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摘要!用末端限制性片段长度多态性"9@KFA8C;K@M9KAL9A78 RKCUF@89;@8U9: N7;<F7KN:AMF$ 2D/=4V#方法对南京市区 & 个不同营养

水平湖泊的沿岸带和敞水带超微真核浮游生物"(‘’ h)‘( #F#遗传多样性进行了研究$目的是了解不同营养水平湖泊超微真

核浮游生物遗传多样性的差异以及影响这种差异的主要因子B2D/=4V结果表明$不同湖泊超微真核浮游生物的 2D/=4V指纹

图谱存在明显差异$沿岸带和敞 水 带 末 端 限 制 性 片 段 2D/=M平 均 值 分 别 为 "%‘E 和 ")‘#$其 中 营 养 水 平 中 等 的 南 湖 沿 岸 带

2D/=M最多"*( 个#$营养水平较低的百家湖敞水带2D/=M最少""( 个#$除琵琶湖和莫愁湖外$沿岸带的超微真核浮游生物遗传

多样性均比敞水带高B聚类分析表明$除百家湖(前湖(南湖外$其他湖泊沿岸带和敞水带的相似度都比较高B超微真核浮游生

物遗传多样性与环境因子的典型对应分析"LC878ALC;L7KK@MN78?@8L@C8C;<MAM$ 663#表 明$叶 绿 素 C浓 度 与 超 微 真 核 浮 游 生 物

群落结构和多样性显著相关"?s(‘((E#B本研究表明$超微 真 核 浮 游 生 物 遗 传 多 样 性 受 湖 泊 营 养 水 平 的 影 响$而 且 在 敞 水 带

和沿岸带存在差异B
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!!超微真核浮游生物"(‘’ h)‘( #F#是地球上最

为丰富的真核生物$它们主要由微型藻类和原生动

物组成$是微食物网的主要成员$在地球化学循环中

起着重要作 用 *" h*+B由 于 缺 乏 明 显 的 形 态 特 征$用

形态学方法 很 难 鉴 定 这 些 生 物 体 *E$ )+B虽 然 高 效 液

相色谱和气 相 色 谱 分 析 能 研 究 生 物 组 成 *%$ $+ $染 料

和"或#脂肪酸分析能得到自养和"或# 异养浮 游 生

物的结构和动力学信息$但不能提供系统发生的信

息 *&+B
基于核糖体小亚基 W,3" 55XKW,3#分析的分

子生物学方法已经成功地用于细菌和古细菌多样性

的研究$现在这些方法也逐渐用于环境中超微真核

浮游生物方面的研究B在过去的几年里关于此类的

研究越来越多$并发现真核超微浮游生物具有高度

多样性B近 年 来$末 端 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 "2D
/=4V#技术由于具有快捷(高分辨率(高通量和不依

赖于培养等优点而被广泛应用于微生物群落结构的
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研究 *#+B目前有人将之用于真核超微型浮游生物的

研究 *&+ $结果表 明 末 端 限 制 性 片 段 "2D/=M# 能 有 效

地表现群落结构$并能结合环境中理化因子和其他

生 物 因 子$ 运 用 典 型 对 应 分 析 " LC878ALC;
L7KK@MN78?@8L@C8C;<MAM$ 663#找出影响超微真核浮

游生物群落结构的主要调控因子B
已有研究表明很多环境因子能影响超微真核浮

游生 物 的 结 构$ 如 营 养 水 平 和 温 度 *&+ ( 底 泥 再 悬

浮 *"(+ (浮游植物 *""+ 和后生浮游动物 *&$ "’+ 等B南京市

区分布着若干个湖泊$这些湖泊由于受人为干扰的

不同$其营养水平存在差异B目前这些湖中超微真核

浮游生物的研究鲜见报道B此外$有关湖泊沿岸带和

敞水带浮游生物多样性差别的研究都集中在大中型

浮游动物 *"*$ "E+ $而超微真核浮游生物的多样性是否

也存在差别尚不清楚B因此$本实验的主要目的是通

过 2D/=4V的方法对南京 & 个湖泊沿岸带和敞水带

真核超微型浮游生物进行研究$探讨不同营养水平

湖泊中超微真核浮游生物的遗传多样性是否存在差

异$如果存在差异$确定产生这种差异的主导环境因

子$同时明确沿岸带和敞水带超微真核浮游生物的

遗传多样性是否存在差异$以期为进一步探讨超微

真核浮游生物在浅水湖泊生态系统中的功能提供参

考B

IJ材料与方法

ILIJ采样点和方法

’((& 年 "" 月分别在南京市花神湖(百家湖(前

湖(琵琶湖(紫霞湖(南湖(莫愁湖和玄武湖采样$这

& 个 湖 的 面 积 分 别 为 (‘()%( "‘%$( (‘(%$( (‘(%(
(‘(E)( (‘(%( (‘*’ 和 E‘$" HF’$湖泊分布如图 "$其

中前湖(琵琶湖和紫霞湖位于紫金山上$玄武湖的采

样点在其东南湖区B浅水湖泊湖区一般分沿岸带和

敞水带$沿岸带指靠近湖岸的浅水区$一般有高等水

生植物分布$而敞水带高等水生植物没有或不能分

布 *")+B考虑到浅 水 湖 泊 由 于 富 营 养 化 的 影 响$有 些

成为藻型湖泊$所以选择的 & 个湖敞水带的点位于

湖"区#中心$而沿岸带的点分为!%有水草分布的$
在水草区采’&无水草分布的$在离岸 ’( F以内的

范围采B& 个湖 中$花 神 湖 的 沿 岸 带 密 布 水 草$百 家

湖(前湖(琵琶湖和玄武湖沿岸带水草零星分布$其

它湖泊无水草分布B
样品 常 规 理 化 和 生 物 指 标 按 照 标 准 方 法 测

定 *"%+B超 微 真 核 浮 游 生 物 样 品 取 表 层 和 底 层 ’((
F4的混合湖水$先用孔径为 ) #F的聚碳酸酯膜预

过滤$以去除一些大型浮游生物$然后抽滤到孔径为

(‘’ #F的聚碳酸酯膜上$在提取基因组 W,3前$滤

膜保存在 g&(u超低温冰箱中B

图 IJ南京八湖分布

=AUB"!+AU:9;CH@MA8 ,C8GA8U

ILK!环境基因组提取

参考文献*"$+$结合化学裂解和物理破碎的方

法提取基因组$并作适当修改B配制 ’ k核酸裂解液

*"(( FF7;O42KAM" N\&‘(#$E( FF7;O4+W23$"((
FF7;O4,C6;$"m M7?A>F ?7?@L<;M>;RC9@+ " 现 配 现

用#$置于 $(u预热B将聚集有样品的 (‘’ #F聚碳

酸酯膜 剪 碎 放 入 已 加 有 (‘) U玻 璃 珠 "直 径 为 (‘)
FF$TA75N@L产品#的离心管$再加 入 已 预 热 的 核 酸

裂解液 " F4$在 1A8ADT@C?DT@C9@K"TA75N@LNK7?>L9$
X53#上振荡 "( M$频 率 为’ )(( KOFA8’然 后 $(u水

浴 ) FA8$涡旋 " FA8$此 步 骤 重 复 ’ 次$接 着 冰 浴 )
FA8$加入 "E( #4) F7;O4,C6;到 终 浓 度 (‘$ F7;O
4$"’$ #4"(m的 623T到终浓度 "m$充分混匀后

$(u水浴 ") FA8’用等体积的酚z氯仿z异戊醇"’)z
’Ez"$体积比$下同# 和 氯 仿z异 戊 醇"’Ez"# 依 次 抽

提 " 次’ 取 上 清 用 等 体 积 的 冰 冷 的 异 丙 醇 沉 淀

W,3$ g’(u (‘) : 后 "*$"(( KOFA8 离心 "( FA8$弃

上清’用冰冷的 $(m酒精 )(( #4洗涤 " 次$"* "((
KOFA8 离 心 "( FA8$弃 上 清’风 干 后 加 入 )( #42+
")( FF7;O42KAMD\6;N\&‘($"( FF7;O4+W23N\
&‘(#溶解$ g’(u保存备用B
ILMJ2D/=4V

V6/扩 增!用 真 核 生 物 的 通 用 引 物$上 游 引 物

为 +>H;3$)r末 端 标 记 了 %D羧 基 二 乙 酸 荧 光 素 " %D
=31#!)rD62ZZ22Z32662Z663ZD*r$ 下 游 引 物 为

+>H)"%K!)rD3663Z3622Z666266D*r$片 断 长 度 约

E#’"
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)%( QNB)( #4的 反 应 体 系$ 其 组 分 为! ??\’0

*$‘)#4$"( kV6/Q>RR@K"不 含 1U’ a# ) #4$’)FF7;
1U6"’ 溶液 * #4$"( FF7;?,2V" #4$"( NF7;的上

下游引物各 " #4$(‘) #4’H#@酶") XO#4#$模板 "
h"( 8UB运行条件为!#Eu$预变性 "*( M$然后 *) 个

循环的 #Eu$变 性 *( M$)%u复 性 *( M$$’u延 伸

"*( M$最后 $’u"( FA8B取 ) #4V6/产物用 "m的

琼脂糖电泳检测B
V6/产 物 用 绿 豆 酶 处 理 "VK7F@UCNK7?>L9#$在

*(u下消化 *) FA8B然后用 +B[B,B3B21W,3纯化试

剂盒纯化"0F@UCNK7?>L9#B纯化产物取 * #4用 "m
的琼 脂 糖 电 泳 检 测$ 再 经 限 制 性 内 切 酶 9(?.
"2ĈC/CNK7?>L9#*$u酶切 * :$随后即可上样至6+e
&&(("T@LHFC8L7>;9@K$ X53#进行 2D/=4V的分析B末

端限制性片段"2D/=M#可用 6+e系统软件进行分析B
ILN!统计分析

从 2D/=4V的结果中得到超微真核浮游生物群

落组成$再采用多元变量统计分析环境因子与超微

真核浮游生物群落组成变化的相关性$分析软件采

用 63,060E‘) *"&+B将 2D/=4V的 结 果 转 化 为 (O"
矩阵’环境因 子 包 括 温 度 "2@FN#(总 磷 "2V#(总 氮

"2,#(叶绿素 C"6:;C#(总 悬 浮 质 "255#(透 明 度

"5W#’ 生 物 因 子 包 括 轮 虫 " K79AR@KC#( 枝 角 类

" L;C?7L@KC#( 桡 足 类 " L7N@N7?C# 和 浮 游 植 物

" N:<97N;C8H978 # 密 度 以 及 浮 游 动 物 总 生 物 量

"d77N;C8H978 QA7FCMM#$由于紫霞湖中的总氮和总磷

浓度存在比例失衡$故在做多元统计分析时将总氮

的浓度去除B

KJ结果与分析

KLI!湖泊理化特性及生物因子

不同湖泊的理化及生物因子明显不同$每个湖

泊沿岸带和敞水带之间也略有变化"表 "#B营养水

平差异显著$按照总磷和叶绿素 C浓度进行比较$营

养水平较低的是花神湖(百家湖(前湖和紫霞湖$营

养水平中等的是琵琶湖(南湖和玄武湖$营养水平最

高的是莫愁湖B不同湖泊总磷和叶绿素 C浓度呈正

相关关 系 "’s(‘&#$?p(‘((( "#B浮 游 动 物 总 生 物

量在琵琶湖敞水带最高"$ %$(‘" #U.4g" #$而花神

湖沿岸带最低""#‘" #U.4g" #B浮游植物密度在莫

愁湖沿岸带最高""‘) k"(&L@;;M.4g" #$而紫霞湖敞

水带最低"*‘" k"(EL@;;M.4g"#B

表 IJP 个湖泊沿岸带和敞水带的理化及生物指标

2CQ;@"!V:<MAL7L:@FALC;C8? QA7;7UALC;L:CKCL9@KAM9ALMA8 9:@N@;CUALC8? ;A997KC;d78@M7R@AU:9;CH@M

地点 类型
2V

OFU.4g"
2,

OFU.4g"
6:;#

O#U.4g"
255

OFU.4g"
5W
OF

轮虫密度

OA8?B.4g"
枝角类密度

OA8?B.4g"
桡足类密度

OA8?B.4g"
浮游植物密度

OL@;;M.4g"
浮游动物总生

物量O#U.4g"

花神湖
沿岸带 (‘(*( (‘%( ’‘& (‘) (‘#( ’( (‘’ "‘$ E‘( k"(E "#‘"

敞水带 (‘(*( (‘)’ ’‘# "‘) (‘#( $"( ’"‘) **‘$ $‘( k"(E $’#‘’

百家湖
沿岸带 (‘()& "‘E& )‘$ *‘( (‘$( "&( ’‘) E‘$ "‘’ k"() ")#‘)

敞水带 (‘()E "‘EE E‘* E‘) (‘$( ’&( )‘) "E‘& "‘* k"() ’$E‘E

前湖!
沿岸带 (‘()E (‘&’ E‘) *‘( "‘"( *( ( (‘% )‘$ k"($ "#‘%

敞水带 (‘($$ (‘#% E‘$ "(‘( (‘&( ’(( "‘( (‘% "‘E k"(% "*(

琵琶湖
沿岸带 (‘"E$ "‘") ’#‘" ""‘) (‘E( %#( *’%‘E ")‘E *‘) k"(% * )&’‘"

敞水带 (‘"E* "‘)# ’&‘" "%‘( (‘E( ’ %)( %*" E&‘( ’‘% k"($ $ %$(‘"

紫霞湖
沿岸带 (‘("" *‘’" "‘" &‘) (‘%( *( E‘) (‘% $‘* k"(E )#‘$

敞水带 (‘("# *‘*’ "‘# %‘( "‘"( )) "(‘’ (‘’ *‘" k"(E "’%‘’

莫愁湖
沿岸带 (‘*%( "‘$% E%‘’ ""‘( (‘’) *)( ’‘* %‘$ "‘) k"(& ’*"‘)

敞水带 (‘E(% "‘#% *#‘) ""‘) (‘’$ )’( ’‘" $‘( E‘% k"(% ’’%‘(

南湖!
沿岸带 (‘"*# "‘&& ’$‘’ ""‘( (‘’’ ’( $‘( *‘E "‘" k"($ #(‘%

敞水带 (‘"*) "‘&% ’#‘) #‘( (‘’( "$( ’‘& (‘# )‘$ k"(% &$‘)

玄武湖
沿岸带 (‘""% ’‘E$ ’’‘E ’)‘) (‘"# ’E) $‘( E‘( %‘* k"(% ’(#‘E

敞水带 (‘""% ’‘"& ’E‘" ’"‘( (‘"# ’#) ( "*‘( $‘# k"(% "#"‘(

KLK!W,3提取和 V6/扩增的结果

参考文献*"$+提取基因组总 W,3的方法并经

过改进最终得到了较纯较完整的基因组 W,3B用于

2D/=4V分析的 "&5 KW,3可 变 区 片 断 的 V6/扩 增

获得了满意的结果$效率高$特异性好$能用于进一

步的分析B

KLM!2D/=4V指纹图谱分析

2D/=4V的 指 纹 图 谱 经 6+e系 统 软 件 可 读 出$
该软 件 能 输 出 片 段 大 小(峰 面 积(峰 高 等 一 系 列

2D/=M的 相 关 数 据$一 般 一 个 2D/=代 表 一 个 物 种B
为减小误差$ p"(( QN 和 l)%( QN 的 2D/=M均舍弃$
经过处理后得到各片段大小的 2D/=M及其所占面积

)#’"



环!!境!!科!!学 *" 卷

百分比"图 ’#$通过 L;>M9@K分析比较样品间的相似

度及距离"图 *#B从图 ’ 可以看出$处于营养水平中

等的南湖沿 岸 带 和 营 养 水 平 较 高 的 莫 愁 湖 敞 水 带

2D/=M最多$分别 有 *( 和 ’$ 个$则 代 表 有 *( 和 ’$
个左右优势物种’处于营养水平较低的百家湖敞水

带 2D/=M最少$只有 "( 个$则代表有 "( 个左右优势

物种B一些 2D/=M在大多数湖泊中均有出现$如 "(&

QN 在花神湖(百 家 湖(紫 霞 湖(莫 愁 湖(南 湖 和 玄 武

湖均存在’而 一 些 2D/=M则 是 少 数 湖 泊 独 有 的$如

E#% QN 仅在琵琶湖和南湖存在B除琵琶湖和莫愁湖

外$沿岸带的物种均比敞水带丰富B聚类分析表明$
除百家湖(前湖(南湖外$其他湖泊沿岸带和敞水带

的相似度都比较高"图 *#B
KLN!统计分析

"$’!花神湖沿岸带和敞水带’*$E!百家湖沿岸带和敞水带’)$%!前湖沿岸带和敞水带’

$$&!琵琶湖沿岸带和敞水带’#$"(!紫霞湖沿岸带和敞水带’""$"’!莫愁湖沿岸带和敞水带’

"*$"E!南湖沿岸带和敞水带’")$"%!玄武湖沿岸带和敞水带$下同

图 KJ不同湖泊敞水带和沿岸带末端限制性片段相对比例

=AUB’!/@;C9AS@KC9A77R2D/=MA8 9:@N@;CUALC8? ;A997KC;d78@M7R@AU:9;CH@M

图 MJ样品的聚类分析

=AUB*!6;>M9@KC8C;<MAM7RMCFN;@M

!!用 63,060E‘) 软 件 分 析 环 境 因 子 与 超 微 真

核浮游生物群落组成变化的相关性 *"&+B趋势对应分

析" ?@9K@8?@? L7KK@MN78?@8L@C8C;<MAM$ W63# 的结 果

显示$样品矩阵第一轴的 梯 度 长 度 为 ’‘### " l’#$
因此本研究假定物种与环境间具有非线性的相关关

系$选择典型对应分析"663#来计算环境因子与真

核超微型浮游生物群落组成变化的相关性B用于统

计分析的所有因子即为表 " 中所列$所有数据均经

过 ;U"Fa"# 转 换 *"#+B通 过 软 件 中 的 进 一 步 选 择 手

段和蒙特卡罗筛选检验"E## 个非限制性筛选循环#
发现真核超微型浮游生物的组成和叶绿素 C浓度极

显著相关"?s(‘((E# "图 E#$与 枝 角 类 密 度 也 有

一定的相关性"?s(‘($#B第一轴和第二轴的特征

值 分 别 是 (‘*"’ 和 (‘’’#$ 这 ’ 个 轴 共 解 释 了

E’‘)m超微真核浮游生物的组成变化B第 一 轴 与 叶

绿素 C浓度 相 关 系 数 较 高 "’sg(‘%)’ &#$而 第 二

轴与枝角类密度(浮游动物总生物量相关系数较高

"’为(‘$$" (和(‘%E% *#B

%#’"



) 期 赵璧影等!南京 & 个湖泊超微真核浮游生物遗传多样性的研究

图 NJ真核超微型浮游生物群落与其影响因子的 --<分析

=AUBE!67KK@MN78?@8L@LC878ALC;C8C;<MAM"663# QAN;79MM:7P@?

SCKACQ;@L7FN7MA9A78M7R9:@@>HCK<79ALNAL7N;C8H978 L7FF>8A9<

A8 K@;C9A78 979:@AFN7K9C89@8SAK78F@89C;RCL97KM

A8 9:@@AU:9;CH@MA8 ,C8GA8U

MJ讨论

2D/=4V是近年来 分 子 微 生 物 生 态 研 究 运 用 较

为广泛的一种方法$此方法的优点是能够迅速产生

大量重复(精确的数据$且数据的输出形式允许对大

量信息的快速分析$由于片段分析软件已经预装于

W,3测序仪中$这些软件能够自动将电泳结果数字

化并以表格方式输出$用于标准统计分析$避免了将

指纹图谱再数字化的程序’根据 2D/=M的长度与现

有数据库进行对比$有可能直接鉴定群落图谱中的

单个物种 *’(+B缺 点 与 最 终 的 限 制 性 酶 切 进 程 有 关

联$如不完全 的 消 化 或 需 要 额 外 的 纯 化 步 骤 *’"+B运

用 2D/=4V方 法 基 本 可 了 解 环 境 中 的 主 要 生 物 组

成$其中一个 2D/=带代表一个可操作分类单位B
本研究结果表明叶绿素 C浓度是 & 个湖泊超微

真核浮游生物组成的重要影响因子$不同营养水平

的湖 泊 呈 现 出 不 同 的 遗 传 多 样 性BZC@?H@等 *’’+ (
4@RKC8L等 *’*+ 和 4@N~K@等 *&+ 研究发现不同湖泊微型

真核浮 游 生 物 的 群 落 组 成 与 营 养 水 平 密 切 相 关$
6:@8 等 *’E+ 发现太湖不同湖区微型真核浮游生物的

遗传多样性与总磷浓度显著相关B本研究中叶绿素

C浓度与 总 磷 浓 度 呈 显 著 正 相 关 "?p(‘((( "#$叶

绿素 C浓度能 够 反 映 湖 泊 营 养 水 平 的 高 低$因 此 &
个湖的超微真核浮游生物群落结构与营养水平密切

相关B其中营养水平中等的湖泊"如南湖#其敞水带

的多样性明显高于营养水平相对低或高的湖泊$这

与文献*’*+的结果一致B
后生浮游动物的捕食对微食物网的结构能产生

重要的影响 *’)$ ’%+B本研究表明枝角类密度和超微真

核浮游生物的结构变化也有一定的相关性B已有研

究表明$大型枝角类溞 L#?E.)# 能影响整个 微 食 物

网$从纤毛虫到大型的细菌和 超 微 型 藻 类 *’$ h’#+B本

研究的湖泊中枝角类主要以小型种类为主$如象鼻

溞(基合溞(秀体溞和盘肠溞等$而优势种为象鼻溞

和基合溞BT>K8M等 **(+ 曾 报 道 小 型 枝 角 类 网 纹 溞 对

微型生物的控制作用比较弱$本研究则表明小型枝

角类象鼻溞和基合溞可能会控制超微真核浮游生物

的群落结构B
湖泊沿岸带和敞水带由于存在生境的差异而造

成生物组成不同B有关湖泊沿岸带和敞水带浮游生

物差别的研究都集中在大中型浮游动物$如轮虫(枝

角类和桡足类等$而且沿岸带的种类要比敞水带的

多$无论沿岸带是否有水草 *"*$ "E+ $就种类而言$无论

是沿岸带或 敞 水 带$与 湖 泊 的 面 积 均 没 有 关 系 *"*+B
本研究的湖泊中$只有花神湖的沿岸带密布水草$除

琵琶湖和莫愁湖外$沿岸带超微浮游生物的遗传多

样性均比敞水带多$由于本研究只是一次采样的结

果$因此超微浮游生物的物种数是否是沿岸带比敞

水带多$还需要进一步地分析B

NJ结论

南京市区的 & 个湖泊营养水平不同$可相对分

为低(中(高 * 种营养水平$营养水平不同的湖泊中

超微真核浮 游 生 物 遗 传 多 样 性 及 群 落 组 成 差 异 显

著$其中中营养水平湖泊中超微真核浮游生物的遗

传多样性最高B除琵琶湖和莫愁湖外$沿岸带超微真

核浮游生物的遗传多样性普遍高于敞水带B统计分

析发现叶绿素 C浓度与超微真核浮游生物群落结构

和多样性显著相关$说明超微真核浮游生物的遗传

多样性与湖泊营养水平密切相关B
致谢!感谢张镇(王媛媛和龚伊在采样和实验过

程中给予的支持和帮助B
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*’%+! Ĉ9KA8 2$ XKM>;CZB/@U>;C9A78 7RN;C8H978ALLA;AC9@?<8CFALM

C8? R>8L9A78C;L7FN7MA9A78 ?>KA8UMNKA8UA8 4CH@678M9C8L@*]+B

3b>C91ALK7Q +L7;$ ’(($$ NT! &$D"((B

*’$+!]nKU@8M B̂.FNCL97RL#?E.)# 78 N;C8H978ALFALK7QAC;R77?

P@QM)CK@SA@P*]+B1CK1ALK7Q =77? c@QM$ "##E$ P! ’#)D

*’EB

*’&+!]nKU@8M̂ $ ]@NN@M@8 +B2:@AFNCL97RF@9Cd77N;C8H978 78 9:@

M9K>L9>K@7R9:@FALK7QAC;R77? P@Q A8 CM:C;;7P$ :<N@K9K7N:AL

;CH@*]+B]V;C8H978 /@M$ ’((($ KK! "(E$D"($(B

*’#+!/79::C>N9̂ 0$ Zn?@\B.8R;>@8L@7RF@9Cd7C8 d77N;C8H978 78

9:@FALK7QAC;L7FF>8A9<Q@R7K@C8? CR9@K9:@78M@97R9:@MNKA8U

L;@CKDPC9@K!N:CM@A8 4CH@678M9C8L@"T7?@8M@@# *]+B3KL:

\<?K7QA7;T@A: +KU@Q8 4AF87;$ "##%$ NP! ’"D*(B

**(+!T>K8M6 c$ 5L:C;;@8Q@KU 1B .FNCL9M 7R 8>9KA@89M C8?

d77N;C8H978 78 9:@FALK7QAC;R77? P@Q 7RC8 >;9KCD7;AU79K7N:AL

;CH@*]+B]V;C8H978 /@M$ "##&$ KS! ")("D")’)B

&#’"




