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ƵŶǀĪģ ��
��ƝŶƷ�ƹ�ƶƴǀƯŻ��ŶƳƹŹ�����ƾƯ�ƱŚƄƳ�ĨƿĥƺƫƺǀƯŶǀěř�šŚƘƫŚƐƯ���Ƹƴţ�ƶƳ�ƶĩ�ŶƷŵƽŹŚưǀŝ�Ś�ƮƄģ�ƪŝŚƣ�ŹƺƏ�ƶŝ�ƾģŹŚƣ�ƽŚƷ�ƶŝ�ƽźǀĭ����ƆºƤƳ�Śºŝ�ƱřŹŚưǀŝ�Źŵ�ƅƺƈų

�������������������ƾƯ�ƂƿřżƟř�ƩŚů�Źŵ�żǀƳ�ƾģŹŚƣ�ŶƋ�ƽŚƷƹŹřŵ�ƶŝ�ƾģŹŚƣ�ƪƯřƺƗ�ŢǀſŚƀů�ƂƷŚĩ�ƶĪƬŝ��Ţſř�ƂƿřżƟř�ƩŚů�Źŵ�ƾƴưƿř�ƮŤƀǀſ�ŶƃŚŝ����ƆǀŴƄţ�ƲƿřźŝŚƴŝ
���ƾƴǀƫŚŝ�ŢƿźƿŶƯ�ƹ�ŜſŚƴƯ�ƽƹŹřŵ�śŚŴŤƳř�ƽřźŝ�ƶƳƺĭ�Ŷů�Źŵ�ƭŚĮƴƷ�ŵƹŻ�ƹ�Ɩƿźſ��Ţºſř�ƽŹƹźºƋ�����ƁƹŹ�ŵƺºūƹ�Ʋºƿř�Śºŝ�����ƾƈºǀŴƄţ�ŵŹřŶƳŚŤºſř�ƽŚºƷ

Ţƣƹ�����ƾƯ�ŹřŵŹƺųźŝ�ƾưĩ�ŢǀſŚƀů�Żř�ƹ�źŝ�ƶƴƿżƷ��źǀĭ�ŚƟ�ƽřźŝ�řŸƫ�ŶƴƃŚŝƿ����ƾºƴŤŞƯ�ƾƿŚºƷŹřżŝř��ƵŶºƃ�źºƧŷ�ƽŚƷ�ƪĪƄƯ�Żř�ƭřŶƧ�źƷ�źŝ�ƱŶƯō�Ƣ���źºŝPCR�
�ƶŤƟŚƿ�ƶƘſƺţ�ŶƳř������ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƿř�Źŵ�ƾƬƗ�ƶĩ�ƾƃƹŹ�Żř�Źƺųźŝ�ƾƿǇŚŝ�ŢǀſŚƀů�Żř�ǇŚŝ�ŢƗźſ�ƮƛŹ�Ʀºǀƴƨţ�ƭŚƳ�ƶŝ�Ƶŵƺŝ�Źřŵ��Ƶźºƿřŵ�źºǀŨĪţ����ƱŚºųźģ�ƽř��ƽřźºŝ

Ƣǀƣŵ�ƆǀŴƄţ�ŮǀŰƇ�ƹ�źţ��řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�ƹ�ƾƳƺƿŹŚĩ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�ƾģŹŚƣ�ƶƳƺĭ�ƹŵ�źţ�ƽŻźĮƿŶƃ�ƵŵŚƠŤſř���
ƾſŹźŝ�ƁƹŹ�Źŵ���ƶŝ�ƾſŹźŝ�Ʋƿř�ƶǀůŚƳ�Żř�ƾƇŚƈŤųř�ŹƺƏ�ƽƬųřŵ�ƾƀƿƺƳƹŹ�ƾ��ITS rDNA�ƶƗƺưŬƯ�Żř��ƽ��ƾºƳĥ�DNA���žƴºū�ƾƯƹŻƺºŞƿŹ�ƽŚºƷ��

������ŶƳŵƺŝ�ƵŶƃ�ƾƫřƺţ�ƲǀǀƘţ�ǈŞƣ�ƶĩ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�����śƹźě�ƹ�Ŷƿŵźĭ�ƵŵŚƠŤſř�����������ƶºǀůŚƳ�Żř�ŶºǀţƺŘƬĩƺƳ�Ĩºƿ�Źŵ�ŚºƸƴţ�šƹŚºƠţ�ŽŚºſř�źºŝ�ƾƇŚƈºŤųř�ƽŚºƷ�ƽ� �
ITS rDNAġŹŚƣ�ƽřźŝ��ƽŻźĮƿ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�ƹ�ƾƳƺƿŹŚĩ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�ƽŚƷƾůřźƏ�Ŷƿŵźĭ���śƹźě�������ƶºŝ�ƾºƸŤƴƯ�ƝŶºƷ�ƪºưƨƯ�ƾƫřƺºţ�ƪƇř�Źŵ�ŚƷ

�ǀƫ�ƵŚĮƿŚū�ƾƯ�źƨƴ��������Śŝ�ƱƺǀſřŶƿźŞǀƷ�Żř�žě�ƶƧ�ŶƃŚŝDNA�������ƵŶƯō�Źŵ�ƶŤƀŝ�ƩƺĪƫƺƯ�Ĩƿ�ƪĪƃ�ƶŝ������������ŵŹƺƯ�ƾƿŚƯŵ�Ĩţ�Ǝƿřźƃ�Źŵ�źǀŨĪţ�ƹ�ƝŶƷ�ƶŝ�ƩŚƈţř�Śŝ�
ŢƟźĭŹřźƣ�ƾŝŚƿŻŹř���

ƶŤƟŚƿ�ŚƷ�źǀŨĪţ�Ĩƿ�ƢǀƤŰţ�Ʋƿř�ŪƿŚŤƳ��DNA�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƶƳƺĭ�Ŷů�Źŵ�ƆǀŴƄţ�ƹ�śŷŚĩ�ƾƠƴƯ�ƹ�ŢŞŨƯ�ŪƿŚŤƳ�ƱƹŶŝ�řŹ�ƢƟƺƯ�ǈƯŚĩ��ƿŚŤƳ�ƩƺƈŰƯŪRCA 

�ŻŹŚĭō�Ʃĥ�Źŵê�æŶƇŹŵ�ƶŝ��Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƾƳŚŝŵźƳ�šŹƺƇ��źǀŨĪţ�ŢƸū�Źŵ�ŹƺĩŸƯ�Ƃƴĩřƹ�ƹ�ŶƃDNA�Źŵ�śƹźě�Śŝ�ƩŚƈţř�Źŵ�ƾƇŚƈŤųř�ŹƺƏ�ƶŝ�ƝŶƷ�ƽ
ƁƹŹ�ƶŝ�ŢŞƀƳ�ƱŚƯŻ�ƲƿźŤưĩ�Ŷƿŵźĭ�ŶǀƿŚţ�ƩƹřŶŤƯ�ƽŚƷ���

ƶŬǀŤƳ�ƽźǀĭ�ƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�ŪƿŚŤƳ��ƽƽŹŚưǀŝ�ƪƯřƺƗ�ƾƿŚſŚƴƃ�Źŵ�ĨǀƴĪţ�Ʋƿř�Ţƣŵ�ƹ�šŹŶƣ���ƣ�ƽřŻř�ƹ�ŢƗźſ�Śŝ�ƶƳƺĭ�Ŷů�Źŵ�ƾģŹŚ�ǇŚŝ�ŹŚǀƀŝ�ŢǀƇŚƈŤų
���ƁƹŹ�Śŝ�ƶƀƿŚƤƯ�Źŵ����ƾƯ�ƾưƿŶƣ�ƾƿŚſŚƴƃ�ƽŚƷ��������ƾºƯ�ĨºǀƴĪţ�Ʋºƿř�ƹ�ŶƃŚŝ���������ƶºǀƬĩ�Źŵ�ƾºƳřƹřźƟ�ŵźŝŚºĩ�ŶºƳřƺţ��ƽ��ƵŚĮƄºƿŚƯŻō��������ŶºƃŚŝ�ƶŤºƃřŵ�ƾƈºǀŴƄţ�ƽŚºƷ

ƲƿřźŝŚƴŝRCA ĨǀƴĪţ�źĮƿŵ�Śŝ�řŹ�ƽźǀĮưƄģ�ŹŚǀƀŝ�šƹŚƠţ��ƶƿŚě�źŝ�ŚƯŵ�ƶŝ�ƶŤƀŝřƹ�ƽŚƷ�ƽ�DNAŹřŵŹƺųźŝ�ƾƯ��ŶƃŚŝ���
ĥřƹƱŚĭƽŶǀƬƧ���Ƶźƿřŵ�źǀŨƨţ�žƿŻƺƨƿŚƯƺŤſǈŝƺƯƹźƧ��ƽŻźĮƿ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈƧ��ƾƳƺƿŹŚƧ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈƧ��ƱŚųźģ�ƽř��

��
æ���ƽĥƺƫƺǀŝƹźƨǀƯ�ŶƃŹř�ŽŚƴƃŹŚƧ�ƱŚŬƳŻ�Ŷůřƹ�ƾƯǈſř�ŵřŻō�ƵŚĮƄƳřŵ��
Ï���ƾƈƈŴţ�ƽřźŤƧŵ�ƱŚŬƳŻ�Ŷůřƹ��ƾƯǈſř�ŵřŻō�ƵŚĮƄƳřŵ��İĪƃżě�İſŚƴƃ�ġŹŚƣ��
è��ƈƈŴţ�ƽřźŤƧŵƾ���ƽĥƺƫƺƿżǀƟ�ƱŚŬƳŻ�Ŷůřƹ�ƾƯǈſř�ŵřŻō�ƵŚĮƄƳřŵ�ƽĥƺƫƺǀŝ�šŚƤǀƤŰţ�żĩźƯ�ŹŚǀƄƳřŵ��
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Ƶżưů�Ʋǀƀů��ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƿ� 

 

ƶƬŬƯ�ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ��ƽÏÍƵŹŚưƃ����ƽÕÍ���ŹƺƿźƸƃ�ƹ�ŵřŵźƯÖÎ��

˿˾

��
��

ƶƯŶƤƯ��
�����ŵǈĩƹƟǀřŹƺƟƺƫŚ�����ġŹŚºƣ�žƴºū�Żř���ŚºƷƽ����źºưŴƯ�ƶŞºƃ�ƽ��ºſ�ǀ�ƵŚ

��ŵřŶƘţ�Żř�ƪĪƄŤƯƽ�ƶƳƺĭ��ŚƷƽ�Ƭĩ�ǀƴǀĪƾ���ƺſ�ƹ�ƮƸƯ�ƿƶ�ŚƷƽ�ŰƯ�ǀƐƾ�
��ĪƄţ�ƶūƺţ�ƪŝŚƣǀ��Ţſř�ƵŶƃ�ƪ��ƶƳƺĭ�ŚƷƽ�řƿ����ŦƗŚŝ�ŜƬƛř�ġŹŚƣ�Ʋ

řƿŚŬ�������ºƯ�ƱŚƀºƳř�Źŵ�ŢºƳƺƠƗ�ŵƾ�������ºŝ�ŦºƗŚŝ�ƹ�ŵƺºƃƶ�����ƱŶºƯō�ŵƺºūƹ
ŚƋƿ�Ťſƺě�šŚƘƾ�Ơų�ǀ��ƫŚƠƀƳō�Śţ�ƞǀ��Ư�ƵŶƴƄĩ�Ţƾ��ŵŵźºĭ���ƶºƳƺĭ��ƽ�

ŹŚººĩƿƳƺƾƟƹŵǈĩ�Żř�ººǀƺƫŚƺƟ�ŚƯƺŤººſǈŝƺƯƹźĩ�ƪººƯŚƗ�řŹƿŻƺĪƿ�ž
Ťſƺěƾ��Ż�ƹ�ƿŶƬūźƽ���ŝ�ŦƗŚŝ�ƹ�ǀŹŚưƽ�ſ�ǀĥƺƫƺŤƿ��ŹƺƯ�Ǝſƺţ�Ĩƽ�

ƪſ�ƭŹƺƟ�ŚƷ��Muriform Cells�����ºƯ�Ţºſƺě�ŢºƟŚŝ�Źŵƾ���ŵƺºƃ
�é�æ���řººƿ�ƲŝǀŹŚººưƽƳŚººƸū�ŹŚƄººŤƳř�ƾřŵ�ƶŤººƃººƫƹ�ƾŹŵ��ůřƺººƳƾ�

ƀƯźĭǀźƽ��Ƴ�ƹ�ǀ��ƀºƯźĭ�ƶưǀźƽ��Śºƃ�ƿƖ����źºţ�ºƯƾ��ŶºƃŚŝ���ƹ���ƱřŵźºƯ�Źŵ
ŚƃƿƖ����Ţſř�ƱŚƳŻ�Żř�źţ���ºƤƬţǀŮ�ţŚƯƹźţ��ºǀ������ƽŹŚºưǀŝ�ƪºƯřƺƗ�Śºŝ�Ĩ�řŻ�
ƮƸƯ�źţƿ���ƤƬţ�ŢƳƺƠƗ�ƪƯŚƗ�Ʋƾ�Ư�ƾ�ŵƺƃ����ƹ�ƾſŹźŝ�ƪƯŚƗ�ƆǀŴƄţ

�ƽŹŚưǀŝ�Ʋƿř���ƴĪţ�ŽŚſř�źŝ�ǀĨ�ŚƷƽ�ƩƺưƘƯ�����ŹŚǀƀºŝ��Ţºƣƹ�ĭ��ºǀź��ƹ�
ĪƠţǀĨ�Ʊō���Śſ�Żřƿ��ƶºƳƺĭ�ź��ŚºƷ�����Ţºſř�ƪƨƄºƯ�Ʊō�Żř��Śºūƿƾ���Źŵ�ƶºĩ
ſŹźŝƾ�ŚƷƽ�Ư�ǀěƺĪſƹźĪƾ���ţř�ƪºƯŚƗ�ǀĥƺƫƺ�ºƿ�ŝ�Ĩǀ�ŹŚºưƽ����Ŷºů�Źŵ�

���ŚſŚƴƃ�ƶƳƺĭ�ƹ�žƴūƾƿ�ưƳ�ƾ��ƶƳƺưƳ��ŵƺƃ��ƽ�����ƪºŰƯ�Żř�ƵŶºƃ�Ÿºųř�
ŚƋƿ���ŰƯ�ƪųřŵ�Źŵ�ƶƘǀ�ŢƄĩ�Ǝ������ºƤƬţ�ŹŚºĭō�ŻƹźŤƀĩŵ�ƹŹƺŝŚſǀ��ƹ�Ů

�ŚƯŵ�Źŵƽ�çê���Śţ�èå��ƶºūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ����ŹřŶºƸĮƳ�ŵřźºĭƽ��ºƯ�ƾ���ŵƺºƃ
�çƹæ���ŰƯǀ�ĩ�Ǝ����ºŝ�ƪƣřŶºů�ŢƄƶ����šŶºƯé��������ŶºƃŹ�źºƔƳ�Żř�ƶºŤƠƷ�

ģŹŚƣƾ��ſŹźŝ�ŢŰţ�ƾ����ºƯ�Źřźºƣ�ƾ�ĭ�ºǀŵź���������ƵŶºƃ�ƭŚºŬƳř�ŢƄºĩ�Źŵ�
ƴƬĩƾ�ŚƷƽ�ĪĜĩ�ƾ�����ƵƺºƸƣ�ĬºƳŹ�ƶºŝ��řƽŻ�ƿ�ƳƺºŤƾ��ºſ�Śºţ�ǀ��ƵŶƷŚƄºƯ�ƵŚ
Ưƾ�ŵƺƃ��ŴƄţ�ǀ�������Ż�Ţſř�ƪĪƄƯ�ġŹŚƣ�ƶƳƺĭ�ƹ�žƴū�Ɔ�ºƿ�ř�řź�ºƿ�Ʋ

ġŹŚƣ��ƁƹŹ�ŚƷ�ŚƷƽ��ºƠƬŤŴƯ�ƾ��řźºŝ�ƽ��řŻŹƺĜºſř�ƾƿ���ŵƺºų�Żř����ƱŚƄºƳ�
Ưƾ�ŶƴƷŵ��êƹç�æ����ŚƘƫŚƐƯ�ƾƏ��ƵŵźŤƀĭ�ƾƫƺƨƫƺƯ�š����Ǝſƺţ�ƶƧ�ƽř

�����ƶƳƺĭ�ƆǀŴƄţ�Źŵ�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƫŶŝ����ƭŚºŬƳř�řŹƺƟƺƫŚºǀƟƹŵǈƧ�ƽŚƷ
Ŷºººƿŵźĭ��ƾĜǀţƺºººƳĥ�ŢƷŚŞºººƃ��ƶºººƳƺĭ�ƽ�C. yegresiiŚºººŝ�� �

C. carrionii�ƶŝ�ƶŝ�ƶƧ�Ƶŵƺŝ�ŵŚƿŻ�ƽŶů�ƶƳƺĭ�ƱřƺƴƗ�ƽ��ƽźƷřƺºų�
�ŻřC. carrionii��Ţſř�ƵŶƃ�ƁŹřżĭ�ƾƨǀƳĥƺƬǀƟ�ƽŶƴŝ�ƶƤŞƏ�Źŵ
�ìƹë�����řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ����ƩŚſ�Źŵ�ƽŻźĮƿçååì��ƽŵ�Ǝſƺţ����īƺºƷ

������ƽŹŚưǀŝ�ƹ�Ŷƃ�ƽŻŚſřŶū�ŽƺŤƧŚƧ�Żř�ƱřŹŚƨưƷƹ�řŻ������ŻƺºƴƷ�Ʊō�ƾºƿ
Ţººſř�ƵŶǀººſźƳ�šŚººŞŧř�ƶººŝ��ìƹë���řżººƟř�Śººŝ�ƵŻƹźººƯřƿĩ�ƂǀƠººǀ�Ţ

ŵŹřŶƳŚŤſř�ŚƷƽ�ŤƃřŶƸŝ�ƾ���ě�ƶŝ�ƭƹżƫ�ǀĮƄǀźƽŚƸƳ�ƹ�ƿ�źºſ�ƱŚƯŹŵ�ŚŤƿ�Ɩ
ŝǀŹŚưƽ�śŚƴŤūř��ŸěŚƳƿ�Ư�źƾ�ŶƃŚŝ���ř�Źŵƿ���ŚŤſřŹ�ƲƿĪƾ��Źřżŝř�Żř���ŚºƷƽ�

ƮƸƯ��ŴƄţǀ����ƣŵ�ƹ�ƖƣƺƯ�ƶŝ�Ɔǀ�ºƯ�Ƣƾ��ŶºƃŚŝ���ƶºĩƿ�ºĪƾ��ƪºƯřƺƗ�Żř�
ƬƇřƾ�ĩ�ƩźŤƴĩ�ǀƠƾƬĩ�Źŵ��ºǀƶ�ƽƯŻ�ǀ�ƶºƴ��ŚºƷƽ�ŤºƃřŶƸŝ�ƾ�ƳŚºƯŹŵ�ƹ�ƾ�
Ţſř���ě�Śŝǀ�ŚƷ�ŢƟźƄƽ�����ŤƳĥ�ƮƬƗ�Źŵ�ƵŶƃ�ƭŚŬƳř��ºǀ�ƵřŹ�Ĩ��ŚºƷŹŚĩƾƿ�
�ě�Źŵǀ�ƹŹ�ƂƽƤƤŰƯ�ǀƶŤƀƳřƺţ�Ʊō�Ǝſƺţ�ƶĩ�Ţſř�ƶŤƟźĭŹřźƣ�Ʋ��ŶƳř
ƭŶƣ�ŚƷƽ�ƀŝ�ǀ�ŶƴƬŝ�ŹŚƽ�źƀţ�źƯř�Źŵ�ƿ�ĩ�ƩźºŤƴĩ�Ɩǀ�ºƠƾ�ŴƄºţ�ƹ�ǀ�Ɔ
ŝǀŹŚưƽ�ŶƳŹřŵźŝ���ƿĪƾ���ƔƗ�šǇƺŰţ�Żř�ǀ���ŤƳĥ�ŦŰŝ�Źŵ�Ʈ�ºǀ����ƶºŝ�ƹ�Ĩ
ţ��ŴƄţ�Ʊō�ƖŞǀ�ŞƏ�Ɔƾ����ŬƳŻ�Ƃƴĩřƹ�ƁƹŹ�ƕřźŤųř��ǀƵź�řƽ�Ƭě�ǀ�Żřźư
Ưƾ�ŶƃŚŝ��îƹí����ř�Śŝƿ���ƴĪţ�ƶŝ�ŵƺūƹ�Ʋ�ºǀ��ĨPCR����ţǇŚĪºƃř�żºǀƳ�ƾ�

�Ţſř�ŵŹřƹ�����Ư�ƶƬưū�Ʊō�Żř�ƶĩ�ƾ����ƶŝ�Ʊřƺţ���ŵƺūƹ�ƭƹżƫ��Ʊřźĭ�ƵŚĮŤſŵ
ƣǀ��Śſ�ƩŚƯźţ�ŢưƿźƬĪ��Ţƣƹ���ĭǀ�Ʊŵƺŝ�ź�Ʀǀƴƨţ����ĭŵƺƫō�ƩŚưŤůř�ƾ��ƹ�
řƿ�Ƃƴĩřƹ�ŵŚŬ�ŚƷƽ�ƶŤºſřƺųŚƳ��������Źŵ�ĨºǀƴĪţ�ƽřźºūř�ƱŚºĪƯř�ƭŶºƗ

��������Ŷů�Źŵ�ƾƇŚƈŤųř�ƆǀŴƄţ�ƭŶƗ��ƩƺưƘƯ�ƾƷŚĮƄƿŚƯŻō�Ǝƿřźƃ
�����������ŹŚºĩ�ƁƹŹ�ƾĭŶǀĤǀě�ŹƺƐƴǀưƷ�ƹ�ŢǀſŚƀů�Ʊŵƺŝ�ƲǀƿŚě�ƹ�ƶƳƺĭ

������ŢƿŵƹŶºŰƯ�ƭřŶºĩ�źºƷ�ƶºĩ�ŵźºĩ�ƵŹŚºƃř���Ƃǀºě�Źŵ�řŹ�ƾƿŚºƷ��ƽŚººě
����Ţºſř�Ƶŵřŵ�Źřźºƣ�ƲǀƈƈŴŤƯ��æç�æå����ƶƳŚŤŴŞºƃƺų�ř�Śºŝ�ƿ��ŵŚºŬ

ŚěƿƵŵřŵ�ƵŚĮ�ŚƷƽƳĥ�ƾ�(Gene Bank)Řţƹźě�ƹ�ǀ�ºƴƾ�ºƤƤŰƯ�ǀ��ƶºŝ�Ʋ
ƁƹŹ�ŚººƷƾƿ�Ţººſŵ�ƿƶººŤƟŚ���ƺººƳ�ƮººƬƗ�Ĩººưĩ�ƶººŝ�ƶººĩ�ŶººƳř�Śººěƽ�

ŝǀƺ�ţŚƯŹƺƠƳōǀ�Ư�Ĩƾ��ƁƹŹ�Ʊřƺţ�ŚƷƿ�ƀŝ�ƾǀƣŵ�ŹŚǀƢ�ƇŚƈŤųř��źţƾ���źºţ
�źſ�ƹƿƖ���ƴĪţ�Żř�źţǀĨ�ŚƷƽ�����������Ʊřźºĭ�ŹŚǀƀºŝ�ƶºƧ�ƾƫƺºƨƫƺƯ�ƩƹřŶºŤƯ�

���Źŵ�ŵŹřŵ�żǀƳ�śźŬƯ�ƲǀƈƈŴŤƯ�ƶŝ�ŻŚǀƳ�ƹ�ŢưǀƣŴƄţ�ƭƺƬƗ�ǀƈƾ�
řŹřƿ�ŵƺưƳ�ƶ��æèƹî�í�����ƁƹŹ�Żř�ƾƨƿ���������Ǝºſƺţ�ƵŻƹźºƯř�ƶºƧ�ƾƿŚºƷ

ƁƹŹ�Ţººſř�ƶººŤƟźĭ�Źřźººƣ�ƶººūƺţ�ŵŹƺººƯ�ŹŚǀƀººŝ�ƲǀººƤƤŰƯ��ƽŚººƷ
��Źŵ�Ţſř�ƩŚƯźţƹżƿř������ƾƿŚƯŵ�śƹŚƴţ�ƩŚưƗř�ƶŝ�ŻŚǀƳ�ƱƹŶŝ�ƁƹŹ�Ʋƿř�

�źǀŨƨţDNAƾƯ�źƿŸě�ƱŚƨƯř���ŵŵźºĭ�����Ʀºǀƴƨţ�Ʋºƿř�Żř�ƾºƨƿ���ŚºƷ 

RCAƾƯ�ŶƃŚŝ��ŝ�ƶƧ�ƶ��Ƙƫř�ơƺƟ�ŢǀƇŚƈŤųř�ƪǀƫŵ��ŹŚǀƀºŝ�Ʊō�ǇŚŝ�ƵŵŚ
���Ţºſř�ƶūƺţ�ŵŹƺƯ���řŸºƫ���������ƾƿŚºſŚƴƃ�ƽřźºŝ�ƶŤƀºŝ�śƹźºě�Ʀºƿ�Żř�
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řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�ƆǀŴƄţƦǀƴƨţ�Śŝ�Ƶźƿřŵ�źǀŨĪţ���ƱŚųźģ�ƽř 

ƶƬŬƯ�ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ��ƽÏÍưƃ��ƵŹŚ��ƽÕÍ���ŹƺƿźƸƃ�ƹ�ŵřŵźƯÖÎ 

˿˿

ƶƤƐƴƯ��ƽ�ƇŚų�ƾ�Żř��ĥƳ�ƺƯ�ƭƺ�����ƾºƯ�Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ŵƺū����ƹ�ŵźºǀĭ
�ƶŝ�ƩŚƈţř�Źŵ�ƶŤƀŝ�ŜƫŚƣ�Ʀƿ�ƱƺģDNAƾƯ�ŵŚŬƿř�ƝŶƷ��ŶƴƧ��

�����ƾºƯ�źƠƇ�ƶŝ�ƦƿŵżƳ�řŹ�ƾƇŚƈŤųř�źǀƛ�ƾƫřƺţ�źǀŨƨţ�ƱŚƨƯř��ŚºſŻŵ�
�æì�æé�ææ����ř�Źŵƿ���Ƶĥƹźě�Ʋ��ƶŝŹźŝſƾ�ƴĪţ�ǀ�ƫƺĪƫƺƯ�Ĩƾ�RCA�

��ĭŻŚţ�ƶŝ�ƶĩƾ��ƤƤŰƯ�Ǝſƺţ�ǀ������řźŝ�ƵŶƃ�źĩŷ�ƆƣřƺƳ�ƖƟŹ�ŢƸū�Ʋƽ�
Ƃƴĩřƹ�ŚƷƽ�ŬƳŻ�ǀƵź�řƽ�Ƭě�ǀ��ŻřźưřŹřƿ���ƵŶƃ�ƶ��ƶŤųřŵźě�ƾºƯ��ŵƺºƃ����Śºŝ

���ƹŵ�śŚŴŤƳř��ƶƳƺĭ��Ɵƹŵǈĩ�žƴū�Żřǀ��������ƑŚºŰƫ�Żř�ƹŵźºƷ�ƶºĩ�řŹƺƟƺƫŚ
ţƺƴƟǀĜƾ�ƀŝ�ǀ���Ƶŵƺŝ�ƮƷ�ƶŝŚƄƯ�ŹŚ�����Ɵ�źºƔƳ�Żř�ǀ�ƳĥƺºƬƾ���ƯƺƳƺƀºĩŚţ�ƹ�ƾ�
ƀŝǀŵżƳ�ŹŚƿ�ƮƷ�ƶŝ�ĨƶƤŞƏ��ƽŶƴŝƵŶƿŵźĭŢſř�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�����
��

�ƁƹŹƾſŹźŝ��
�������ƢǀƤŰţ�ƲƿřŵźŝŹŚĩ�šŹƺƇ�ƶŝƽƯ�ƾ����ƭŚºŬƳř�ƂƷƹĦºě�ƹ�ŶƃŚŝ

����šŹƺƇ�ƶŝ�ƶŤƟźĭſŹźŝƾ��Ţƀºţ���Ţºſř���������ƾºƳĥ�šŚºƗǈƏř�řŶºŤŝř
ƶƤƐƴƯ��ƽ�ITS����Ʊĥ�ƶƬưū�Żř�ƶĩ����ƽŚƷDNA������řŹ�Ţºſř�ƾƯƹŻƺºŞƿŹ�� �
� �

��ƶƳƺĭ�ƭŚưţ�ƽřźŝ������������ŢƿŚºſ�Żř�řŹƺƟƺƫŚºǀƟƹŵǈĩ�ƵŶºƃ�ƶŤųŚƴºƃ�ƽŚºƷ� �
http://www.ncbi.nlm.nih.gov�ƵŚºººĮƿŚě�Żř�ƾºººĪƿ�ƶºººĩ��ƽŚºººƷ
�����ƾƯ�ŵŚƴŤſř�ƪŝŚƣ�ƹ�ƾƳĥ�šŚƗǈƏř�ŶƃŚŝ���Ɩºưū��������ŢºƯźƟ�Śºŝ�ƹ�ƽŹƹō

FASTA���������Ɩºưū�Żř�žºě�ƹ�Ŷºƿŵźĭ�ƽŹřŸĭŹŚŝ�����šŚºƗǈƏř�ƽŹƹō
�ƭźººƳ�Ǝººſƺţ��ŹřżººƟřCLUSTALX2ƶººǀƬĩ��ƽ�žƳŚĪººſ�ŚººƷƽ�

ţƺŘƬĩƺƳǀŶƽƶƤƐƴƯ��ƽ� ITS rDNAƶŝ�ƹ�Ŷƿŵźĭ�ƽŶƴŝŻřźţ��Ŝǀţźţ
ƾƫřƺţ��������������ƶºƐƤƳ�ƶºŝ�ƶºƐƤƳ�ŹřżºƟř�ƭźºƳ�Ǝºſƺţ�ƵŶºƃ�ƽŶƴŝ�Żřźţ�ƽŚƷ

�ƾººſŹźŝƹŜººſŚƴƯ����Źŵ�řŹ�šƹŚººƠţ�ƲƿźŤƄººǀŝ�ƶººƧ�ƾƫřƺººţ�Ʋƿźººţ
ƵŚĮƿŚū����ƶƳƺĭ�źƿŚſ�ƶŝŚƄƯ�ƽŚƷ�����ºŝ�Źřŵ�ŚºƷƺ�����ŢºƃřŵŵŚƿ�ƹ�ƦºǀƨƠţ�ŵ
Ŷƿŵźĭ���ƩƹŶºū�Î���çå�æíƹæè��������ŽŚƀºů�ƶºƬůźƯ�Ʋºƿř���Ʋƿźºţ
ƶººƬůźƯ�ƽ�ĨººǀƴĪţ�RCAƾººƯ��ŶººƃŚŝƶººƬůźƯ�Ʋººƿř�Źŵ�ƶººĩřźģ�� �

����������ƶºǀůŚƳ�ƲƿźºŤƸŝ�ƽŶºǀţƺŘƬĩƺƳ�ƾƫřƺţŹŵ�šƹŚƠţ�Ƣǀƣŵ�ƾſŹźŝ�Śŝ��ƽ� �
�śŚººŴŤƳř�šƹŚººƠţ�ƲƿźţǇŚººŝ�Śººŝ�ƾŤǀƘƣƺººƯ�ƽƹŚƀººţ�ƑŚººŰƫ�Żř�Ʊĥ

ƾƯ�ŵŵźĭ���

ƩƹŶū�æ��ƾƫřƺţ�ƶǀůŚƳ�ƽŶǀţƺŘƬĩƺƳ�ƽ� ITS1�Żř�DNA�ƾƯƹŻƺŞƿŹ�ƶƳƺĭ�ƽřźŝ�ƵŶƃ�ƾůřźƏ�śƹźě�ƹ��ƽŻźĮƿ�ƹ�ƾƳƺƿŹŚĩ�ƾģŹŚƣ�ƽŚƷ��
 

ǀƟƹŵǈĩ�ġŹŚƣƾƳƺƿŹŚĩ�řŹƺƟƺƫŚ  
5'TTGGACGGTCTTGGTCCAGTGT TCTCGACCCCTCCTAAAGAC3'��

5'PACACTCGACCAAGACCGTCCAAgatcatgcttcttcggtgcccattacgaggtgcggatagctaccgcgcagacacgatagtc
taGTCTTTAGGAGGGGTCGAGA3' 

 
�ġŹŚƣƽŻźĮƿ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ  

5'GGACCCGTCTCACGACCGCCCGTGGGATCGCCGTGAGGCGTC3'��
5'PCGGGCGGTCGTGAGACGGGTCCgatcatgcttcttcggtgcccattacgaggtgcggatagctaccgcgcagacacgatagt

ctaGACGCCTCACGGCGATCCCA3' 

��
Ƙţ�Żř�žººěǀººǀƫřƺººţ�ƲƾƸţ�ƶººŝ�ƭřŶººƣř�ƝŶººƷ�ººǀƶ�ƽ�ƶŤƀººŝ�śƹźººě�� �

ŵźĭƿ��ř�Źŵ�Ŷƿ��ƫřƺţ�ƶƬůźƯ�Ʋƾ���ƪưĪƯ��ƶŤºƃŹ��ƽ�����ģ�ŻŚºŝ�ƝŶºƷ�ǀ�ºƴƾ� �
ƶººƤƐƴƯ�Żř�ƹ�Ŷººƃ�řƽţƺŘƬĩƺƳ�šƹŚººƠţ�ƶººĩ�ººǀŶƽ�ººŤůƾŹŵ��ººƿ�Ĩ

ţƺŘƬĩƺƳǀŶ��řŵ�ŵƺūƹ�Ţƃ�ƿ��ƋźƟ�ŢƀĪƃ�Ĩƾ�ř�ƿ�Ư�ŵŚŬƾ��ŵŵźºĭ��ƹ�
��ƢŝŚƐƯ��ƪĪƃ�æ��ƿƫ�ĨǀźĪƴŢŝŚŧ��ŚºƸŤƳř�ƹŵ�ƶŝ�ƽ��È�ƹ��È�ƫřƺºţ�ƾ�

��Ư�ƪƈŤƯ�ƪưĪƯƾ�ŵƺƃ���������ƩŚƈţř�ƪŰƯ�ƶĩ�Ţſř�ƾƫřƺţ�ƽřŹřŵ�źĪƴǀƫ
źưƿřźě����ƽŚºƷRCA1���ƹ�RCA2��ƾºƯ�����ŶºƃŚŝ����ƪĪºƃæ������Żř�žºě

���śƹźºě�ƾůřźƏ�ƪǀưĪţ�����ƩƹŶºūæ���ƾƫřƺºţ����ºŝ�ŚºƷƶ�����ƵŶºƯō�Ţºſŵ
ƶŝ�ƶƬǀſƹ��ƽ�����Ţĩźºƃ�Żř�ƾºĪƿ������ƶºŝ�ƽŚºƷ������ƶºǀƸţ�ƾƗƺƴƈºƯ�šŹƺºƇ� �

Ŷƿŵźĭ���
��
��
��

http://www.ncbi.nlm.nih.gov�
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Ƶżưů�Ʋǀƀů��ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƿ� 

 

ƶƬŬƯ�ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ��ƽÏÍƵŹŚưƃ����ƽÕÍ���ŹƺƿźƸƃ�ƹ�ŵřŵźƯÖÎ��

˿̀

��

��
�ƪƨƃæ��ƵŹŚưƃ�ƶŝ�ƾƳƺƿŹŚƧ�řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈƧ�ƽřźŝ�ƵŶƃ�ƾůřźƏ�śƹźě�Żř�ƦǀţŚưƃ�źƿƺƈţ�ƽ�ŶƧ�.CBS 260.83��

��
��ũřźŴŤºººſř�ƹ�ŢƄºººĩDNA�řźºººŝ�ƽºººſŹźŝ�ƾƴĪţ�ºººǀĨ� 

RCA�řŶŤŝř���ƶƳƺĭ�ƹŵ��ƽ����ƾƳƺƿŹŚºƧ�řŹƺƟƺƫŚǀƟ�ƹŵǈƧ�����ƵŹŚưºƃ�ƶºŝ��ƽ�
ƀººĪƬĩǀƱƺ�CBS 260.83���ƶººŝ�ƽŻźººĮƿ�řŹƺƟƺƫŚººǀƟƹŵǈƧ�ƹ�� �
ƵŹŚưƃ�ƽ�ƀºĪƬĩ�ǀ�ƱƺCBS 114405��ƫ�šŹƺºƇ�ƶºŝ��ºǀźƟƺƿ�Żř�Ƶż
�żººĩźƯCBSƸţ�ººǀƶ�Ź�Żř�žººě�ƿŹƹŚººĪƽººŰƯ�Źŵ�ǀººĩ�ƎƄ�Ţ

Ťěǀ�ººƤƬţ�ťřźŝŻƹźŤƀººĩŵƺŤǀ�ŮžĜººſĩ�Ǝººſƺţ�ººǀŢ ŹŚººŬţƽ� �
Mobio ((Mobio, Carlsbad,CA 92010, USA)�ƬưƗººǀ�šŚ

�ũřźŴŤººººſřDNAƴĪţ�Ǝººººſƺţ�ƹ�ŢººººƟźĭ�ƭŚººººŬƳř�ººººǀ�Ĩ
ƟƹźŤĪĜſřźŤƯƺŤƽ�ƅƺƬų�DNAŻŹř�ƿŝŚƾŶƃ����

ŨĪţººǀ�źDNA�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�PCR�ŨĪţ�Źŵ�ººǀ�źPCR� �
řźě�ƹŵ�Żřƿ�źưITS1�ƹ� ITS4ƇŚƈŤųř�ƢƏŚƴƯƾƟƹŵǈĩ��ºǀ�řŹƺƟƺƫŚ

ŵźĭ�ƵŵŚƠŤºººſřºººƿƩƹŶºººū�ƢŝŚºººƐƯ�ƹ�Ŷ�ç�Ƃƴºººĩřƹ�ƩƺºººƬŰƯ�� �
Śŝ�ç�Ư�ǀƫƹźĪǀ��Żř�źŤDNA��ƮºŬů�Źŵ�ƶƳƺưƳ�êåƯ�ǀƫƹźĪǀ���ƵŵŚºƯō�źºŤ

ŵźĭƿ���ſ�ƢŝŚƐƯ�žĜſ�Ŷǀ�ŚƯŵ�ƪĪƾƿ�ŵƺūƺƯ�����ƩƹŶū�Źŵ�è��řźºƃ�ƿ�Ǝ
ŚƯŵƾƿ�Ƹŝ�ǀ���������Śºſ�ƩŚºƯźţ�ƵŚĮŤºſŵ�Ǝºſƺţ�ƶºƴƿ����ŢųŚºſ�źƬĪActec�� �

�ƩŶƯPC818Ŷƿŵźĭ�řźūř�ƹ�ƽżƿŹ�ƶƯŚƳźŝ����

�ƩƹŶūç��ŵŚƤƯƿřźŝ�ƭŻǇ�źƽƂƴĩřƹ�êåƯ�ǀƫƹźĪǀźŤƽ�PCR��
��

ƶƳƺưƳ��ŵřƺƯ��
ìl�ê��PCR buffer 

ìl�ç�ê��MgCl2��
ìl�æ��Primer ITS1��
ìl�æ��Primer ITS2��
ìl�ç�ê��dNTP Mix��
ìl�æ��Taq Polymerase��
èê��dH2o��
ìl�éí��Total volume 

��

���ƩƺƈŰƯ�ƾſŹźŝ�ƽřźŝPCR�ŹřŶƤƯ�í�ƹźƨǀƯ��źŤǀƫ��šǇƺƈºŰƯ�Żř
PCR����Śŝ�řŹ�ç��ƹźºƨǀƯ���źºŤǀƫ����ƶºƳƺưƳ�źƟŚºŝ������ƍƺºƬŴƯ�ǈƯŚºĩ�ƽŹřŸºĭ� �
Ƶŵźĩ��������ĨƷŚģ�Żř�ĨƿźƷ�ƶŝ�Ţƣŵ�Śŝ�žĜſ�������ƩƺƬŰƯ�Źŵ�ƶĩ�Ʃĥ�ƽŚƷ

TBE�ƶƏƺƛ����Źƹ�ŵƺŝ��Ŷƃ�ƶŤŴƿŹ����������ĨºƷŚģ�Ʋǀºƫƹř�Ţưƀƣ�Ʋƿř�Źŵ
���ƅƺƈŴƯ�řŹźĩŹŚƯ�DNA������ĨºƷŚģ�Ʋƿźųō�ƹ���řŹ�ƽřźºŝ���ƩźºŤƴĩ
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˿́

��Ʈƿŵřŵ�Źřźƣ�ƾƠƴƯ�����������ƪºƇƹ�ơźŝ�ƱŚƿźū�ƖŞƴƯ�ƶŝ�řŹ�ŻŹƺƟźŤĪƫř�ĨƳŚţ
�����ƶƧ�ƾƿŚŬƳō�Żř�ƮƿŵźƧDNA������������ŜºƐƣ�ƝźºƏ�ƶºŝ�ƹ�ŵŹřŵ�ƾºƠƴƯ�ŹŚŝ�

��ƾƯ�Ţĩźů�ŢŞŨƯ�Ŷƴĩ����ƾĪƷŚºģ�ƂŴŝ���������ƾºƠƴƯ�ŜºƐƣ�ƝźºƏ�Źŵ
�Ŷƃ�ƵŵřŵŹřźƣ���Źŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř���ĥŚŤƫƹæåå��������ŢƗŚºſ�Ĩºƿ�šŶºƯ�ƶŝ�

�Ŷƃ�ƭŚŬƳř���Ʃĥ�žĜſ���ƵŚĮŤºſŵ�ƪºųřŵ�Źŵ�ƹ�Ŷƃ�ƶŤƃřŵźŝ�ŜƫŚƣ�Żř��
Gel Documentation�ƶŤƃřŸĭ���žºĪƗ�ƵŚĮŤſŵ�ƮǀƔƴţ�Żř�žě�
����ƵŶƃ�ƶŤƟźĭ�źƔƳ�ŵŹƺƯ�Ʃĥ����ƶºŬǀŤƳ�ƶƬǀſƺƴƿŶŝ��ƽ�ƪºƇŚů���ŻřPCR�

ŢŞŧ�Ŷƃ���
��

ƩƹŶū�è��ƶƯŚƳźŝ�ƽ�ƞƬŤŴƯ�ƪůřźƯ�PCR��
ƪůřźƯ�ƭŚƳ ƪůřźƯ��ƶųźģ�ŵřŶƘţ��ŚƯŵ��ƱŚƯŻ 

Pre Heat��æ��æƪĪǀſ���Csîê çƶƤǀƣŵ���
Denaturation ç��°Cîé éêƶǀƳŚŧ���

Annealing��è��°Cêç��æ�èåƶǀƳŚŧ���
Extension��é��

èêƪĪǀſ���
°Cìç��èåƶǀƳŚŧ���

Final Extension��ê��æƪĪǀſ���°Cìç��ìƶƤǀƣŵ���
��

ŨĪţǀ��źDNA��������ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�RCA�����ƂƴºĩřƹRCA��Źŵ�
�����ºƯ�ƭŚºŬƳř�ƶƬůźƯ�ŹŚƸģƾ�ĭ�ºǀŵź���ƞºƫř����ƶºƬůźƯ��ƽƷ�ǀźŞƿŶƿż�ºƿƲƄ� �

��ř�Źŵ�ƶĩƿ�����Żř�Ţưƀƣ�ƹŵ�ƶƬůźƯ�Ʋƫřƺţƾ�ƶŝ�ƪưĪƯ�DNAƽ�ƝŶƷ�
�Ư�ƪƈŤƯƾ�ŵŵźĭ��ś���ƶºƬůźƯ��ƽ����ř�Źŵ��ƩŚƈºţř��ºƿ����żºƳō�ƶºƬůźƯ�ƲƿƮ�
DNA�ƫ�ǀ������Żř�šŚƠƀƟ�Ţƃřŵźŝ�Śŝ�ŻŚĮŚƸŤƳřƽ��È�����ŚºƸŤƳř�ƶºŝ�řŹ�Ʊō�ƽ�

�È��Ư�ƪƈŤƯ�ƾ�Ŷƴĩ��Źŵ�řƿ���šŹƺƇ�Ʋ�ºƿ��������Śºŝ�ƶŤƀºŝ�śƹźºě�Ĩ�ºƿ�Ĩ
ƫřƺţƾ������ř�ƶƤƬů�ƪĪƃ�ƶŝ�ƝŶƷ�ƪưĪƯ�ƿ�Ư�ŵŚŬƾ�ŵŵźĭ��ę��ƶƬůźƯ��ƽ�
ŨĪţ�ºǀř�Źŵ��ź�ºƿ�Ƴ�ƶºƬůźƯ�Ʋ�ºǀ��Śºŝ�ż��żºƳō�Żř�ƵŵŚƠŤºſřƿ�ƮBst DNA�
Ƭěǀ����řźě�ƩŚƈºţř�Śŝ�Żřźưƿ���źºưRCA1���Śū�ƶºŝ�ƿ������ƹŹ�źºŝ�ŵƺºų�ƵŚºĮƽ�

�ƫƹř�śƹźěǀ�ƶŤƃŹ�Ʋ��ƽ����ŝ�śƹźě�Żř�ƪưĪƯ�ƶ���ºƯ�Ţſŵƾ�ō�ºƿŶ����žĜºſ�
řźěƿ�źººưRCA2Śū�ƶººŝ�ƿƹŹ�źººŝ�ŵƺººų�ƵŚººĮƽƩƺƈººŰƯ��ƪƈººŤƯ�
ƾƯ���ƹ�ŵŵźĭ��ŨĪţ�ƪưƗ�ǀ��żƳō�Ǝſƺţ�źƿƯ�ƶƯřŵř�Ʈƾ�ƿř��ŶŝŚƿƂƴĩřƹ�Ʋ��ŚƷ
ŝƶ��ƫřƺŤƯ�ŹƺƏƾ����řŵř�ƮƷźſ�ŢƄě�ƹ��ě�ƶƯǀ�����Śºţ�Ƶŵźĩ�řŶ�ºƿ��ųŚºſ�Ĩ�ŹŚŤ

���ř�ŶƴƳŚƯ�ƮƬĩ�ƪĭƿ��ŵŚŬ�ŵƺƃ��ũ��ƶƬůźƯ��ƽ���ŻŚºſ�źƷŚƓ�ƽ��źƏ�Żř���ºƿ�Ƣ
ƟřźĭƺţŚƯƹźĩƾ����ſŹźŝ�ƶŝ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Ʃĥƾ�ŶƳŚŝ��ŚƷƽ�ř�ƿ����ƵŶºƃ�ŵŚºŬ

�ƹŹ�źŝƽ���Ư�ƶŤųřŵźě�Ʃĥ�ƾ��������ŶºƳŚŝ�Źƺƌºů�ƶºĩ�ŵƺºƃ��ŚºƷƽ��ƳŚºŝŵźƳ�ƾ�
ƫřƺŤƯƾ�����Ƃƴĩřƹ�źƷ�Źŵ�RCA��řźºŝ�ƽ�ƶºƳƺĭ���ŚºƷƽƟƹŵǈĩ��ºǀ�řŹƺƟƺƫŚ
ŚţǀƿŶ�ŵźĭƿŶ����

��

ŶūƩƹ�é���ƽřźŝ�ƭŻǇ�źƿŵŚƤƯæå�Ƃƴĩřƹ�źŤǀƫƹźĪǀƯ�Ligation��
��

�ŵřƺƯLigation Mix��ƶǀƫƹř�ŢƔƬƛ��ƶƳƺưƳ��
Ligation Buffer(10X)��æë��ìl�æ��

Padlock Probe��æë��ìl�æ��
Ligase��í��ìl�ê�å��

Template��æë��ìl�æ��
dH2O��ƵżǀƳƺƿŵ�śō���æåé ìl�ê�ë��

Total volume ��ìl�æå��
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˿̂

ƩƹŶū�ë��ƶƯŚƳźŝ�ƽƶƬůźƯ�ƾƿŚƯŵ��ƽ�Ligation 

ƪůřźƯ�ƭŚƳ ƪůřźƯ��ƶųźģ�ŵřŶƘţ��ŚƯŵ��ƱŚƯŻ 

Pre Heat��æ��Csîê êƶƤǀƣŵ���
Denaturation ç��°Cîé èåƶǀƳŚŧ���

Ligation��è��
æƪĪǀſ���

°Cëç��éƶƤǀƣŵ���
��

�ƩƹŶūì�ŵŚƤƯ�ƿřźŝ�ƭŻǇ�źƽ�çåƯ�ǀƫƹźĪǀ�Ƃƴĩřƹ�źŤRCA��
ŵřƺƯ��ƶǀƫƹř�ŢƔƬƛ��ƶƳƺưƳ��

Buffer��ìl�éå��ìl�ê�ç��
RCA1 (10 pmol)��ìl�æë��ìl�æ��
RCA2(10 pmol)��ìl�æë��ìl�æ��

dNTP Mix (5mM)��ìl�æë��ìl�æ��
Bst DNA Polymerase��ìl�í��ìl�ê�å��

dH2O��ƵżǀƳƺƿŵ�śō���ìl�æîç��æç��
Total volume ìlæí�ƶƟŚƋř�ƶŝ� ìlç�ƩƺƈŰƯ�Ligation 

��
ƩƹŶū�í��ƶƯŚƳźŝ�ƽƶƬůźƯ�ƾƿŚƯŵ��ƽ�Amplification 

ƪůřźƯ�ƭŚƳ��ƪůřźƯ��ƶųźģ�ŵřŶƘţ���ŚƯŵ��ƱŚƯŻ 

Amplification��æ��Csëê��ëåƶƤǀƣŵ���
Final Extension ç��°Cíê çƶƤǀƣŵ���

Hold��è��
æƪĪǀſ���

°Cé��Hold��
��

����������Śºŝ�ƩŚƈºţř�ƂºŴŝ�ƹŵ�Źŵ�ŹŚĩ�ƽřźūř�ƪůřźƯ����šŚºŞǀĩźţ�ƱŵƹżºƟř� �
�ƩƹŶººū�ƢººŞƏé��ƩƹŶººū�Źŵ�ŵƺººūƺƯ�ƾƿŚººƯŵ�Ǝƿřźººƃ�Źŵ�ë�ƹ� �
�ƶƬůźƯ�žĜſ��ƽ�����������ƩƹřŶºū�Źŵ�ŵƺºūƺƯ�Ǝƿřźºƃ�ƢŞƏ�źǀŨĪţ�ì���ƹ�í�� �

Ǝƿřźººƃ�ƩŚººưƗřƹ�šŚººŞǀĩźţ�ƱŵƹżººƟř�ŚººŝƭŚººŬƳř�ŹƺĩŸººƯ�ƾƿŚººƯŵ�� �
Ŷººƿŵźĭ��ŚººŤƳƿ��ƩƺƈººŰƯ�ŹƺººƟƹźŤĪƫř�Śººŝ�ŪRCAĩźţ�Śººŝ�ººǀ�Ŝ� �

í�ƹźººƨǀƯ��źººŤǀƫ�šǇƺƈººŰƯ�ŻřRCAƹ��ç�ƹźººƨǀƯ�źººŤǀƫ��źƟŚººŝ
ƶƳƺưƳ�ŹřŸĭƽ����źƷ�Źŵ�ƿ��ĨƷŚģ�Żř�Ĩ�ŚƷƽ������ƭŚºŬƳř�ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�Ʃĥ�
ŵźĭƿŶ���

ƿƶŤƟŚ��ŚƷ��
����������ř�ƶºŝ�ƶºūƺţ�Śŝƿ���ƶºƤƐƴƯ�ƶºĪƴ��ƽ��ºƳĥ�ƾ�ITSrDNA�����ƹŵ�źºƷ�Źŵ�� �

���řŹřŵ�ƶƘƫŚƐƯ�ŵŹƺƯ�ġŹŚƣƽ��ƵŻřŶºƳř���ƽ�źƤţ�ƿ�ŚºŞ�ëåå�bp��ºƯ�ƾ��ŶºƃŚŝ��
�Ư�ŹŚƔŤƳřƾ����Ə�Żř�žě�ŢƟŹƾ���ƪůřźƯ�PCR��ŚƸƳ�ƹ�ƿ���źŝ�Śºŝ�ŚŤŹ�ºſƾ��ƹ�

����ƩƺƈºŰƯ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫřPCR�������������ŶºƳŚŝ�ƪºŝŚƤƯ�źĩŹŚºƯ�ƶºŝ�ƶºūƺţ�Śºŝ�
ëååbpƽ���ƞƣƺŤƯ�źĩŹŚƯ�Żř��ŵŵźĭ�����Źŵ�ºſŹźŝƾ��ŚºŤƳ�ƿ��Ū�ƶºŝ����Ţºſŵ
ƵŶƯō��ƶƬůźƯ�Żř���ƽ�PCR�ƶƔůǈƯ���ƽ�ŶƳŚŝ��ŚƷƽ�ëåå�bp��Żř�ƪƇŚů�
ŨĪţǀůŚƳ�źǀƶ�ƽ�ITS���ƶºƳƺĭ�ƹŵ�źºƷ�C. carrioniiƹ�C. yegresii�
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̀˹

Śţ�ŵŹƺººƯººǀƿ�ŢººƟźĭ�Źřźººƣ�Ŷ��Źŵ�řººƿººſŹźŝ�Ʋƾ�ƶººūƺţ�Śººŝ�� �
ƶººŝ�řƿƶººƤƐƴƯ�ƪººĩ�ƶººĪƴ�ƽ� ITS rDNAººƬĜƯōƾ�ŚººƟƽººƯ�ƾ�ŵŵźººĭ��� �

����ŵŹřŶººƳ�ŵƺººūƹ�ƶººƳƺĭ�Ŷººů�Źŵ�ƾººſŹźŝ�ƱŚººĪƯř���ƪĪººƃç��� �

��
��
��
��
��
��
��
��
��

ƪƨƃ�ç��ƶŬǀŤƳ�ƽ�ƂƴƧřƹ�PCRƟƹŵǈĩ�ġŹŚƣ�ƽřźŝ�ǀŹŚĩ�řŹƺƟƺƫŚƿƳƺƾƟƹŵǈĩ�ƹ�ǀƺƟƺƫŚƽŻźĮƿ�řŹ��
��

�ſŹźŝ�Źŵƾ�ŚŤƳ�ƿ�����Ƃƴĩřƹ�Żř�ƪƇŚů�ŪRCA������ƪĪºƃ�ƶºŝ�ƶūƺţ�Śŝ�è�
�ŶƳŚŝ�Źƺƌů�ŚƷƽ�ƳŚŝŵźƳ�ƾ���ŨĪţ�Żř�ƪƇŚů�ǀ�����ƪĭ�ƹ�ƺţ�Źŵ�ƺţ�ź��ºưƬĩƾ�

��ƂƴĩřƹRCA����Ƃƴĩřƹ�ƭŚŬƳř�źŝ�ŢƫǇŵ����ř�ƹ�ŵŹřŵ�ƿ���ţŹƺºƇ�Źŵ�Ʋƾ�
�����ůřźƏ�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ƶĩ�Ţſřƾ�śƹźě��ƇŚƈŤųřƾ������ƈºƠţ�ƶºŝ�ƶºĩ�ǀ�ƪ

���ºƷ�Ŷƃ�ƵŹŚƃřǀ��������ƛ�Śºŝ�ƹ�ƖƏŚºƤŤƯ�Ƃƴºĩřƹ�Ģ�ºǀ��ƇŚƈºŤųř�źƾ���ƢºŞƏ�
ěǀƂ�ŝǀƴƾ���������ƹ�ŢºƟźĮƳ�šŹƺºƇ�ƵŶºƃ�ƭŚºŬƳř���ƶºŝ�����ǈƯŚºĩ�šŹƺºƇ

���Ŷƿŵźĭ�ƭŚŬƳř�źǀŨĪţ�ƾƇŚƈŤųř������ƶºƴǀƸŝ�ŢƸū�ĨǀƴĪţ�Ʋƿř���ƽŻŚºſ
���������ƮƿżºƳō�ƹ�šŚŞǀĩźţ�ƱřżǀƯ�Ƃƴĩřƹ�ƽŚƷŚƯŵ�ƾſŹźŝ�Śŝ�Ƃƴĩřƹ���ƽŚºƷ

ŝƶ�������ƾºŤěř�Ƃƴºĩřƹ�ƽřźºŝ�ƵŶºƃ�ƩŚºưƗř�ƱŚƯŻ�ƹ�ƵŶƃ�Ƶŵźŝ�ŹŚĩ���żƿŚºƯ
Ŷƿŵźĭ����������ƺĭ�Źƺƌů�Źŵ�źǀŨĪţ�ƱŚĪƯř�ƭŶƗ�ƶŝ�ƶūƺţ�ŚŝƶƳ���źĮƿŵ�ƽŚƷ

��Ƃƴĩřƹ��řŹƺƟƺƫŚǀƟƹŵǈĩ�Żř��ƇŚƈŤųř�ǈƯŚĩ�ƾ����ŴƄºţ�ƱŚĪƯř�ƹ�ǀ�Ɔ
Ư�ƮƷřźƟ�řŹ�ƶƳƺĭ�Ŷů�Źŵƾ�ŚưƳƿŶ� 

 

 
ƪƨƃ�è��ƶŬǀŤƳ�ƽ�ƂƴƧřƹ�RCA��M��źĩŹŚƯ�æ��ƟƹŵǈĩǀŹŚĩ�řŹƺƟƺƫŚƿƳƺƾ��ç��ƠƴƯ�ƩźŤƴĩƾ��è�Ɵƹŵǈĩǀ�řŹƺƟƺƫŚƿŻźĮƽ��é��ƠƴƯ�ƩźŤƴĩƾ��
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̀˺

ŦŰŝ��
�����ƱĥƺţŚě�ŚƷƽ�ģŹŚƣ�ƾ���ƳƺºƠƗ�ƪƯřƺƗ�ƾ�ŶƸţ�ƿ�ƵŶºƴƴĩŶ��ƽ��ĭŶºƳŻ�ƾ�

�ŝ�ƽřźŝǀ��ƹ�ƩŚůŶŝ�ƱřŹŚư���ſ�ƆƤƳ�ƽřŹřŵǀ�ř�ƮŤƀƿƴưƾ����ƶĩ�ŶƴŤƀƷ��Źŵ
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Background and Objective: Epidemiological studies indicate that not only the incidence of fungal infections 

is dramatically on the rise, especially in the immunocompromised hosts, but also the sensitivity of etiological 

agents to antifungal drugs shows a remarkable reduction. Therefore, early detection at the species level is 

critically important for proper clinical management. Because standard diagnostic procedures are time 

consuming, expensive, and less sensitive, PCR-based molecular techniques have been developed. In the 

present study, we aim to describe a rapid and sensitive technique based on the rolling circle PCR 

amplification for accurate and fast identification of Cladophialophora carrionii vs. C. yegresii. 

Materials and Methods: Specific padlock probes were designed based on a single nucleotide polymorphism 

(SNP) difference in the internal transcribed spacer (ITS) rDNA region of Cladophialophora strains to 

differentiate between C. carrionii and C. yegresii.  The probe sequences are complementary to the target 

DNA leading to the linker position that after hybridization with the target DNA will be joined together by 

DNA ligase, form a closed molecule and hybridize to the target DNA for replication at single-temperature 

conditions. 

Results: We successfully amplified the target fungi DNA at the species level without any false and negative 

cross reactivity. The RCA product was visualized on 1.5% agarose gel to clarify the specificity of the probe�

DNA template binding. 

Conclusion: These results demonstrate that RCA is a powerful and accurate tool for discrimination and 

identification of pathogenic fungi. 

 

Keywords: Rolling circle amplification, DNA, Cladophialophora carrionii, Cladophialophora yegresii, 
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