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摘暋要暋斯卑尔脱小麦材料 斄旍旚旂旓旍斾含有小麦抗叶锈病基因 暎该基因被定位于小麦棽斄 染色体短臂末端暎
本研究基于小麦与短柄草和水稻基因组良好的共线性关系棳对小麦抗叶锈病基因 进行比较基因组学分析棳
发现该基因所在基因组区域对应于短柄草第 染色体和水稻第棿染色体的直系同源基因组区域棳据此开发出与

连锁的斉斢斣灢斢斣斢标记 暍 棶 暍 和 棳并构建了 的遗传连锁图谱棳
这棿个 斉斢斣灢斢斣斢 标 记 与 共 分 离棳位 于 近 着 丝 粒 侧棳距 离 棻棶椆斻斖暎同 时棳通 过 筛 选

斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸公布的位于 附近的斢斢斠标记棳发现 暍 与 紧密连锁棳均与

共分离暎本研究通过比较基因组学的策略和筛选 斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸公布的斢斢斠标记棳共得到与 紧密连锁的椆
个新的分子标记棳为构建 的高密度精细遗传连锁图谱暍分子标记辅助选择和基因聚合奠定了基础暎
关键词暋小麦叶锈病椈 椈比较基因组学 椈斉斢斣灢斢斣斢椈斢斢斠
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暋暋小麦是世界上 重要的粮食作物之一棳对全球

粮食安全具有举足轻重的作用暎小麦叶锈病是由小

麦叶锈菌棬 棭引起的一种病害棳对
小麦的产量和品质构成重大威胁暎目前防治小麦叶

锈病 经济暍有效和环保的措施是选育抗病品种暎
借助分子标记技术进行分子标记辅助育种棳将多个

抗病基因聚合到同一个体中棳不仅可以加快育种进

程棳也有助于实现对病害的广谱抗性和持久抗性暎
目前棳在小麦抗叶锈病的研究中有关主效基因

的报道较多棳正式命名的有椂棸多个椲棻椵暎然而棳其中

许多基因已经被小麦叶锈菌变异的毒性生理小种克

服棳暟丧失暠了抗性棳在育种上应用价值有限暎因此棳
挖掘新的小麦抗叶锈病基因势在必行暎 近棳新兴

的 分 子 标 记 技 术 如 斢斢斠暍斄斊斕斝 和 斉斢斣灢斢斣斢
棬斉旞旔旘斿旙旙斿斾斢斿旕旛斿旑斻斿斣斸旂灢斢斿旕旛斿旑斻斿斣斸旂旂斿斾斢旈旚斿棭
等为抗叶锈病基因的挖掘和建立与之紧密连锁的分

子标记 提供了 巨大的帮 助暎 暍 暍 暍
暍 暍 暍 暍 和 等大量已定

位的基因均得以成功建立与之紧密连锁的分子标

记椲棻灢棽椵暎斪斸旑旂等椲棽椵利用斢斢斠 将来源于斯卑尔脱小

麦 斄旍旚旂旓旍斾的抗叶锈病基因 定位于小麦染色

体棽斄斢灢棸灡椃椄灢棻灡棸棸区段椲棾椵棳与 暍 暍
和 紧密连锁棳这棿个 斢斢斠 均

定位于 的近着丝粒侧棳与 分别相距

棻棶椄暍棻棶椄暍棾棶椄和 棶椄斻斖暎在此基础上棳本研究利用

比较基因组学策略开发与 紧密连锁的斢斣斢
标记棳同时筛选 斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸棬旇旚旚旔椇曃旝旇斿斸旚棶旔旝棶
旛旙斾斸棶旂旓旜棷斍斍棽棷旈旑斾斿旞棶旙旇旚旐旍棭公布的位于 附

近的斢斢斠标记棳以期构建覆盖 所在基因组区

域的高密度遗传连锁图谱棳为 通过 斖斄斢应

用于生产提供技术支持暎
棻暋材料与方法

棻棶棻暋试验材料

本研 究 利 用 的 材 料 同 斪斸旑旂 等椲棽椵暎由 农 大

棾棾棾椄棷斄旍旚旂旓旍斾经单粒传法构建斊椂 重组自交系棬棻椄棽
个斠斏斕旙棭暎其中农大棾棾棾椄为中国农业大学选育的

小麦品种棳为感叶锈亲本椈斄旍旚旂旓旍斾属于斯卑尔脱小

麦棳为抗叶锈亲本暎用于接种鉴定的叶锈菌生理小

种为 斝斎斣 和 斣斎斣暎本研究的表 型鉴定结 果与

斪斸旑旂等椲棽椵一致椇棻椄棽个 斠斏斕旙中棳椄棾个家系纯合抗

病棳椆棸个家系纯合感病棳椆个家系抗感分离棳在计算

遗传距离时未利用抗感分离家系的信息暎棽个生理

小种的鉴定结果一致暎斪斸旑旂等椲棽椵已证明 斄旍旚旂旓旍斾
对叶锈病的抗性由显性单基因控制棳该基因被命名

为 暎
棻棶棽暋引物来源

为建立与 遗传距离更近的分子标记棳本
研究从棾方面入手椇筛选 斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸棬旇旚旚旔椇曃
旝旇斿斸旚棶旔旝棶旛旙斾斸棶旂旓旜棷斍斍棽棷旈旑斾斿旞棶旙旇旚旐旍棭公布的位

于 所在染色体区段的斢斢斠标记椈利用定位于

所在斺旈旑区段棬棽斄斢灢棸棶椃椄灢棻棶棸棸棭的斉斢斣设计

引物棳然后进行抗感池筛选椈筛选 斍斸斾斸旍斿旚斸等椲棿椵定
位于 所在斺旈旑区段的斉斢斣灢斢斢斠标记暎

在已建立的 斉斢斣灢斢斣斢和 斉斢斣灢斢斢斠 标记基础

上棳采用比较基因组学策略棳开发新的 斉斢斣灢斢斣斢标

记暎首先棳利用与 紧密连锁的 斉斢斣灢斢斣斢或

斉斢斣灢斢斢斠标记所对应的斉斢斣序列来比对水稻和短

柄草的基因组序列棳确立其在水稻和短柄草基因组

中对应的直系同源位点椲灢椂椵暎然后利用相应直系同

源位点附近基因的编码区序列搜索小麦的 斉斢斣数

据库棳获取同 源的小麦 斉斢斣 序列棳设计 斝斆斠 引

物椲椃灢椄椵暎
棻棶棾暋分子标记检测与分析

采用斅斢斄棬斅旛旍旊斿斾斢斿旂旘斿旂斸旚斿斾斄旑斸旍旟旙旈旙棭方法棳
选取椄株纯合抗病和椄株纯合感病单株的斈斘斄棳分
别取等量构建斈斘斄抗病池和斈斘斄感病池棳利用抗

感池和亲本筛选与 连锁的标记暎
斝斆斠反应体积为棻棸毺斕棳含棻棸暳斺旛旀旀斿旘棻毺斕棳棻

旐旐旓旍棷毺斕斖旂斆旍棽棻毺斕棳棽旐旐旓旍棷毺斕斾斘斣斝棻毺斕棳棽棸
旑旂棷毺斕引物 棻毺斕棳棻棶 斦 酶棳去离子水棿毺斕棳
棽棸暙棻棸棸旑旂棷毺斕基因组斈斘斄棽毺斕暎扩增程序为椆棿
曟变性 旐旈旑椈椆棿曟变性棾棸旙棳棸暙椂棸曟棬根据引物

的退火温度棭复性棾棸旙棳椃棽曟延伸棿 旙棳棿棸个循环椈
椃棽曟延伸棻棸旐旈旑暎斝斆斠产物保存于棿曟暎

斝斆斠扩增产物检测采用椄棩非变性聚丙烯酰胺

凝胶棬斄斻旘暶斅旈旙椊棾椆暶棻棭电泳椲椆椵暎银染显色棳统计带

型暎利用 斖斸旔旐斸旊斿旘棾棶棸软件计算分子标记与抗病

基因间的遗传距离棬斕斚斈值取棾棶棸棭椲棻棸椵暎利用 斖斸旔
斈旘斸旝斨棽棶棻软件绘制抗病基因的遗传连锁图谱暎
棽暋结果与分析

棽棶棻暋与 连锁的斢斢斠和斉斢斣灢斢斣斢的筛选

通过抗感池筛选 斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸公布的位于

所在染色体区段的斢斢斠标记棳发现

和 与 在抗感池间表现出多态性暎

棽
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同时利用定位于 所在斺旈旑区段棬棽斄斢灢棸棶椃椄灢
棻棶棸棸棭的 斉斢斣设计引物棳然后利用抗感池对这些引

物进行筛选棳发现 暍 暍
和 表现出多态性棬表棻棭暎此外棳斍斸斾斸旍斿旚斸
等椲棿椵定位于 所在斺旈旑区段的 斉斢斣灢斢斢斠 标记

也表现出多态性暎进一步利用 斄旍旚旂旓旍斾暍
农大棾棾棾椄暍棾个抗病单株和棾个感病单株对这些在

抗感池上有多态性的标记进行检测棳结果表明这些

标记与抗病表现相关联棳 暍 和

的结果如图棻所示暎

表棻暋与抗叶锈病基因 连锁的标记

斣斸斺旍斿棻暋斖斸旘旊斿旘旙旍旈旑旊斿斾旚旓旍斿斸旀旘旛旙旚旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿旂斿旑斿

斉斢斣灢斢斣斢 左引物

斊旓旘旝斸旘斾旔旘旈旐斿旘棬曚灢棾曚棭
右引物

斠斿旜斿旘旙斿旔旘旈旐斿旘棬曚灢棾曚棭
斄斆斍斄斆斄斆斍斆斆斄斣斣斣斆斆斣斄斆斣斄 斍斄斄斆斆斆斣斣斆斆斍斍斍斄斆斣斣斣
斍斣斄斄斄斆斣斍斆斆斍斄斄斣斄斄斆斆斄斣斆 斆斍斄斆斄斆斍斆斆斄斣斣斣斆斆斣斄斆
斆斣斆斍斄斍斣斆斆斆斄斍斄斣斆斍斣斆斣斆 斣斣斍斄斍斆斄斣斆斄斄斣斍斆斄斍斆斄斍
斣斄斄斣斄斍斍斄斆斄斆斆斍斄斍斆斍斄斆斆 斍斆斍斣斆斄斍斆斆斄斍斆斣斄斆斣斆斍
斍斆斣斣斣斣斍斣斍斆斆斄斍斄斣斍斄斣斍斄 斆斄斣斆斆斄斍斄斣斆斆斄斍斍斄斍斆斄斆斣
斄斣斣斍斆斆斄斣斣斄斆斣斣斆斆斣斣斣斍斆 斣斣斄斍斆斍斄斆斆斣斍斣斍斆斣斆斆斣斣

棶 斆斍斣斍斄斣斍斄斣斄斍斍斆斄斍斄斄斄斆 斄斄斍斆斆斄斄斄斆斣斣斆斄斄斣斍斣斣斆

斖棳棻棸棸斺旔斈斘斄旍斸斾斾斿旘椈棻棳斄旍旚旂旓旍斾椈棽棳农大棾棾棾椄椈棾暙 棳纯合抗病单株椈椂暙椄棳纯合感病单株暎
斖棳棻棸棸斺旔斈斘斄旍斸斾斾斿旘椈棻棳斄旍旚旂旓旍斾椈棽棳斘旓旑旂斾斸棾棾棾椄椈棾灢 棳斎旓旐旓旡旟旂旓旛旙旘斿旙旈旙旚斸旑旚旔旍斸旑旚旙椈椂灢椄棳斎旓旐旓旡旟旂旓旛旙旙旛旙斻斿旔旚旈斺旍斿旔旍斸旑旚旙棶

图棻暋与抗叶锈病基因 连锁的分子标记 暍 和 的扩增结果

斊旈旂棶棻暋斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑旔斸旚旚斿旘旑旙旓旀 灢旍旈旑旊斿斾旐斸旘旊斿旘旙 棳 棳斸旑斾

暋暋经过 斠斏斕群体验证棳利用 斖斸旔旐斸旊斿旘棾棶棸软件

计算分 子 标 记 与 抗 病 基 因 间 的 遗 传 距 离棳发 现

和 位于目的基因的近着丝粒

侧棳与 相距棻棶椆斻斖棳这与 斨旓旍旊斿旘等椲棻椵的结果

一 致 棬图 棽棭暎 暍 暍 暍
和 均定位于 的近着丝粒

侧棳其中 与 共分离棳与 相

距棻棶椆斻斖椈 暍 和 共分

离棳与目的基因相距棾棶椃斻斖棬图棽棭暎从图棽可以看

出棳 暍 暍 和 与抗

病基因的相对遗传位置关系与 斪斸旑旂等椲棽椵的结果一致暎
棽棶棽暋 的比较基因组学定位

利 用 与 连 锁 的 斉斢斣灢斢斣斢 标 记

暍 暍 和 所

对应的斉斢斣序列比对短柄草和水稻的基因组序列

棬图棽棭暎其中棳 所对应的 斉斢斣 序列与短

柄草第 染色体上的基因 棶 和水稻

第棿染色体上的基因 存在同源性关

系椈 所对应的 斉斢斣 序列与短柄草第 染

色体上的基因 棶 和水稻第棿染色体

上 的 基 因 存 在 同 源 性 关 系椈
和 所对应的斉斢斣序列可能源

自同一个小麦基因棳均与短柄草第 染色体上的基

因 棶 和水稻第棿染色体上的基因

存 在 同 源 性 关 系暎 此 外棳在

斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸上 棶 与 棶 定

棾
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位于棽斄斢的末端棳其中 棶 所对应的探针

序列与短柄草第 染色体上的基因 棶
和水稻第棿染色体上的基因 存在同

源性关系椈 棶 所对应的斉斢斣序列与短柄

草第 染色体上的基因 棶 存在同源

性关系椲棻棻椵暎
上述结果表明 基因所在小麦棽斄斢末端

区域与短柄草第 染色体及水稻第棿染色体区域存

在同源关系棳并且 基因所在染色体区域与短

柄草中相应染色体区域存在倒位棳而短柄草中相应

染色体区域与水稻中相应染色体区域存在倒位暎据

此棳 在短柄草中所对应的直系同源基因应位

于 棶 的近着丝粒侧棳在水稻中所对应

的直系同源基因应位于 的近端粒侧暎
相继利用 棶 的近着丝粒侧基因

棶 和 棶 分别搜索小麦

的斉斢斣 库棳发现 棶 和

分别与 棶 和 高度同源棳利用

棶 和 的序列设计引物暎经过

斠斏斕群体验证棳发现 棶 和 共

分离棳均位于 的近着丝粒侧棳与其相距棻棶椆
斻斖棬表棻棳图棽棳图棾棭暎

图棽暋抗叶锈病基因 比较基因组学连锁图谱

斊旈旂棶棽暋斆旓旐旔斸旘斸旚旈旜斿旂斿旑旓旐旈斻旙旍旈旑旊斸旂斿旐斸旔旓旀旍斿斸旀旘旛旙旚旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿旂斿旑斿

斖棳棻棸棸斺旔斈斘斄旍斸斾斾斿旘椈棻棳斄旍旚旂旓旍斾椈棽棳农大棾棾棾椄椈棾暙 棳纯合抗病单株椈椂暙椄棳纯合感病单株暎
斖棳棻棸棸斺旔斈斘斄旍斸斾斾斿旘椈棻棳斄旍旚旂旓旍斾椈棽棳斘旓旑旂斾斸棾棾棾椄椈棾灢 棳斎旓旐旓旡旟旂旓旛旙旘斿旙旈旙旚斸旑旚旔旍斸旑旚旙椈椂灢椄棳斎旓旐旓旡旟旂旓旛旙旙旛旙斻斿旔旚旈斺旍斿旔旍斸旑旚旙棶

图棾暋与抗叶锈病基因 连锁的分子标记 和 棶 的扩增结果

斊旈旂棶棾暋斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑旔斸旚旚斿旘旑旙旓旀 灢旍旈旑旊斿斾旐斸旘旊斿旘旙 斸旑斾 棶

棿



暋第棿期 唐华山等椇小麦抗叶锈病基因 的比较基因组学分析

棾暋讨暋论

小麦的近缘属暍种是小麦抗病基因的重要来源棳
对小麦的抗病育种具有重要的意义暎斯卑尔脱小麦

棬斄斄斅斅斈斈棭是普通小麦的近缘种暎目前棳已经定位

的源自斯卑尔脱小麦的抗叶锈病基因有 和
椲棻灢棽椵暎 被定位于 和

的近端粒侧棳与之相距棽棶棸斻斖棳从 的来源和遗

传位置推测棳它很可能与 是同一个基因棳但更

准确的结论还需要进一步进行这棽个基因的等位性

测试椲棻椵暎此外棳与 和 一样棳定位在小麦

棽斄斢染色体上的抗叶锈病基因有 棬 和

棭暍 和 暎其中棳 椲棻棽椵源自偏凸山

羊草棬 斣斸旛旙斻旇棭棳 椲棻棾椵源自黑

麦棬 棭棳与 和 来源不同暎
椲棻棿椵定位于 棬位于基因的近端粒侧棭

与 棬位于基因的近着丝粒侧棭之间棳与其

分别相距棸棶椃和棽棶 斻斖棳与 和 位于不

同的染色体区段暎
斢斢斠由于其具有多态性好暍共显性和便于检测

等诸多优点已被广泛应用于分子遗传学研究椲棻 椵暎
目前棳确认与 连锁的多态性斢斢斠标记已达椂
个暎本研究筛选到 棽 个与 紧密连锁 并与

共 分 离 的 斢斢斠 标 记 和

棳这 与 斨旓旍旊斿旘 等椲棻椵 的 结 果 一 致暎 据

斍旘斸旈旑旂斿旑斿旙棽棶棸 的 定 位 结 果棳 位 于

的近端粒侧棳与其相距棽棶椃斻斖暎在本研

究中 与 未发生遗传交换棳但其

物理位置可能位于 的 近端粒 侧棳距离

更近暎
小 麦 的 基 因 组 庞 大棳为 异 源 六 倍 体

棬斄斄斅斅斈斈棭棳且基因组中含有大量高度重复序列

棬椌椄棸棩棭暎因此棳在小麦中进行精细遗传作图和图

位克隆比较复杂暎由于禾本科作物的基因组间存在

高水平的共线性棬比如小麦和短柄草棭棳利用比较基

因组 学 策 略 对 基 因 进 行 精 细 遗 传 作 图 成 为 可

能椲棻椂灢棻椄椵暎 和 等基因均通过该策略构

建了高密度的分子标记连锁图谱椲棻椆灢棽棸椵暎本研究利用

比较基因组学策略新开发了棿个与 紧密连锁

的 斉斢斣灢斢斣斢 标 记 棬 暍 暍
和 棭暎这也充分证实了比较基

因组学策略在小麦基因的精细作图中具有重要应用

价值暎
本研究共建立与 紧密连锁的椆个分子标

记棬 暍 暍 暍 棶 暍
暍 暍 暍 和

棭棳其 中 棽 个 斢斢斠 标 记 棬 和

棭和 棿 个 斉斢斣灢斢斣斢 标 记 棬 暍
棶 暍 和 棭在本实验中

共分离棳定位于基因的近着丝粒侧棳与 相距

棻棶椆斻斖棳与 斪斸旑旂等椲棽椵和 斨旓旍旊斿旘等椲棻椵建立的与抗叶

锈病 基 因 紧 密 连 锁 的 分 子 标 记 和

棬等棭共 分 离暎这 些 研 究 结 果 对 斖斄斢
棬斖斸旘旊斿旘斄旙旙旈旙旚斿斾斢斿旍斿斻旚旈旓旑棭和抗病基因聚合具有

重要意义暎
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斠斿旔棳棻椆椆棽

椲棻棻椵斊斸旘旈旙斒斈棳斱旇斸旑旂斱 斆棳斊斿旍旍斿旘旙斒斝棳斿旚斸旍棶斖旈斻旘旓灢斻旓旍旈旑斿斸旘旈旚旟
斺斿旚旝斿斿旑旘旈斻斿棳 棳斸旑斾 斸旚旚旇斿
旝旇斿斸旚斾旓旐斿旙旚旈斻斸旚旈旓旑旍旓斻旛旙 椲斒椵棶斊旛旑斻旚斏旑旚斿旂旘斍斿旑旓旐旈斻旙棳棽棸棸椄棳
椄椇棻棿椆灢棻椂棿

椲棻棽椵斅旍斸旙旡斻旡旟旊斕棳斍旓旟斿斸旛斎棳斎旛斸旑旂斬斞棳斿旚斸旍棶斏斾斿旑旚旈旀旟旈旑旂旍斿斸旀旘旛旙旚
旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿旂斿旑斿旙斸旑斾旐斸旔旔旈旑旂旂斿旑斿 旓旑旚旇斿旐旈斻旘旓旙斸旚斿旍旍旈旚斿
旐斸旔旓旀旝旇斿斸旚椲斒椵棶斆斿旍旍斖旓旍斅旈旓棳棽棸棸棿棳椆棬棿斅棭椇椄椂椆灢椃椄

椲棻棾椵斢旓旍旈旐斸旑斄斢棳斎斿旟旑斿斉斍棳斒旓旇旑旙旚旓旑斆 斚棶斍斿旑斿旚旈斻斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀
旍斿斸旀旘旛旙旚旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿旈旑斿旈旂旇旚斾旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旍旜斸旘旈斿旚旈斿旙旓旀旝旇斿斸旚椲斒椵棶
斆旘旓旔斢斻旈棳棻椆椂棿棳棿椇棽棿椂灢棽棿椄

椲棻棿椵斅旘斿旐斿旑旊斸旐旔灢斅斸旘旘斿旚旚斅棳斊斸旘旈旙斒 斈棳斊斿旍旍斿旘旙斒 斝棶斖旓旍斿斻旛旍斸旘
旐斸旔旔旈旑旂旓旀旚旇斿旍斿斸旀旘旛旙旚旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿旂斿旑斿 旈旑旝旇斿斸旚椲斒椵棶
斆旘旓旔斢斻旈棳棽棸棸椄棳棿椄椇棻棻棽棿灢棻棻棽椄

椲棻 椵斎旛斸斪棳斕旈旛斱斒棳斱旇旛斒棳斿旚斸旍棶斏斾斿旑旚旈旀旈斻斸旚旈旓旑斸旑斾旂斿旑斿旚旈斻旐斸旔旔旈旑旂
旓旀 棳斸旑斿旝旘斿斻斿旙旙旈旜斿旝旇斿斸旚旔旓旝斾斿旘旟 旐旈旍斾斿旝旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿
旂斿旑斿 斾斿旘旈旜斿斾 旀旘旓旐 旝旈旍斾 斿旐旐斿旘棬 旜斸旘

棭椲斒椵棶斣旇斿旓旘斄旔旔旍斍斿旑斿旚棳棽棸棸椆棳棻棻椆椇棽棽棾灢棽棾棸

椲棻椂椵斞旈斕斕棳斉斻旇斸旍旈斿旘斅棳斆旇斸旓斢棳斿旚斸旍棶斄斻旇旘旓旐旓旙旓旐斿斺旈旑旐斸旔旓旀
棻椂棳棸棸棸斿旞旔旘斿旙旙斿斾旙斿旕旛斿旑斻斿旚斸旂旍旓斻旈斸旑斾斾旈旙旚旘旈斺旛旚旈旓旑旓旀旂斿旑斿旙
斸旐旓旑旂旚旇斿旚旇旘斿斿旂斿旑旓旐斿旙旓旀旔旓旍旟旔旍旓旈斾 旝旇斿斸旚椲斒椵棶斍斿旑斿旚旈斻旙棳
棽棸棸棿棳棻椂椄椇椃棸棻灢椃棻棽

椲棻椃椵斔旛旐斸旘斢棳斖旓旇斸旑 斄棳斅斸旍旟斸旑 斎 斢棳斿旚斸旍棶斚旘旚旇旓旍旓旂旟斺斿旚旝斿斿旑
旂斿旑旓旐斿旙旓旀 棳旝旇斿斸旚斸旑斾旘旈斻斿椲斒椵棶斅斖斆 斠斿旙
斘旓旚斿旙棳棽棸棸椆棳棽椇椆棾

椲棻椄椵斣旇斿 斏旑旚斿旘旑斸旚旈旓旑斸旍 斏旑旈旚旈斸旚旈旜斿棶 斍斿旑旓旐斿
旙斿旕旛斿旑斻旈旑旂斸旑斾斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀旚旇斿 旐旓斾斿旍旂旘斸旙旙

椲斒椵棶斘斸旚旛旘斿棳棽棸棻棸棳棿椂棾椇椃椂棾灢椃椂椄
椲棻椆椵斞旈旑斅棳斆斸旓斄斱棳斪斸旑旂斎 斮棳斿旚斸旍棶斆旓旍旍旈旑斿斸旘旈旚旟灢斺斸旙斿斾旐斸旘旊斿旘

旐旈旑旈旑旂旀旓旘旚旇斿旀旈旑斿 旐斸旔旔旈旑旂 旓旀 棳斸 旔旓旝斾斿旘旟 旐旈旍斾斿旝
旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿旂斿旑斿旈旑旝旇斿斸旚椲斒椵棶斣旇斿旓旘斄旔旔旍斍斿旑斿旚棳棽棸棻棻棳棻棽棾椇
棽棸椃灢棽棻椄

椲棽棸椵斱旇斸旑旂斎斣棳斍旛斸旑斎 斮棳斕旈斒斣棳斿旚斸旍棶斍斿旑斿旚旈斻斸旑斾斻旓旐旔斸旘斸旚旈旜斿
旂斿旑旓旐旈斻旙旐斸旔旔旈旑旂旘斿旜斿斸旍旙旚旇斸旚斸旔旓旝斾斿旘旟旐旈旍斾斿旝旘斿旙旈旙旚斸旑斻斿
旂斿旑斿 旓旘旈旂旈旑斸旚旈旑旂旀旘旓旐旝旈旍斾斿旐旐斿旘斻旓灢旙斿旂旘斿旂斸旚斿旙旝旈旚旇
斸旑斘斅斢灢斕斠斠斸旑斸旍旓旂旈旑斻旓旐旐旓旑旝旇斿斸旚棬 斕棭
椲斒椵棶斣旇斿旓旘斄旔旔旍斍斿旑斿旚棳棽棸棻棸棳棻棽棻椇棻椂棻棾灢棻椂棽棻
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