƃƺǀŝƟ�ƶƿŚě�šŚƗǈƏř�ƍŚŞƴŤſř�ƽřźŝ�Ʊĥ�ƩƺƈŰƯ�ƦƿĥƺƫƺƿżǀŢƸūřŹř�ƿƶ�ƽƺǀƃ�Ƶ�ƽŢǀƳƺƈƯ��ƶǀƸţ��ƾƄŴŝ�ƽƧřƹ�ƧƺƬŝ�Śƿ�ƹŹřŵ��Ʋƀź�ƽřźŝ�
Ʊĥ�ƩƺƈŰƯƹ�ŝ�Ʊĥ�ƩƺƈŰƯ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ƶ���ŢƳƺƠƗ�ƆǀŴƄţ�ƆųŚƃ�ƱřƺƴƗƾƯ�šŹƺƇ�ŵźǀĭ�ĬƴǀƳƺƬƧ�ƹŻř�ƾƄŴŝ���ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�ƱĥDŹƺƔƴƯ�ƶŝ��ƾƿŚſŚƴƃ�

Ʊĥ�Ʋƿř�ƽŚƷŶǀţƺŘƬƧƺƳ�ƪƯŚƧ�ƾƫřƺţƱŶǀſŹ�ƽřźŝ�ơƺƟ�ƝřŶƷř�ƶŝ�Ư�Œźŧŵƺŝ�ŶƷřƺų�����
ĥřƹĭŚƽŶǀƬƧ�Ʊ���ƽŹŚưǀŝ�ƾƿřŻŚĭŹřƹźƨǀƯ��ƮƀǀƳ��ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ��DŽƺţŚĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō����

��

��
Ä»|¬»���
�������ƮƿżƳō�ŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀƟ���Ɵ�ƽřŹřŵ�ƾƿŚƷƘ���ƾºƯ�ƽŻřźŤſř�ŢǀƫŚ���ŶƴºƃŚŝ

��ƶưƷ�Źŵ�ƶƧ��ƽ����ƾƯ�ŢƟŚƿ�ƵŶƳŻ�šřŵƺūƺƯ��������ƕƺƳ�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ƹ�ŶƳƺƃ
ƟƘ���ƪǀººſō�Ƶƹźººĭ�ƹŵ�ƶººŝ�ŵƺººų�ƾººưƿżƳō�ŢººǀƫŚ��ƹ�ŚƷŻǇƹŹŶººǀƷ� �

� �

� �
ƽŵƺƠƀƟ���ƾƯ�ƮǀƀƤţ� ŚƷŻřźŤſō�ŶƳŵźĭ��ř�ƪǀºſ��ŶºǀƷ���ƪƯŚºƃ��ŚƷŻǇƹŹ

��ŻŚĜǀƫƺƠƀººººƟA1��A2�ƹBƹ�����ƹ�Ƶŵƺººººŝ�ŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀººººƟƹżǀƫ� �
ƽŵƺƠƀºººƟ�ř�ŻŚĜǀƫƺƠƀºººƟ�ƪƯŚºººƃ�ŚƷŻřźŤºººſC�ŻŚĜǀƫƺƠƀºººƟ�ƹ�D�� �

� �

�� *�ŵźŤƧř�ƽ�ƾƫƺƨƬƯ�ƽĥƺƫƺǀŝ�ƾƈƈŴţ�żƿźŞţ�ƵŚĮƄƳřŵ�ŹŚǀƄƳřŵ���
**�ŵŤƧźř�ƽ�ƽĥƺƫƺǀŝŹŚǀƄƳřŵ��ƾƫƺƨƬƯźŤƀĤƴƯ�ƵŚĮƄƳřŵ���
**�źŤƧŵř�ƽƈƈŴţƾ�ƽŹŚưǀŝ�ơƺƟ�ƹ�ƾƳƺƠƗ�ƽŚƷ��ƾƈƈŴţƽƺƿŹ�ƽŚƷŻƺƨǀƯŵŚŤſř��źŤƀĤƴƯ�ƵŚĮƄƳřŵ���
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�źŝ�ƹ�ŶƃŹ�ƽŹŚưǀŝ�ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ƾƿřŻ�ŚƷ D �źŧřŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�  

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�æ�ƵŹŚưƃ���ƽ�����żǀƿŚě�í�  

36 

ƾƯ���ŶƴƃŚŝƾƬƗ����šƹŚƠţ�ŵƺūƹ�ƱŚƨƯř�ƮƛŹ������ŢºǀƫŚƘƟ�Źŵ�ƱřƹřźƟ�ƽŚƷ
ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ������ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Źŵ�ƞºƬŤŴƯ�ƽŚƷ������ƹŵ��ƞºƬŤŴƯ�ƽŚºƷ

ƮƿżººƳō�Ʋººƿř�ƽřźººŝ�ƾƬººƇř�ŢººǀƫŚƘƟ�ººƃ�ƾƿŚººſŚƴƃ�ŚººƷŢººſř�ƵŶ��
�ŻŚĜǀƫƺƠƀºƟ���ƽŚºƷţ��ũŹŚºų�ƾŰºƃź������żǀƫƹŹŶºǀƷ�Źŵ�ŚºƯƺưƗ�ƾƫƺƬºſ
ŶĜǀƫƺƠƀƟ��ũŹŚų�ƽŚƷ�ƶǀƸţ��ƶŬǀŤƳ�Źŵ�ƹ�ƾƫƺƬſ�ƽ��ƶºƿŸƜţ�ƖŝŚºƴƯ���ƽř

������ŶƳŹřŵ�ŢƫŚųŵ�ƩƺƬſ�ƽřźŝ�šŚƠƀƟ�ƹ�ƱĥƹźŤǀƳ��ƲŝźƧ�Ð�Î���ƾƫƹ
�ƱƹŹŵ�ƽŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀƟ����������ƾƨǀŤǀƫŚºţŚƧ�ŢºǀƫŚƘƟ�ƽřŹřŵ�ŚºƯƺưƗ�ƾƫƺƬºſ

������ŚĜǀƫƺƠƀƟ�Śŝ�ŽŚǀƣ�Źŵ�ƹ�Ƶŵƺŝ�ƾƧŶƳřŻ���ƽŚƷţ�ũŹŚų�ƾŰƃź���ƾƫƺƬºſ
���ƾººƯ�Ŷººǀƫƺţ�ƾƴǀƿŚººě�ŹŚǀƀººŝ�Ŷººů�Źŵ�ŶººƳŵźĭ���ƽŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀººƟ

ƱƹŹŵ����������ºƯ�ƩƺƬºſ�ƾƨǀƫƺŝŚºŤƯ�ƩŚưƗř�ƩźŤƴƧ�Źŵ�ƾƫƺƬſŒ����ƹ�Ƶŵƺºŝ�źŧ
�����������ƹ�ŶºƳŹřŵ�ƵŶƸƗ�źŝ�ƩƺƬſ�ƾƨƿĥƺƫƺǀŝ�ŢǀƫŚƘƟ�ƽřźŝ�ƾưǀƔƴţ�ƂƤƳ

�����ƩƺƬſ�ŵƺų�żǀƫƺŤǀſ�Żř�ƽźǀĭƺƬū�ƽřźŝ��Ŷºǀƫƺţ�ƽŚƷ��ƵŶºƴƴƧ�ƽ��Ʋºƿř�
ƮƿżƳō���Ʊō�ŢǀƫŚƘƟ�ŚƷ��ţ�ŚƷ�ŢºŰ����Ŷºƴģ�ƩźºŤƴƧ�������ŵŹřŵ�Źřźºƣ�ƶºŞƳŚū����
ƮƷ����ƮƿżºƳō�Ʋƿř�Ʋǀƴģ��������������Żř�ƽŵřŶºƘţ�Ŷºǀƫƺţ�Źŵ�ŢºƫŚųŵ�źºƔƳ�Żř�ŚºƷ

ƶƐºººſřƹ��ƽŵ�ŶºººƴƳŚƯ�ƾƿŚǀưǀºººƃƺǀŝ�ƽŚºººƷ�ƪǀºººſō���ƪƿźƀºººǀƬĭ
ƦƿŶǀţŚƠƀƟƹżǀƫ�����ƩƺºŤƿŻƺƴƿř�ƹ�Ŷǀºſř��ƽźºţ�������ƶºūƺţ�ŵŹƺºƯ�šŚƠƀºƟ

ŶƴŤƀƷ����ŻŚĜǀƫƺƠƀºƟ�Ŷǀƫƺţ�����ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Źŵ�ŚºƷ�����ƞºƬŤŴƯ�ƽŚºƷ
ƽŹŚººưǀŝ��ººŧř�ƮƀººǀƳŚƨƯ�ƹ�řŻƱō�ź��Źŵ�ŚººƷƽŹŚººưǀŝ�ƾººƿřŻ�Ʋººƿř�

ƮƀººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ����ƵŵźŤƀººĭ�ŹŚǀƀººŝ�ƶººūƺţ�ŵŹƺººƯ�řźººǀųř�ŚººƷ��ƽř� �
Źřźƣ��Ţſř�ƶŤƟźĭ��ƶƀƿŚƤƯ��ƽ�ƽŹŚưǀŝ��ƾƿřŻ���ƹ�Ţƀºǀŝ�����ƲƿźŤºſř�ƶºſ��

ŽƺƧƺƧƺŤĜƿźƧ�žƴƯźƟƺŘƳ��Cryptococcus neoformans��
�������������ƶºƐŝřŹ�ŻŶºƿř�ƶºŝ�ƱŚºƿǈŤŞƯ�Źŵ�ŻƺºƨǀƯ�ƲƿźţŹŚºŞĭźƯ�ƱřƺºƴƗ�ƶŝ�ƽ�

ƾºººƴƘƯ�ƺƠƀºººƟ�Ŷºººǀƫƺţ�Ʋǀºººŝ�Źřŵ�ƹ�ŻŚĜǀƫƽŹŚºººưǀŝ�ƾºººƿřŻ�Ʋºººƿř�
ŹřƹźƨǀƯƄººƳ�ƲƿźŤººſř�ƹŵ�ƹ�Ţƀººǀŝ�Źŵ�řŹ�ƮƀººǀƳŚĭŵřŵ�ƱŚ����,����
ƮºººƷ�ƱƺºººƬƧ�ŜºººƣŚƘŤƯ�Ʋǀºººƴģ��Ʊĥ�ƱŵƺºººưƳ�ŚºººƷƽ�ŻŚĜǀƫƺƠƀºººƟ�

žƴƯźƟƺºººŘƳ�ŽƺºººƧƺƧƺŤĜƿźƧ��C. neoformans��Ŷºººǀƫƺţ�ƹ�
ŢƳŚţƺƯ������ƶƀƿŚƤƯ�ƹ�Ʊĥ�Ʋƿř�ŶƣŚƟ�ƽŚƷ��ƽ�ƽŹŚưǀŝ��ƾƿřŻ���ƶǀƫƹř�ƲƿźŤſř�

�ƾºººƴƘƯ�šƹŚºººƠţ�ŢºººƳŚţƺƯ�ƹ�ƲǀŝŚºººƯ�ƽŹřŵƱō���ƁŹřżºººĭ�ŚºººƷ� �
����Ţºſř�ƵŶƃ�Ô��������ŻŚĜǀƫƺƠƀºƟ�Ŷºǀƫƺţ�šŹŶºƣ�����Śºŝ�Ʊō�ƍŚºŞţŹř�ƹ�ŚºƷ
ƽŹŚºººưǀŝ�ƾºººƿřŻ�ƽŹŚºººưǀŝ�ġŹŚºººƣ���ƽřŻ�žƳŚºººƨǀŞƫō�řŶºººƿŶƳŚƧ� �

�Candida albicans��ƶƀººƿŚƤƯ�Źŵ�żººǀƳ��ƽƶººƳƺưƳ�ƵŵŻŚººƿ��ƽ�� �

řŶū��Żř�ƵŶƃ����������Śºŝ�ƦǀưŤƀºǀſ�žƿŻŚƿŶƿŶƳŚƧ�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�Ʊƺų
�ƶƳƺưƳ�ƵŵŻŚƿ��ƽ�����ƵźƠů�Żř�ƵŶƃ�řŶū�ƩŚƀƴƯƺƧ���ƽ������ƮƫŚºſ�ŵřźºƟř�ƱŚƷŵ�

��ţ�ŵŹƺƯ�ŜƬƏƹřŵŐ�Źřźƣ�Ŷǀƿ�ŤƟźĭƶ���Ţſř��Õ���ƶŬǀŤƳ�ƹ��ƽ���żǀƳ�ƾƸŝŚƄƯ�
�������ºŝ�ƾƳřƺǀů�ƩŶƯ�ƽƹŹ�źŝ�ƂƷƹĦě�Źŵƶ���������Ţºſř�ƵŶºƯō�Ţºſŵ�Ö���

ƮƷ������Ʊĥ�ƱŚºǀŝ�ƱřżǀƯ�ƾſŹźŝ�Ʋǀƴģ��ŚºƷƽ�����ƶºƬůźƯ�Źŵ�ŻŚĜǀƫƺƠƀºƟ���ƽ�
ŢƳƺƠƗ���ƾƿřŻ��žƳŚºƨǀŞƫō�řŶƿŶƳŚƧ����Źŵ�ƞºƬŤŴƯ�ƾƴǀƫŚºŝ�šǇŚºů�Źŵ�
ƂƷƹĦě�����ŵ�ƱŚƄƳ�żǀƳ�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷƵŵř������Ʊĥ�ƱŚǀŝ�ƱřżǀƯ�ƶƧ�Ţſř�ŚƷƽ�

��ůźƯ�Źŵ�ŻŚĜǀƫƺƠƀƟƶƬ��ƽ��ŢºƳƺƠƗ�������ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Ʋºƿř�ƾºƿřŻ���ƶºŝ�
��ƾƯ�ƂƿřżƟř�šŶƃ����ŶºŝŚƿ�Î��ÎÍ�����ƟŚƿ�Ʋºƿř��ºŤƶ��������ºŝ�ŪƿŚºŤƳ�Śºŝ�ŚºƷƶ��

Ţſŵ�����ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�ƂƤƳ�ŵŹƺƯ�Źŵ�ƵŶƯō����Źŵ�ŚƷƽŹŚưǀŝ��ƾƿřŻ�ƽźŤƧŚŝ���ŚƷ
��Ţſř�ƶŝŚƄƯŝƶ��řƲƿ���šŹƺƇ�ŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�ƶƧ�����šŹŶºƣ�ƂƿřżºƟř�Śºŝ�ŚƷ

Śƈţř�ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Ʃ����ƩƺƬſ�ƶŝ�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷ���ǀƯ�ŢƟŚŝ�ƽŚƷż��ƱŚºŝ
�������ƩƺƬſ�ƱƹŹŵ�ƶŝ�ŵƹŹƹ�ƹ��ŦƗŚŝ��ƂƿřżƟřƽŹŚưǀŝ��ƾºƿřŻ�ƾºƯ���ŶƳƺºƃ�

�ÎÔ�Î�����������ƹ�ơƺƟ�ŜƫŚƐƯ�ƶŝ�ƶūƺţ�ŚŝƿƶŤƟŚ�ŚƷƽ�ě�ǀƄǀ��ºƤƤŰƯ�Ʋǀ�Ʋ
������Źŵ�ŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀƟ�ƂƤƳ�ŵŹƺƯ�ŹŵƽŹŚưǀŝ��ƾƿřŻ��ġŹŚºƣ���ŚºƷƽ����ƶŝŚƄºƯ�

ƳƺƬĩǀƘţ�ƹ�Ĭººƴǀººǀƫřƺººţ�ƲƾƄººŴŝ�ƾŻř���ŻŚĜǀƫƺƠƀººƟ�ƱĥD�Źŵ�
ƶƬůźƯ��ƽ�����žĜſ�ƹ�Ʃƹř�������Ʋºƿř�ƽŚƷŶǀţƺŘƬƧƺƳ�ƪƯŚƧ�ƾƫřƺţ�ƾƿŚſŚƴƃ

ƱĥưĪţ�šŚƘƫŚƐƯ�ƭŚŬƳř�ƽřźŝ�ǀƬƾŶƘŝ�ƽŢƟźĭŹřźƣ�źƔƳŶƯ�����
��

��Á����]Ê��
�����DNA���ƽŹŚưǀŝ�ġŹŚƣ�ƾƯƺƳĥ����ƽřŻ��ŽƺţŚºĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō�
�Aspergillus fumigatus� �ŻřƾƴƬƧ���ŢƄºƧ�Żř�ƪƇŚů�ƽŚƷ

���ƽƺƿŹ�ŽƺƬƿĥźĜſō�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ŹŚưǀŝ�Ʀƿ�ƎƬų�ƮūŚºƸƯ����ŴƄºţǀ�Ɔ
ǈŤŝřƽ�ŝ�ǀ��ŤƳ�Śŝ�ŹŚưǀƶŬ��ƽ���ŚƯŻō�ƭŚŬƳř�ŢŞŨƯ�ƿ��ƤŤƀºƯ�Ƃǀ����ŢƄºĩ�ƹ�Ʈ
ƶƳƺưƳ��ƽ����źſ�ƶſ�Źŵ�ƎƬų�ƽ��ŰƯ�Żř�ǀ�����ŻƹźŤƀºĩŵ�ŻŵƹźŝŚſ�ŢƄĩ�Ǝ
ŹŚĭō���ƴƠƯřźƬĩǀ���ƭŚŬƳř�ƪĪƃŶ�������ŹŶƿŹ�ƶƿŚě�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ����ƹ�
ŵƹźººŝ��and Brode �Reader�����ÎÕ��ŭǈººƇř�ƾƧŶººƳř�Śººŝ�

�Ŷƿŵźĭ�ũřźŴŤſř���Ɨ�ŹƺƔƴƯ�Ʋƿř�ƽřźŝ����ƱĥƹźºŤǀƳ�Źŵ�ƾģŹŚºƣ�źºƇŚƴ
����ŝ�ƹ�ƵŶƃ�śŚǀſō�ƖƿŚƯƶ����šŶƯÏÍ�����šŹřźů�Źŵ�ƶƤǀƣŵ�����ƶºūŹŵ���ƽ

ƾŤƳŚſ����ŵřźĭ��������ũřźŴŤºſř�źƟŚŝ�Żř�ƽƹŚƀƯ�ƮŬů�ŚŝDNA���ƍƺºƬŴƯ�
������������ƪºǀƯƹżƿř�ƹ�ƭźºƟƹźƬƧ�Żř�ƽƹŚƀºƯ�ƱŵƹżƟř�Śŝ�žĜſ�ƹ�ƵŶƃ���ƪºƨƫř
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���ŢŞƀƳÏ��Î�����šŶƯ�ƶŝÐÍ��������Ŷºƃ�Ƶŵřŵ�Źřźºƣ�Ųºƿ�ƱŚºǀƯ�Źŵ�ƶƤǀƣŵ���
�����šŶƯ�ƶŝ�ơƺƟ�ƍƺƬŴƯÐÍ����ƶºƤǀƣŵ���Źŵxg�ÎÏÍÍÍ�šŹřźºů�Źŵ�ƹ�� �

��ƶūŹŵ����ƽ��ƾŤƳŚſ����ŵřźĭ��ƶƿǇ��ƵŶƃ�ĥƺƠƿźŤƳŚſ��ƽ�����ƶºƫƺƫ�ƶºŝ�ƾƿǇŚŝ���ƽ�
�������ƽƹŚƀººƯ�ƮººŬů�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ƹ�ƪººƤŤƴƯ�ŶººƿŶū�ƪƿźŤººſř

ººŝ�ĥƺƠƿźŤƳŚººſ�ƹ�ƩƺƳŚººěƹźěƹżƿřƶ���Źŵ�ƶººƤǀƣŵ�Ƶŵ�šŶººƯxg�ÍÍÍ��
DNA��������ƹ�Ŷºƃ�Ƶŵřŵ�śƺſŹ�ƾƯƺƳĥ�����ŢºƿŚƸƳ�Źŵ�����ºŝ�ƺƄºŤƀƃ�Śºŝƶ�

�ƶƬǀſƹ��ƽ���ƩƺƳŚţř�ÔÍ�ŶƇŹŵ����Ƴ�ƪºů�ƹ������śƺºſŹ�ƱŵƺºưDNA��Źŵ�
ddH2O�ƱŵƹżƟř�ƹ�RNAase A�ƵŵŚºƯ���ƽ���ƶƬºƇŚů�ƾºƨǀŤƳĥ�

Źŵ�ƾţō�ƝŹŚƈƯ�ƽřźŝÏÍ��ƶūŹŵ�ƾŤƳŚſ�ƽ��ŵřźĭ�ƽŹřŶƸĮƳŶƃ����
PCR�ƺǀţřźƳĥŵ����

��Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śºŝ�ƫřƺºţƾ��Ʊĥ�ƽřźººŝ�ƑƺºƠŰƯ�ƽŶººǀţƺŘƬƧƺƳ�pld�Źŵ�
�žƳŚºººººƨǀŞƫō�řŶºººººƿŶƳŚƧ��źĩƿ�žƴƯźƟƺºººººŘƳ�ŽƺºººººĩƺĩƺŤĜ� �

�neoformanse��C���ǀƀºººººººƿƹźſ�žƀºººººººƿŚƯƹŹŚƧŚſƶ�
�Saccharomyces cereviciae���ƭƺºƳĥƹżƿřźƧ�ƭƺǀƬǀƀƴě�ƹ�
�Penicillium chrysogenum�ƽŚºººººººººººººƷźưƿřźě��� �

(GCY GTI TCI  TCR TAR ACY TCC AT)�DBF�� �
� �

ƹ(CRI ACI GTR CCT TGY ACY CC) �DBP���ƽřźºŝ
ƶººººƘƐƣ�Ʀººººƿ�źººººǀŨƨţ�ƽ�ƩƺººººƏ�ƶººººŝ�ƾººººƴǀưŴţ�bpÕ�Í�� �

Ŷºººƃ�ƾºººůřźƏ��ƶºººƘƐƣ�źºººǀŨƨţ�ƽŵŹƺºººƯ��Ʀºººǀƴƨţ�Śºººŝ�źºººƔƳ� �
PCRţřźƳĥŵ�ƺºººǀ��ŻřDNA�ƮƀºººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ƾƯƺºººƳĥ��ŚºººƷ� �

�Śºººŝ�źƬƨƿŚºººſƺƯźţ�Źŵ��ƎƿřźºººƃÐŹŵ�ƶºººƤǀƣŵ��Ö�ƶºººūŹŵ���ƽ� �
ƾŤƳŚººſ�ŵřźººĭŹŵ�ƶººƤǀƣŵ�Ʀººƿ��ƪƨǀººſ�Ʀººƿ�ƽřźººŝ�Ö�ƶººūŹŵ���ƽ

ƾŤƳŚººººººſ�ŵřźººººººĭ�ƶººººººƤǀƣŵ�Ʀººººººƿ��Źŵ�Õ�ƶººººººūŹŵ��ƽ� �
ƾŤƳŚºººſ�ŵřźºººĭ��ƹÖÍ�Źŵ�ƶºººǀƳŚŧ�ÔÏ�ƶºººūŹŵ�ƽ�ƾŤƳŚºººſ��ŵřźºººĭ� �
�ƽřźººŝÏÖ�ƹ�ƪƨǀººſ��ŹŵŢººƿŚƸƳ�Ʀººƿ�Źŵ�ƶººƤǀƣŵ�Ö��ƶººūŹŵ��ƽ
ƾŤƳŚººſ�ŵřźººĭ�Źŵ�ƶººƤǀƣŵ�Ʀººƿ���Õ�ƶººūŹŵ�ƾŤƳŚººſ�ƽ�ŵřźººĭ��ƹ� �

Źŵ�ƶºººƤǀƣŵ�ŢºººƠƷ�ÔÏ�ƶºººūŹŵ�ƾŤƳŚºººſ�ƽ�ŵřźºººĭ��Ʀºººƿ�ƽřźºººŝ� �
��ƩƺƈºººŰƯ�ƹ�Ŷºººƿŵźĭ�ƭŚºººŬƳř�ŢºººǀƤƟƺƯ�Śºººŝ�ƪƨǀºººſPCR 

�ŻŹƺººººººƟƹźŤƨƫř�ŻŹŚºººººĭō�Ʃĥ�Źŵ��Śººººººŝ�ƵŶººººººƃ�ƶººººººǀƸţ� �
�źƟŚººŝTBE�ĬººƳŹ�ŶººƿŚƯƹźŝ�ƭƺƿŶººǀţř�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ƹ���ƽżººǀƯō� �

ŶƳŚŝ�Żř�ƹ�Ŷƃ�żǀƫŚƳō�ƹ�ƶƬƇŚů�ƽŚƷ�źĭ�ƶǀƸţźƿƺƈţŶƿŵ.��

ŢǀưƧ��ƾŬƴſDNA����
ŢǀưƧ���ƾŬƴſDNA���ƾƯƺƳĥ�����ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Żř�ƵŶƃ�ũřźŴŤſř�

��������Ʀǀƴƨţ�ƹŵ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ŢŞŨƯ�ŶƷŚƃ�ƹ�źƔƳŵŹƺƯ��Î���ƶƀºƿŚƤƯ���ƽ�
��ŢƔƬƛDNA�ĬƳŹ��������������Ʃĥ�Źŵ�ŶºƿŚƯƹźŝ�ƭƺƿŶºǀţř�Śºŝ�ƵŶºƃ�ƽżºǀƯō

�ŢººƔƬƛ�Śººŝ�ŻŹƺººƟƹźŤƨƫřDNA�ŵŹřŶƳŚŤººſř��DNA�ƆųŚººƃ�
GIBCO BRL, 1kb�ƹ��Ï�ŢººƔƬƛ���ƾŬƴººſDNA�Źŵ�

Ư������Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śŝ�ƵŶƃ�ƶǀƸţ�ƩƺƬŰ������ƽŹƺºƳ�śŸºū��Ï�Í�OD���Źŵ
������������ƶƀºƿŚƤƯ�Śºŝ�Ʃƹř�Ʀºǀƴƨţ�Źŵ�ƶºƧ�ŢƟźĭ�ƭŚŬƳř�źŤƯƺŤƟƹźŤƨĜſř��ƽ�

���������Żř�ƪƇŚů�ŶƳŚŝ�ŭƺƋƹ�ƱřżǀƯ�ƹ�ĬƳŹ�šŶƃPCR���Śºŝ�ƺºǀţřźƳĥŵ�
���ĬƳŹ�šŶƃDNA�����ƱřżºǀƯ��ƆųŚƃ�DNA������ŶºƳŚŝ�Źŵ�ŵƺºūƺƯ�
���Żř�ƪƇŚůPCR���ƾƯ�ƵŵŻ�ƲǀưŴţ���������ƱřżºǀƯ��ƭƹŵ�Ʀǀƴƨţ�Źŵ�ƹ�ŵƺƃ

��Źŵ�ƽŹƺƳ�śŸū�źŤƯƺŤƟƹźŤƨĜſř������ŝ�ƲǀƘƯ�ũƺƯ�ƩƺƏ�Źŵƶ��ƶƬǀºſƹ��ƽ�
��ƩƺƬŰƯDNA����ƶŞſŚŰƯ��ƆŴƄƯ�ŢƣŹ�ƽřŹřŵ���ƽ���ƱřżǀƯ�DNA�

�Żř�ƪƇŚů�ŶƳŚŝ�ŹŵPCRƱŚƨƯř�řŹ��ƾƯ�źƿŸě��ŵŻŚſ�ÎÕ������
žƳřƺƨſ�ƲǀǀƘţ�ƹ�ĬƴǀƳƺƬƧ����

��ƾƟŚººƧ�ŹřŶººƤƯ��ÍźººŤǀƫƹźƨǀƯ����ƩƺƈººŰƯ�Żř PCRŹŵ �Ʃĥ
������źƟŚŝ�Śŝ�ƵŶƃ�ƶǀƸţ�ŻŹƺƟƹźŤƨƫřTAE�����ř�žě�ƹ�ƵŶƃ�żǀƫŚƳō����Ɓźºŝ�Ż
�����Ʃĥ�ƽƹŹ�Żř�źƔƳŵŹƺƯ�ŶƳŚŝ�ƶƘƐƣ��ƽ��������ƹ�ũřźŴŤºſř�Ʃĥ�Żř�ƶƬºƇŚů�

ţƬººŴŶººƿŵźĭ�Ɔǀ��QIAquick gel extraction kit���� �
ŶƳŚŝ Õ�Í��ŻŚŝ�ŢƠū�ƶŝ�ƵŶƃ�ũřźŴŤſřpGEMT-Easy vector�

Ŷƃ�ƵŵŻ�ŶƳƺǀě ƶŝ�žĜſ�ƹ �ƱŚºŝżǀƯ�ƩƺƬſ��E.coli Top 10 F'��
��ƭŹƺƠƀƳřźţƃŶ���ƾƴƬƧ�ƽźĮƫŚŝźƛ������ƾºŝō�ƽŚºƷ�B����ƎǀºŰƯ�Źŵ�ŶǀƠºſ�

ŢƄººƧ�LB��Luria-Burtani���ƽƹŚººů_��_�ƺººƯƹźŝ_���_�
��ƹźƬƧ_�Ð�_���ƩƹŶƴƿř�_���ŚŤŝ�B���ƽŵ�B���ŶƿŻƺƳřźǀěƺŤƧǇŚĭ�(X-gal)�

�ƪººǀěƹźěƹżƿř�ƹB�ŚººŤŝ�B�ƽŵ�B�ŶººƿŻƺƳřźǀěƺţǇŚĭƺǀţ�(IPTG)�
��������ƽŵřŶƘţ�śŚŴŤƳř�Żř�žě�ƹ�ƵŶƃ�ƭŚŬƳř����Śºţ�ÎÏ��ƾºƴƬƧ�����ƽƹŚºů

ƾƴƬƧ��ƵŶƃ�ƭŹƺƠƀƳřźţ�ŹƺŤƧƹ��ƎǀºŰƯ�Źŵ�ƶƬƇŚů�ƽŚƷLB �ƖƿŚºƯ��
�������ƶºƘƐƣ�ƽƹŚºů�ŹƺŤƧƹ�Śŝ�Ʊō�ŜƣŚƘŤƯ�ƹ�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄƧ�ƽ�PCR�

�ƶƗƺưŬƯ�Żř��ƽ�ƽźŤƧŚŝ���Ʀţ�ƽŚƷ����ƎǀºŰƯ�Ʀºţ����ƽŚºƷLB�����Śºŝ�ƖƿŚºƯ�
��Ŷºººƿŵźĭ�řŶºººū�Ʊō�ƽŶºººƘŝ�ƪººůřźƯ�ƹ�ƾƫƺƬºººſ�żºººǀƫ�ƭŚººŬƳř��� �

ƶººƘƐƣ�Ɓźººŝ�ƽ�PCRƶººǀůŚƳ�Żř��ƽƪººŰƯ��Ɓźººŝ�ŵŶººƘŤƯ�ƽŚººƷ� �
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�MCS]�Multiple Cloning Site [��Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ŹƺŤƧƹ�
�ŵƹŶºººŰƯ�ŻŚŘƬƧƺƳƹŶºººƳř�źŧǇřEco RI��ƹ�ƵŶºººƿŵźĭ�ƭŚºººŬƳř�� �

��ţ�Żř�žěŐ���Źŵ�ơƺƟ�ƮƿżƳō�ƶŤƗŚſ�ƹŵ�źǀŧÐÔ��ƶºūŹŵ��ƾŤƳŚºſ�ƽ��ŵřźºĭ�
��������������źƟŚºŝ�ƽƹŚºů�ŻƹŹŚºĭō�Ʃĥ�Źŵ�ƶƬºƇŚů�ƩƺƈŰƯ��ŹƺŤƧƹ�ƽƹŹ�źŝ

TAE���ŵŹƺººƯ�ŶººƳŚŝ�ƹ�ƶŤƄººĭ�żǀƫŚººƳō�����Ʃĥ�Żř�Ɓźººŝ�Śººŝ�źººƔƳ� �
��Ŵţ�ƶººŝ�ƍƺººŝźƯ�ƪººůřźƯ�ƭŚººŬƳř�ƹººƬƶººƘƐƣ�Ɔǀ�ƽ�DNAŻř�� �

ººŝ��Ʃĥƶ��ººŝ�ƆƫŚººų�šŹƺººƇƶ���ŶººƯō�Ţººſŵ�ƶººĩŶººƳŚŝ�Źŵ�ŚººƷƽ�� �
��ƶƬººƇŚů�ŚƷŶººƳŚŝƽ�Ð����ƹ�Õ�ŚƷŶººƳŚŝ�ƽ��Śººſ�ƹ�śƺƬƐƯŚººƳ�ƿ�ź� �

�ŚƷŶƳŚŝ��ŚƷŶƳŚŝƽ�����ř�ƝŶƷ�źƔƳ�Żř�śƺƬƐƯ�ƿ�������ƶºŝ�ƶºūƺţ�Śŝ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋ
ƵŻřŶƳř�ƽŶƳŚŝ� Õ�ÍŻŚŝ�ŢƠū���Żř�ƶƬºƇŚů�PCRţřźƳĥŵ��ºǀƫƹř�ƺ�ºǀ�ƶ
ŶƳŵƺŝ����������������ŶºƳŚŝ�žƳřƺƨºſ�ƲǀºǀƘţ�ƶºŝ�ƍƺºŝźƯ�ƪºůřźƯ�ƭŚŬƳř�ƽřźŝ

���ƝŶƷPCRŶǀưſǈě�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ŵŶŬƯ��M13ƽŚƷźưƿřźě�ƹ��
MBR�ƹ�MBF�(Amersham Pharmacia.uk)��źƬƨƿŚºſƺƯźţ�Źŵ�

����Ǝƿřźƃ�Śŝ�ƹÖ��ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�ƽ��ŵřźĭ�ŝƶ��������ƽřźºŝ�ƶºƤǀƣŵ�ŹŚƸģ�šŶƯ
��ƪƨǀººſ�ƦººƿÖ��ƶººūŹŵ�ƾŤƳŚººſ�ƽ�ŵřźººĭ�ƶººŝ��šŶººƯÐÍ�ƶººǀƳŚŧ�� �

�Í�ƶººūŹŵ�ƾŤƳŚººſ�ƽ�ŵřźººĭ��šŶººƯ�ƶººŝÎ��ƶººǀƳŚŧ���Í�ƶººūŹŵ��ƽ
ƾŤƳŚººſ�ŵřźººĭ������ƽřźººŝ�ƶººƤǀƣŵ�ŹŚººƸģ�šŶººƯ�ƶººŝÏ�ƨǀººſ��ƪ� �

�������������ƾƿŚºƸƳ�ƩƺƈºŰƯ�Źŵ�ŚƷŶºǀţƺŘƬƧƺƳ�ƾƫřƺºţ�ƲǀǀƘţ�ƹ�Ŷƿŵźĭ�ƭŚŬƳř
PCR�Ʀººǀƴƨţ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ABI�ƭŚººŬƳř�ƦººǀţŚƯƺţř�ººƃ�ƹ�Ŷ

��ƶºƘƐƣ�žƳřƺƨſ��Żř�ƽř�Ʊĥ�pld1���ǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜºſō��ºĮŽƺţŚ���ƶºŝ�
ƩƺººƏÕ�Í�ŢººƠū���ŻŚººŝ�ººŝƶ��ŶººƯō�Ţººſŵ��ţ�ƽřźººŝŐ�ŢŰººƇ�Ŷººǀƿ� �

�Żř�ƪºººƇŚů�ƩƺƈºººŰƯPCR��ƲǀºººǀƘţ�ŜºººƣŚƘŤƯ��ƺºººǀţřźƳĥŵ�� �
��ƽŚƷŶººƳŚŝ�žƳřƺƨººſººŝƶ������ƾƳŚƀººưƷ�ƲǀººǀƘţ��ƵŶººƯō�Ţººſŵ� �
��ŢƸŝŚƄºººƯ�ƱřżºººǀƯ�ƹ�žƳřƺƨºººſŶºººǀţƺŘƬƧƺƳƽ��Ʊĥ�ƽŚºººƷ� �

pld1�ŽƺţŚººĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜººſō��žƳŚººƨǀŞƫō�řŶººƿŶƳŚƧ�Śººſ�ƹƿ�ź
ġŹŚƣ����ŶƴƳŚƯ�ŚƷŚƯƹŹŚĩŚſƿ�ƹźſ�žƀ�ºƿƀǀƶ��ƃ�ƹǀŚƯƹźĩŚſƹż�ºƿ�žƀ

ƶºººŞƯƺě�ºººŝƶ��ƶƬǀºººſƹ�ƽ�BLAST X���ƾƿǇŚºººŝ�ƾƳŚƀºººưƷ� �
�����řŹ�ƶŝŚƄƯ�Ʊĥ�ƽŚƷŶǀţƺŘƬƧƺƳ�ƾƫřƺţ�Śŝ���ƨǀƯ�źƿŚſ�ŹŵƮƀǀƳŚĭŹřƹź���ŚºƷ

�ƱŚƄººƳ�ƱŚƄººƳ�ƶººƧ�ŵřŵ�ƵŶººƴƷŵ�ƽ��Żř�ƾƄººŴŝ�źººǀŨƨţ�Źŵ�ƢººǀƟƺţ� �
ŵŹƺƯ�Ʊĥ�ƩƺƏ �Źŵ�źºƔƳ���ŚºĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜºſō��Žƺºţ���ŚºŝPCR�
ƾƯ�ƺǀţřźƳĥŵ�ŶƃŚŝ����

Ĭƴǀţǈŝ�ƱźţŚſ���
��ƶººŝ�ƶººūƺţ�Śººŝººţ��Źŵ�ƂƷƹĦººě�ƶººƯřŵř�ƽřźººŝ�Ʈǀưƈ�Ʊĥ�ŵŹƺººƯ� �

PLD��ƭƺƳĥ�Źŵ����ǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō�ºĮŽƺţŚ���ƶºŝ�ƹ����ţ�ŹƺºƔƴƯ�Ő��Ŷºǀƿ
���Ʊĥ�ŵƺūƹPLD��Ƴĥ�Źŵ��������ŵřŶºƘţ�ƾºſŹźŝ��ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Ʋƿř�ƭƺ

�����ƮƷ�ƹ�ƭƺƳĥ�Źŵ�Ʊĥ�ƾĜƧ���ƵŻřŶƳř�ƲǀưŴţ�Ʋǀƴģ��ƽ����ƶºƘƐƣ�ŜºſŚƴƯ���ƽ�
��ƶººƬůźƯ�ĬƴǀƀººǀƳřƺƨſ�ƹ�ĬººƴǀƳƺƬƧ�ƽřźººŝ�ƾƯƺººƳĥ�ƽ��ƽŶººƘŝ� �

DNAƾƯƺººƳĥ��ººſōǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜººĮŽƺţŚ���Żř�ƾƫŚƿźººſ�Śººŝ� �
��ƪƯŚººƃ�źŧǇřŵƹŶººŰƯ�ƽŚƷŻŚŘƬƧƺƳƹŶººƳřI �Apa �Brf I �� �

Bji I�Kpn I �Sal I �Xba I �ƹXho I �ƮƌºƷ���ƱźţŚºſ�ƹ�
���śƹźººě�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ĬººƴǀţǈŝDNAƱŚƄººƳ����Śººŝ�ƵŶººƃ�Źřŵ

ƾƀƧƺĮƿŵ�Ʋǀƴū��[DIG]�Digoxigenin�������šŚºƘƐƣ�ƹ�ƭŚºŬƳř�
DNA�Ʊĥ�Żř�ƾŤưƀººƣ�Śººƿ�ƭŚººưţ�ƽƹŚººů�pld1�ƶººŝ�Ŝººǀţźţ�ƶººŝ�
�ƩƺºƏ���ƾºƴǀưŴţ�ƽŚºƷ ��Ö��Ï�ÎÎ��Î����Î�ÎÍ��Ð��Ô���ƹ Ï�Ï�Źŵ�

����ƾƿŚſŚƴƃ�ƾƳřźŰŝ�ƎƿřźƃƃŶ������ƱźţŚſ�ŪƿŚŤƳ�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ŝ���Ĭºƴǀţǈ
��������Ʊĥ�Żř�ƶŴƀºƳ�Ʀƿ�ŵƺūƹ�ƎƤƟpld1������ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ƭƺºƳĥ�Źŵ�

ţŐŶƃ�Ŷǀƿ���
��

Äf§ZË�ZÅ��
�������ƾƫřƺººţ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ���Ʊĥ�ƽřźººŝ�ƑƺººƠŰƯ�ƽŶººǀŗƺŘƬƧƺƳ�
pld�PCR ��ƶºƘƐƣ�źºǀŨƨţ�ƶŝ�źŬƴƯ�ƶƧ�Ŷƿŵźĭ�ƭŚŬƳř�ƺǀţřźƳĥŵ���ƽř
Źŵ�ŵƹŶººů�íêåŶººǀţƺŘƬƧƺƳ���Ŷººƃ��ƪƨººƃÎ����Ʊĥ�žĜººſpld1�� �
Źŵ��ŹƺŤƧƹPGEMT-Easy vectorŶƿŵźĭ�ƱƺƬƧ����ƪƨƃÏ��� �

�����ƹ�ŜººſŚƴƯ�ŹƺººŤƧƹ�ƶººŝ�źººƔƳ�ŵŹƺººƯ�ŶººƳŚŝ�ƩŚººƤŤƳř�Żř�žººě�ƹ� �
�ƽŚººººƷźưƿřźě�Żř�ƵŵŚƠŤººººſř�ŚººººŝMBR�ƹ�MBF�ƝŵřźººººŤƯ�� �

ƶƘƐƣ�ƽƱĥ�pld1 Ŷƿŵźĭ�ƆŴƄƯ�����ƪƨºƃÐ������ŶºƘŝ�ƶºƬůźƯ�Źŵ
�Ʊĥ�ŵƺºººūƹpld1��ŽƺƬƿĥźĜºººſō�ƮƀºººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ƭƺºººƳĥ�Źŵ�

�����ţ�šǈŝ�ƱźţŚſ�ƁƹŹ�Ǝſƺţ�ŽƺţŚĮǀƯƺƟŐ���Ŷºƃ�Ŷºǀƿ�����ƪƨºƃ����
žƳřƺƨſ��Ʊĥ�ƽŶǀţƺŘƬƧƺƳ�����ƽŚƷpld1���ŽƺţŚºĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō�

���Ʊĥ�ƽŚƷŶºººǀţƺŘƬƧƺƳ�ƾƫřƺºººţ�Śºººŝ�ƾƿǇŚºººŝ�ŹŚǀƀºººŝ�ƾƳŚƀºººưƷ� �
ƮƀººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Źŵ�řŹ�ƶŝŚƄººƯ��ŶººƴƳŚƯ�ƾƿŚººƷ��žƳŚººƨǀŞƫō�řŶººƿŶƳŚƧ

��žƀƿŚƯƹźƧŚſƹżǀƃ��������ƶǀƀºƿƹźſ�žƀºƿŚƯƹŹŚƧŚſ�ƹ�ƶºŞƯƺě��ƱŚƄºƳ
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ƾƯ�ŶƷŵ���ƦƳŚŝ�ƽƺŬŤƀū������śƹ�Źŵ�ƭƺºƳĥ�ƾţŚƗǈƏř�ƽŚƷ��Web��
Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�BLAST XƱĥ�ƾƳŚƀưƷ���ƽŚƷpld1�Śŝ�řŹ�ƪƇŚů�

�ƹŵ�ƹ�Ʀºººƿ�ŻŚĜǀƫƺƠƀºººƟƹżǀƫ�Ʊĥƶǀƀºººƿƹźſ�žƀºººƿŚƯƹŹŚƧŚſ� �
pld2ƹ�� pld1źŨƧřŶººů�ƱřżººǀƯ�ƶººŝèèŚººţ��èé�Ʊĥ�Śººŝ�ƹ�ŶººƇŹŵ�

�ĥŚĜǀƫƺƠƀººƟD��pld��ƀººƿŚƯƹźƧŚſƹżǀƃºƶººŞƯƺě�ž��ƱřżººǀƯ�ƶººŝ
ƪƣřŶůèç�����źƿŚºſ�ƽřźºŝ�řŹŶƇŹŵ���ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�������ŮƐºſ�Źŵ�ŚºƷ
Ŷǀſř�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƦǀŘƬƧƺƳ��ŶūƩƹ�æ����

��
�ƩƹŶūÎ���Ʊĥ�ƾƫřƺţ�ƢŝŚƐţ�ŶƇŹŵ1pld� afō��Ʊĥ�žƳřƺƨſ�Śŝ�ŽƺţŚĮǀƯƺƟ��ƽŚƷpldġŹŚƣ�źƿŚſ��ŚƷ��

ƶƳƺĭ�ƹ�žƴū ƵŵŹ�ƽŶƴŝ ƾƳŚƀưƷ�ŶƇŹŵ 

ƶǀƀƿƹźſ�žƀƿŚƯƹŹŚĩŚſ� PLD1 ŢƀǀƯƺĪſř�ƾưƷ Ð� 

ƶǀƀƿƹźſ�žƀƿŚƯƹŹŚĩŚſ� PLD2 ŢƀǀƯƺĪſř�ƾưƷ ÐÐ 

žƳŚƨǀŞƫō�řŶƿŶƳŚƧ ŢƀǀƯƺĪſř�ƾưƷ ÐÐ 

ŚƯƹźĩŚſƹżǀƃƶŞƯƺě�žƀƿ ŢƀǀƯƺĪſř�ƾưƷ ÐÏ 

*ƱŚǀŝ�ŵřŶƗř��ƾƯ�ŶƇŹŵ�źĭ�ŶƃŚŝ���
��

��
��
��
��
��
��
��
��
��

��
��

�ƪƨƃÎ���šǇƺƈŰƯ�ŻŹƺƟƹźŤƨƫřPCRƺǀţřźƳĥŵ����
ƱƺŤºººſ��ƽŚºººƷ��Î���ƶºººſ�ƱƺŤºººſ�Żř�źºººǀƛ����šǇƺƈºººŰƯ�ƶºººŝ�ƍƺºººŝźƯ�ƽŚƷŶºººƳŚŝPCR�Żř�ƺºººǀţřźƳĥŵ�DNAġŹŚºººƣ�ƾƯƺºººƳĥ��ŽƺƬƿĥźĜºººſō�ƽŚºººƷ�źºººŬǀƳ� �

�A. niger��ţŚĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō��Žƺ�A. fumigatus��žƳŚƨǀŞƫō�řŶƿŶƳŚƧ�ƹ��albicans��C�ƾƯ�ƱŚƄƳ�Ŝǀţźţ�ƶŝ�řŹ��ŶƷŵ����ŶºƣŚƟ�ƩźŤƴƧ�ƶƳƺưƳ�ƶŝ�ƍƺŝźƯ�ƶſ�ƱƺŤſ
DNAŢſř�ƾƯƺƳĥ��ƱŚƄƳ�Ěģ�Ţưſ�ŵřŶƗř��ƵŶƴƷŵ�ƽƵŻřŶƳř���ŶƳŚŝ�ƽ�Kb��ƾƯ�ŶƴƃŚŝ�� 

 

             1            2               3               4�
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��
��

��

��ƪƨƃÏ�������������Źŵ�ƵŶºƃ�ƱƺºƬƧ�ƽŚƷŶºƳŚŝ�ŻŹƺºƟƹźŤƨƫř�źƿƺƈţPGEM����������������šǇƺƈºŰƯ�źŧǇřŵƹŶºŰƯ�ƮƿżºƳō�Śºŝ�ƮƌºƷ�Żř�žºěPCR��������ŹƺºŤƧƹ�ƶºŝ�ŶºƳƺǀě�Żř�žºě�ƺºǀţřźƳĥŵ�� �
pGEMT-Easy vector�ƱŚŝżǀƯ�ƩƺƬſ�Źŵ�ƱŶƃ�ƱƺƬƧ�ƹ�(E. coli Top 10 F')���źŧǇřŵƹŶºŰƯ�ƮƿżºƳō�Śŝ�Eco RI�����ŻŹƺºƟƹźŤƨƫř�ŻƹŹŚºĭō�Ʃĥ�Źŵ�ƹ�ƵŶºƃ�ƮƌºƷ�

Ŷƿŵźĭ����
�ƱƺŤſÎÐƺŤſ�ƹ�ƆųŚƃ�ƽŚƷŶƳŚŝ���Ʊ�ƽŚƷ�ÎŚţÎÏƯ�ƽŚƷŶƳŚŝ��źŧǇřŵƹŶŰƯ�ƮƿżƳō�Śŝ�ƮƌƷ�Żř�žě�řŹ�ƱƺƬƧ�ƵŵŻřƹŵ�ƶŝ�ƍƺŝźEco RIƱŚƄƳ��ƾƯ�ŶƷŵ����

��
1 GCTGTTTCTTCGTAGACCTCCATATTCGACGCAAGAATGGAGACTCGATCAAGTGCTCAA 

61 GCACCGCGCTGAAGCTGGCGTTAAAATATATGTGATTGTTTACAAGGAGGTTCGTCGGCC 

121 ATATTGAACTGCGTTTAGTTGGTACAACTAACAAGATTCAGGTCAATCAAGCACTGACGT 

181 GCAACTCAGCGCATACGAAACACGCGCTCCACAGTCTCTGCCCCGAAGGAACTCCGGGTC 

241 ACGGAAACATCAAAGTTCTACGGCATCCGGATCACAATATTTTTGAAAATGCAGCAGATA 

301 TGACATTTTACTGGGTAAGTCCGTCGCAGATTGTAGTTATAGTCAGGGTTATGCTGACAT 

361 TATAGGCGCATCATGAAAAATTCATTGTCATTGACTACGCTGTCGCCTTCATTGGTGGTA 

421 TCGATTTATGTTTTGGTAGATGGGATGCTCACCAACACCCCCTGGCAGACGTTCATCCGG 

481 CCAACTTGAAGGACGAAATATTCCCAGGTCAAGATTGGAACAACAACCGTATTATGGATT 

541 TCCAGAGCGTTGCAGATTGGCAGTCAAATGAAGTAAGCAAAGCAGACTATGGTCGAATGC 

601 CATGGCATGATGTAGCGATGGGCTTGGTTGGTGATTGCGTCTATGATATCGCCGAGCATT 

661 TTGTTCTTCGATGGAACTTTGTCAAGCGAGATAAGTACAAGCGTGACCATGGCGTCGACT 

721 GGCTTTTGCTGGAGGGCCGCACCGGCGATGACGAAGATCTTGTCGGGGTACAACGTCCAA 

781 AGTATCCTTGTGGACAGTATATTCAACATCCTCTCAATCCGCTAGACACCAAGCCGCGAG 

       841 GGATGCAAGGCACTGTGCG 

 
1 LFLRRPPYSTQEWRLDQVLKHRAEAGVKIYVIVYKEVNQALTCNSAHTKHALHSLCPEGT 

61 PGHGNIKVLRHPDHNIFENAADMTFYWAHHEKFIVIDYAVAFIGGIDLCFGRWDAHQHPL 

121 ADVHPANLKDEIFPGQDWNNNRIMDFQSVADWQSNEVSKADYGRMPWHDVAMGLVGDCVY 

181 DIAEHFVLRWNFVKRDKYKRDHGVDWLLLEGRTGDDEDLVGVQRPKYPCGQYIQHPLNPL 

     241 DTKPRGMQGTV 
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�ƪƨƃ����Ĭƴǀţǈŝ�ƱźţŚſDNAŽƺţŚĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō�ƾƯƺƳĥ����

A���ŻŹƺƟƹźŤƨƫřDNAƮƿżƳō�Śŝ�ƮƌƷ�Żř�žě�ŽƺţŚĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜſō�ƾƯƺƳĥ��źŧǇřŵƹŶŰƯ�ƽŚƷI �Apa��Brf I ��Bji I ��Kpn I ��Sal I ���Xba I ƹ�I�Xho�����
ƱƺŤſÕ�����ƱƺŤſ�ƹ�ƆųŚƃ�ƽŚƷŶƳŚŝ���ƽŚƷ�Î��ŚţÔ����ƮƌƷ�ƶŝ�ƍƺŝźƯ�ƽŚƷŶƳŚŝ�DNAŽƺƬƿĥźĜſō�ƾƯƺƳĥ��ơƺƟ�źŧǇřŵƹŶŰƯ�ƮƿżƳō�Śŝ�ƮƌƷ�Żř�žě�řŹ�ŽƺţŚĮǀƯƺƟ���ƱŚƄºƳ�źƧŸƫř
ƾƯ�ŶƷŵ���
B��ŶƳŚŝ�ƱźţŚſ�Żř�ƪƇŚů�ƽŚƷ��ĬƴǀţǈŝDNAŽƺƬƿĥźĜſō�ƾƯƺƳĥ��ĮǀƯƺƟ�śƹźě�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ŽƺţŚDNAƾƀƧƺĮƿŵ�Śŝ�ƵŶƃ�ŹřŶƳŚƄƳ���Ʋǀƴū(DIG)�Digoxigenin���
��

hv]���
�����ƶƀƿŚƤƯ��ƽ������������Żř�ƾƄºŴŝ�ƽŚƷŶºǀţƺŘƬƧƺƳ�ƾƫřƺºţ�Ʋǀºŝ�ƾƳŚƀºưƷ�
Ʊĥpld1 ��ŽƺţŚºººĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜºººſō��Źŵ�ƶŝŚƄºººƯ�Ʊĥ�Śºººŝ�

ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ŚƷƾƿ���ŶƴƳŚƯ��žƳŚƨǀŞƫō�řŶƿŶƳŚƧ���Śºſ�ƹƿ��ġŹŚºƣ�ź���ŚºƷ
��ŶƴƳŚƯƃǀŚƯƹźĩŚſƹżƿ�ƹ�žƀ�ŚƯƹŹŚĩŚſ��ºƿžƀ��ƳŚƄºƳƶ��ƽ���ƾƳŚƀºưƷ�

�������������Ʊĥ�Śºŝ�Ʊĥ�Ʋºƿř�ƦºǀŘƬƧƺƳ�ƽŚƷŶǀſř�ƾƫřƺţ�ƽǇŚŝ�ŹŚǀƀŝpld1��ƹ�
ƮƷ�����ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Źŵ�ŻŚĜǀƫƺƠƀƟƹżǀƫ�Ʊĥ�Ʋǀƴģ������ƶºƧ�Ţºſř�ƾƿŚºƷ�

���Ʊĥ�Ʋƿř�ƾƨǀŤƳĥ�žƳřƺƨſ����ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Ʊō�Źŵ�ŚƷ����ƾƿŚºſŚƴƃ�ŚƷ
�Ţſř�ƵŶƃ����������ƦºƳŚŝ�ƹ�ƾºưƬƗ�ƪºƟŚŰƯ�ƽŚƷŵŹřŶƳŚŤſř�ƢŝŚƐƯ���ƽŚºƷ

����ƾƯƺƳĥ�šŚƗǈƏř�������Ʊĥ�ƹŵ�Ʋǀŝ�ƦǀŘƬƧƺƳ�ƽŚƷŶǀſř�ƾƫřƺţ�ƾƳŚƀưƷ
Ŷººů�Źŵ ��ŶººƇŹŵ�ŵŚººƿŻ�ŢƸŝŚƄººƯ����High Identity���ƹ
ƶƳŚƄƳ��ƽ�������ƾºƯ�ƾºƤƬţ�ƦºǀƳĥƺƬǀƟ�Ţŝřźƣ����ƹ�ŵŵźºĭ��ºŝƶ���ř����ŢºƸū�Ʋºƿ

�źŨƧřŶů�ƾƳŚƀưƷ��ŶƇŹŵ��Ʊĥ�Żř�ƾƄŴŝ�LPL1���ŽƺƬƿĥźĜſō

ƵżººƿŹƹř�ō�Śººŝ�Ʊĥ�Żř�ƾƄººŴŝpld1 �ŚººĮǀƯƺƟ�ŽƺƬƿĥźĜººſō�Žƺººţ��
ƱŚƄººƳ�ŶººƴƷŵƵ�ƽŢººŝřźƣ��ĥƺƬǀƟ�Ʋººƿř�Ʋǀººŝ�ŵŚººƿŻ�ŹŚǀƀººŝ�ƦººǀƳ��ƹŵ

ƀººººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯǈƯŚººººƧ�ƩŚººººƤŤƳř�ƹ�ƾƯƺººººƳĥ�ťřźººººǀƯ�Źŵ�Ʈ�
ƶƔƟŚŰƯ�ƶƳřŹŚƧ����ƽ�ƶƴǀŬƴĭ���ƽ����������Ʋǀºŝ�Źŵ�ƾƬƯŚºƨţ�źǀƀƯ�ƩƺƏ�Źŵ�ƾƳĥ�
ƶƳƺĭ���žƴºū�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷ�ŽƺƬƿĥźĜºſō��Aspergillus SP���
ƾƯ��ƮƷ�ŶƃŚŝ���ƱŚºƴģ��������ƾƳŚƀºưƷ�ƪƣřŶºů�ƶºƧÐÏ��ŶºƇŹŵ����Ʊĥ�Ʋǀºŝ�

PLD��ƽźººưŴƯ�ġŹŚººƣ�ƃǀŚƯƹźĩŚſƹżººƿƶººŞƯƺě�žƀ��Żř�żººǀƳ
���ƶŝŚƄţ�ŵŹřŶƳŚŤſřÏ��ŶƇŹŵ����ƾƯ�ƹ�Ƶŵƺŝ�źţŵŚƿŻ�Ʋƿř�źŝ�ŢƫǇŵ�ŶƳřƺţ�

�řŵ�źƯř������ƬƀƬſ�ƾƬƯŚƨţ�źǀƀƯ�Źŵ�ƶƧ�ŶƃŚŝ�ƶŤƃƶ�ƽ�ġŹŚºƣ�����ƩŚºƤŤƳř��ŚºƷ
����Ʊĥ�ŵŹƺƯ�Źŵ�ƾƳĥ�ťřźǀƯ����������ŹŚŤųŚºſ�Źŵ�ƾºſŚſř�ƂºƤƳ�ƽřŹřŵ�ƽŚƷ

ƮƀººǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Ʋººƿř�ƾººƨǀŤƳĥ�ƹ�ƾţŚººǀů�ººŝ��ŚººƷƶ���ŹŚǀƀººŝ�ƺººŰƳ
ƶƔƟŚŰƯ�ƶƳřŹŚƧ����ƶŤƟźĭ�ƭŚŬƳř�ƽřŢſř�Ʋƿř�Źŵ�������ƶºŤƨƳ�Ʋºƿř�źºƧŷ�Śºū

��ŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀººƟƹżǀƫ�ƶººƧ�Ţººſř�ƭŻǇLPLƽŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀººƟ�ƹ�D��
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42 

�PLD�����Źŵ�ƹ�Ƶŵƺºººŝ�ƾƸŝŚƄºººƯ�ƦºººǀţŚưƿżƳō�ŢºººǀƫŚƘƟ�ƽřŹřŵ
ƮǀƀººƤţ�������Ƶƹźººĭ�ƹŵ�ƶººŝ�ŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀººƟ�ƕřƺººƳř�ƾººƳƹŹŵ�ƽŶººƴŝ
ƪǀſō��ƹ�ŚƷŻǇƹŹŶǀƷ�ƽŵƺƠƀƟ�ŚƷŻřźŤſř�����ơƺºƟ�ƮƿżƳō�ƹŵ�źƷ����źƧŸºƫř

ƾººƯ�Źřźººƣ�Ʃƹř�Ƶƹźººĭ�Źŵ�ŶººƳźǀĭ��ŚƐƯ�ƲǀººǀƘţ�ƶººŝ�ƍƺººŝźƯ�šŚººƘƫ
�Ʊĥ�žƳřƺƨſ��������Ʊō�ƾƿŚºƸƳ�šǇƺƈºŰƯ�ƶºƧ�ƾƿŚƷ������ƂºƤƳ�ƽřŹřŵ�ŚºƷ
���Źŵ�ƽŶǀƬƧƽŹŚưǀŝ��ƾƿřŻ�ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ���ƾƯ�ŚƷ����ŚţŶºưƗ��ŶƴºƃŚŝ���Śºŝ�

��ŢƧŹŚƄººƯ�ƱřżººǀƯ�ƲǀººǀƘţ�ƝŶººƷ�Źŵ�Ʊĥ�ƱŚººǀŝ�ƽŹŚººưǀŝ�ƾººƿřŻ�
ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ������řŹř�ƽřźŝ�ƶƿŚě�šŚƗǈƏř�ƍŚŞƴŤſř�ƹ�ºƿƶ��ƽ��ƺǀºƃ�Ƶ��ƽ�

ŢǀƳƺƈƯ��ƶǀƸţ��ƾƄŴŝ��ƽ��Ə��ƲƀƧřƹ��ƹŹřŵ�ƾůřź���ƶºǀƸţ�Śƿ��ƽ��ƧƺºƬŝ�ź�
�������ŝ�Ʊĥ�ƩƺƈŰƯ�Żř�ƵŵŚƠŤſř��Ʊĥ�ƩƺƈŰƯ�ƽřźŝƶ������ƆųŚºƃ�ƱřƺºƴƗ

��ƹ�ŢººƳƺƠƗ�ƆǀŴƄººţ�ƾƷŚĮƄººƿŚƯŻō�ƾººƯ�šŹƺººƇ��ŵźººǀĭ��� �
������Źŵ�ŚƷŻŚĜǀƫƺƠƀºƟ�źŧŒºƯ�ƂƤƳ�ƾƿŚſŚƴƃ�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ƽŹŚºưǀŝ��ƾºƿřŻ�

ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�ƾƿŚƷ���� źºǀƔƳƧ�ŽƺºƧƺƧƺŤĜƿź.��žƴƯźƟƺºŘƳ���Ô����
ƧřŶººººƿŶƳŚ�žƳŚººººƨǀŞƫō�ÎÍ�Õ��ƕřƺººººƳř��ōŽƺƬƿĥźĜººººſ�ŚººººƷ�
�Aspergillus SP����ÎÏ�ÎÎ���ŽŶǀŗƺƿŶǀƀººººººººƧƺƧřŹŚě

žƿźººƴǀƬƿŻřźŝ��Paracoccidioido brasiliansis���ÎÖ���
ŚƿżºººººſǇŚƯ�ŹƺºººººƟ�ŹƺºººººƟ��ÏÍ���ƕřƺºººººƳřƭƺƿŶƿźŤƀºººººƬƧ�� �

�Clostridium SP����ÏÎ�ƹÐ�Î���ƕřƺºººººƳř�ŽƺƬǀºººººſŚŝ� �
�SP�Bacillus���Î���ƕřƺººººººººººƳřŽŚƳƺƯƹŵƺººººººººººſ��� �
�SP�Pseudomonas���ÏÐ�ÏÏ���ƕřƺºººººººƳřŹ��ŚºººººººƿżŤƨƿ� �
��SP�Rickettsia���������ŚººººººŞƯŚŤƳō�ŚƨǀŤǀƫƺŤƀººººººǀƷ������

ƂƷƹĦě�����������ƾºůřźƏ�ƽřźŝ�ƮƿżƳō�Ʋƿř�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ƽřźŝ�ƾţŚƯŶƤƯ�ƽŚƷ� �
� �

�ƶǀƸţ�ƹ��ƽ�ƹŹřŵ���Ï���ƹÎÐ�ÎÏ����ŢºƳƺƠƗ�ƾƷŚĮƄºƿŚƯŻō�ƆǀŴƄţ��
�ÏÕ�Ï����ƶǀƸţ��ƽ���ƲƀƧřƹ��ÏÎ��������ĬºƴǀƳƺƬƧ�ƹ�Ţºſř�ƶŤƟźĭ�ƭŚŬƳř��

�Żř�ƾƄŴŝ���Ʊĥ�pld�����ƫřƺţ�ƪƯŚƧ�ƾƿŚſŚƴƃ�žĜſ�ƹ���ƽŚƷŶǀţƺŘƬƧƺƳ�ƾ
�Ʊĥ�Ʋƿř��ƮƀǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�Źŵ���ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷ������źºŝ�Ɲřźƃř�ŢƿŚƸƳ�Źŵ�ƹ�

��������Ʊĥ�ƱŚǀŝ�Żř�ƪƇŚů�ƲǀŘţƹźě�ƱŚưŤųŚſƯŚĭƾ������ƶºŝ�ƪºǀƳ�ŢºƸū�Źŵ�
�ơƺººƟ�ƝřŶººƷřººƯƾ�ŶººƃŚŝ�ř�ƶººĩººƿřŹř�Śººŝ�ŹŚŤººƃƺƳ�Ʋººƿƶ�ƽƫřƺººţ�ƾ�

ţƺŘƬĩƺƳǀŶƽ���Żř�ƾƄºŴŝ����Ʊĥ�pld1�Źŵ��ō�ŽƺƬƿĥźĜºſ�ƯƺƟǀ�ŽƺţŚºĮ�
Ƙſƾ�����ƀºƯ�ƱŵƺƄºĭ�Źŵ�ǀ��ºưƬƗ�źƾ������ƭŻǇ�ƂƷƹĦºě�ƹ��řźºŝƽ��ƭŚºŬƳř�

�ưĪţ�šŚƘƫŚƐƯǀƬƾ���ŶƴƳŚƯ����ƾƫřƺţ�ƾƿŚſŚƴƃ��ƪƯŚƧ�ŶºǀţƺŘƬƧƺƳƽ��Ʋºƿř��
Ʊĥ�ř��ƿ�ƂƸū�ŵŚŬ������ƹ�Ʊĥ�ŹŚŤųŚſ�Źŵ�ƿ����Żř�ƵŵŚƠŤſř�ŚRNAi��řźºŝ�ƽ�
ƘţǀǀƵƺŰƳ�Ʋ�ƽř�źŧř�ƿ�Źŵ�Ʊĥ�Ʋƹ�ŶƃŹ�ŝǀŹŚưƽ�řŻƾƿ�ġŹŚƣ�ŵŹřŵ���
��

ÄnÌf¿�É�Ì³���
�����������Ʊĥ�žƳřƺƨſ�ƲǀǀƘţ�ƶŝ�ƍƺŝźƯ�šŚƘƫŚƐƯ�ŚƷ�ţŶưƗŚ����ƝŶºƷ�Śŝ�

��Ư�ƱřżǀƯ�ƲǀǀƘţ�Źŵ�Ʊĥ�ƱŚǀŝ�ŢƧŹŚƄƽŹŚưǀŝ�ƾƿřŻ���ƮƀºǀƳŚĭŹřƹźƨǀƯ�
���ŵźººƨƬưƗ�ƹ�ƾƿŚǀưǀººƃƺǀŝ�šŚǀƇƺƈººų�ƲǀººǀƘţƟ�Ʀººƿĥƺƫƺƿżǀ

�������ƶƿŚě�šŚƗǈƏř�ƍŚŞƴŤſř�ƽřźŝ�Ʊĥ�ƩƺƈŰƯŢƸū�řŹř�ƿƶ��ƽ�ƺǀƃ�Ƶ��ƽ�
ŢǀƳƺƈƯ��ƶǀƸţ��ƾƄŴŝ��ƽ��ƲƀƧřƹ�����ƧƺƬŝ�Śƿ�ƹ�ƹŹřŵź���ƩƺƈŰƯ�ƽřźŝ�

ººŝ�Ʊĥ�ƩƺƈººŰƯ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř��Ʊĥ�ƶ��ƆǀŴƄººţ�ƆųŚººƃ�ƱřƺººƴƗ
�ƹ�ŢººƳƺƠƗ����ƺººƇƾººƯ�šŹ�ŵźººǀĭ�ĬººƴǀƳƺƬƧ�ƹŻř�ƾƄººŴŝ���Ʊĥ
��ŻŚĜǀƫƺƠƀƟD��ŹƺƔƴƯ�ƶŝ�������Ʋƿř�ƽŚƷŶǀţƺŘƬƧƺƳ�ƪƯŚƧ�ƾƫřƺţ�ƾƿŚſŚƴƃ�

ƱĥƱŶǀſŹ�ƽřźŝ�ơƺƟ�ƝřŶƷř�ƶŝ�źŧŒƯ�ŵƺŝ�ŶƷřƺų�����
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Background and Objective: Secretory extracellular Phospholipases are generally involved in hydrolysis of 

extracellular phospholipids and thus providing nutritive source of carbon, nitrogen, and phosphate. However, 

intracellular phospholipases perform metabolic functions and adjust biologic activities. Synthesis of 

phospholipases in different pathogenic microorganisms and their mode of action in virulence of the 

microorganism have been the center of attention in recent studies.  

Materials and Methods: During this study using degenerate primers based on homologous amino acid 

sequences of phospholipase D (PLD) search for detection of Aspergillus fumigatus was carried out. DNA 

extraction of A. fumigatus was performed and then using degenerate primers based on nucleotide sequences 

of Phospholipase D gene was degenerated. Predicted 850 bp product from A. fumigatus was cloned in 

pGEMT-Easy vector and then transformed into E. coli Top 10 F� competent cell for extraction of cloned 

DNA fragment.  

Results: Sequence analysis of 850 bp fragments revealed a sequence for the PLD gene of A. fumigatus with a 

high homology to published PLD sequences in other microorganisms. 

Conclusion: Gene sequence studies are generally conducted to determine the participation of gene 

expression in pathogenecity of microorganisms, the evaluation of biochemical features and physiologic 

function of gene product for understanding the basic knowledge to provide immunity, production of  vaccine, 

drug, or blocker for gene product, utilizing the gene product, utilizing the gene product for infection 

detection and so on. Thus, cloning of a part of phospholipase D gene in order to full identification of 

nucleotides sequence of this gene could contribute to achieve those goals.  
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