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摘要>对能加速岩溶作用的碳酸酐酶8&%=的来源及分布进行了研究D测定了采自中国西南 "个不同岩溶地区生态系统土壤样

品中的&%活性3结果表明在表层土壤中都能检测到&%活性3且&%活性在不同岩溶生态系统土壤之间存在明显差异3其中植

被覆盖率低的六盘水米苏嘎的土壤 &%活性最低3而植被种类丰富且生长较好的重庆金佛山和马山弄拉等地土壤 &%活性较

高D同一类型岩溶生态系统不同岩溶地形的土壤 &%活性亦存在差异3植物根际附近土壤 &%活性较高3而且土壤 &%活性呈

现明显的垂直分布和季节变化3表明植物根系及土壤微生物是土壤 &%的主要来源D同时还筛选了能产 &%的细菌3并测定了

细胞内和细胞外 &%活性3结果表明土壤细菌的细胞内和细胞外 &%活性在具有不同植被状况的弄拉和试验场两种不同岩溶

生态系统间具有明显差异D这些都暗示着土壤及其细菌&%活性与赋予不同地形和植被特征的岩溶生态系统的特性高度相关D
关键词>岩溶生态系统;碳酸酐酶;岩溶地形;植被
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根据国际地质对比计划 UW1:Efc项目的研究/生物及其特种酶在岩溶动力系统的运行中具有十分重要的作用gHhi表层带

岩溶系统的发育演进为石质岩溶j生物岩溶j土壤岩溶j生态系统岩溶/这种演进以生物量增长及土壤形成为纽带/最终成为

以生物活动和土壤媒体过程为主导的岩溶生态系统g>hi可见/生物岩溶在岩溶作用中的重要性i对岩溶作用中生物作用的研究

也引起了越来越多的关注gEkRhi
目前为止/在生物岩溶领域中对生物酶的研究还很少i碳酸酐酶d3.’C%*)3.*"5+’.,#/简称 12e是一种含 l*的金属酶/广

泛分布于动植物和原核生物中gMh/可以迅速催化 1N>和 m1NnE 之间的相互转化反应dm>No1N>pm1NnEomoegfhi12不仅对

于许多真核生物的生理过程如光合作用q呼吸作用q1N>和离子运输q钙化作用和酸碱平衡等是必需的/而且对于许多原核生物

的生理代谢具有重要意义gGhi最近有研究gch表明 12对碳酸盐岩的溶解亦具有催化作用/分别在石灰岩和白云岩的溶解实验中

加入 12/结果发现/对于石灰岩/其溶解速率在高 1N>分压时可增加 H<倍/而对于白云岩/其溶解速率增加主要在低 1N>分压

时/可达 E倍左右i然而这些实验仅仅是在室内模拟进行的/所用的 12为牛 12/难以说明自然的岩溶生态环境下生物 12对

岩溶动力系统的驱动作用及其过程机理i为了弄清楚生物 12对岩溶作用的贡献/有必要研究自然的岩溶生态环境d包括土壤

和水体e及其生物中 12的分布及其活性gH<hi本研究采集了西南不同岩溶生态系统的土壤样品/分析比较土壤及其细菌碳酸酐

酶的活性/其结果可为进一步研究生物 12在自然界碳酸盐岩风化作用中的作用提供科学依据i

r 材料与方法

rFr 研究地点与土壤样品的采集

选 取中国西南 P个不同类型的岩溶地区‘dHe重庆金佛山ad>e贵州六盘水米苏嘎adEe广西马山县弄拉adPe广西桂林丫吉

村岩溶试验场i这 P个点代表了不同的地球化学背景及岩溶发育和植被发育状况i金佛山地处亚热带湿润气候区/相对高度达

HE<<kHR<<0/植物种类及植被群落类型多i受岩性和垂直气候的影响/金佛山的岩溶生态系统明显分成两大类型‘山体下部为

亚热带岩溶生态系统/由寒武纪q奥陶纪的石灰岩q白云岩构成岩溶发育的物质基础/平均气温 HMFMs/降雨量 H>GMFR00a山体

上部为温带岩溶生态系统/由二叠纪石灰岩构成岩溶发育的物质基础/平均气温 GFRs/降雨量 HPEPFR00/集中分布在 PkH<
月份i贵州六盘水米苏嘎的岩溶地貌为典型的峰丛洼地/岩石类型为三叠纪纯石灰岩/石漠化为其突出的生态特征/植被覆盖率

cEPE期 李 为等‘不同岩溶生态系统土壤及其细菌碳酸酐酶的活性分析及生态意义
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仅为 !"#主要为草本和小灌木#土壤覆盖率不足 $%"#岩石裸露率在 &’"以上(广西马山县弄拉位于南方亚热带地区#年平均

降雨量 $&’’))#年平均气温 $*+!,-#!%"的降雨量集中在 ,.$’月份#海拔高度为 ,%’.%’’)(弄拉的岩溶地貌是典型的峰

丛洼地#地层为泥盆纪东岗岭组中段#以含泥硅质的白云岩为主#具有丰富的植物群落(桂林丫吉村岩溶试验场也是位于南方亚

热 带 地 区#岩 溶 地 貌 亦 是 典 型 的 峰 丛 洼 地#地 层 为 泥 盆 纪 融 县 组 灰 岩#植 被 以 灌 木 为 主#最 高 海 拔 为 /%’)#年 平 均 降 雨 量 为

$*$%)#年平均温度为 $!+!-#有 &’+01"的降雨量分配在 ,.!月份(
土壤样品于 1’’$年 &月2夏季3和 *月2秋季341’’1年 0月2春季3和 &月2夏季3分别采于上述地点#采样点的基本情况和

土壤的基本化学性质见表 $(采样方法5在每个样地中随机设置 0个样点2即 0个重复3#对于金佛山和米苏嘎两个岩溶区的样

地#采集 ’.1’6)深度的土样#对于弄拉和试验场两个岩溶区的样地#分别在每个样点采集 ’.1’6)41’.,’6)和 ,’./’6)
深度的土样#将同一样地 0个重复样点的土样按相同层次等比例混匀#将混合样保鲜带回室内进行分析(

表 7 采样点的基本情况及表层土壤的基本化学性质

89:;<7 8=<>?@ABCB?@D?ED9FG;<G;?CD9@AD?F<>=<FB>9;GH?G<HCB<D?EDIHE9><D?B;D
样地编号

JKLMNLO
样地描述

JKLMPQR6STUMTLV

植物种类

JKWVMRUQ6TQR

有机质2XYZX3
[SXWVT6)WMMQS

全氮2XYZX3
\LMWKN

]YN
ŴMTL

U_
2_1[3

金佛山2$3

‘ab$c 卧龙潭树林213 常绿阔叶林21$3 &/+’! ,+$$ $’+&0 /+/1
‘ab1c 亚高山草甸203 金山小茨竹2113 &&+10 %+’, !+!* %+*0

‘ab0c
生 态 石 林#岩 石 上 千 年 红 豆 杉 树 下 根

际腐殖土2,3
千年红豆杉2103 $01+*/ /+$, $1+%/ /+&0

‘ab,c 生态石林#出露岩石旁边2%3 杜鹃21,3#巴东栎21%3 &,+!’ 0+!’ $$+,1 /+1/
‘ab%c 银杉林2/3 银杉21/3 !0+0! %+!! !+10 /+1!
米苏嘎2&3

dJb$c 小山包山顶岩石旁2!3 草本#小灌木21&3 $1+$! ’+*% &+,, &+’%
dJb1c 小山包半山腰#岩石上沟槽土2*3 草本#小灌木 $$+*/ $+’’ /+*, &+1$
弄拉2$’3

Nd$c 上弄拉森林2$$3 石岩枫21!3# 竹21*3 &%+00 ,+$’ $’+// /+&1
Nd1c 兰电堂鸡蛋堡森林边缘2$13 常绿阔叶#肾蕨20’3 &$+0$ 0+&% $$+’0 /+%,
Nd0c 鸡蛋堡山腰灌丛2$03 黄荆20$3#肾蕨 &,+!, 0+,/ $1+%% &+’1
Nd,c 鸡蛋堡山坡#一棵任木树下2$,3 任木2013#肾蕨 !!+$! ,+$/ $1+0’ &+’’
Nd%c 鸡蛋堡山坡#一棵苦丁茶树下2$%3 苦丁茶2003#肾蕨 !$+/% ,+’& $$+/0 /+%’
试验场2$/3

e‘$c $号洼地#灌丛2$&3 老虎刺20,3#构树20%3 /0+/% 0+%! $’+0$ /+0!
e‘1c $号洼地坡地2$!3 黄荆# 木20/3 ,%+,& 1+$% $1+1& /+%%
e‘0c 垭口2$*3 黄荆 /$+,/ 0+’1 $$+!’ /+’’
e‘,c 1%号泉松树林21’3 松树20&3 0/+$$ 1+$’ *+*& /+0%

2$3‘TVfg)LgVMWTVh213iLKLVXMWVjLLPRh203bgkWKUTVQ)QWPLjh2,3l6LKLXT6WKRMLVQfLSQRM#mg)gRRLTKLfSmTnLRUmQSQLfMmLgRWVPopQWSo

LKPqrsLVMmQSL6Zh2%3l6LKLXT6WKRMLVQfLSQRM#kQRTPQMmQkWSQSL6Zh2/3tuvwuxuuyzxy{|w}}}ufLSQRMh2&3~TRgXWh2!3!QRTPQMmQkWSQSL6ZLf

mTKKMLUh2*3~LgVMWTVRTPQLfmTKK#RLTKLfXSLL"QLVMmQSL6Zh2$’3NLVXKWh2$$3bmWVXVLVXKWfLSQRMh2$13\mQQPXQLf‘TPWVkWLfLSQRMWM

dWVPTWVMWVXh2$03!gRm6KgRMQS#‘TPWVkWLmTKKRTPQh2$,3#VPQSWMSQQLf$r%&u&%’&z%&’tw(%#‘TPWVkWLmTKKRTPQh2$%3#VPQSWMSQQLf)}r*

+(,&%z-wu#‘TPWVkWLmTKKRTPQh2$/3.WSRMl/UQST)QVMWKbTMQh2$&30LKTVQNLO$#kgRm6KgRMQSh2$!3bKLUQLf0LKTVQNLO$h2$*3JgQSMLh21’3

1&%rjLLPR#bUSTVXLfNLO1%h21$3l"QSXSQQVkSLWPKQWfh21132u’u%(3&zr%uh2103MmLgRWVPopQWSoLKPqrsh21,34w{,{,r%,y{%’&5’&&h21%3

6(ry-(’r%z}&u%uh21/3tuvwuxuuyzxy{|w}}}uh21&3_QSkWXQ#gVPQSRmSgkh21!37Oyr|u%,(’h21*38u53(’u3}(5ru%uh20’39r|wy{}r|&’

u(y&-(}uvuh20$3:&vr*%rz(%,{h2013$r%&u&%’&z%&’tw(%h2003)}r*;(,&%z-wuh20,31vry{}{3&(5|(%-vuv(5h20%38y{(’’{%rv&u|u|xy&<ryuh

20/3={y{|rvu}(5-w&%r%’&’h20&31&%r

7+> 土壤样品基本理化性质分析

参照?土壤农业化学分析方法@A$$B#土壤含水量采用烘干法#U_值采用酸度计法#有机质含量采用重铬酸钾氧化法#全氮含

量采用半微量凯氏定氮法(

7+C 土壤碳酸酐酶活性分析

将每个新鲜土壤样本准确称取 0份#每份 1+’X#分别加入 $’)K41’))LKYd的巴比妥缓冲液2U_!+03#混匀后在 &’’’SY)TV
下离心 $’)TV#取上清液测定 ]D活性(]D活性按 !SLjVQKK等A$1B的方法略作改进后测定(该测定是在一个 1-的冷冻反应室

中#通过测定在含有 ’+%)K煮沸或未煮沸土壤提取液的测定液中注入 ,+%)K冰冷的 ][1饱和水后 U_下降的速度差异来进行

的(酶活单位数由公式 EF$’2G’YGrH$3求得#G’为加入煮沸土壤提取液测得的 U_变化所需时间#Gr为加入未煮沸土壤提

’,, 生 态 学 报 1,卷
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取液测得的 !"变化所需时间#$%活性以每克干重土壤含有的酶活单位数&’()*表示#所得数据为 +份样品测量的平均值#

,-. 土壤细菌碳酸酐酶活性分析

,-.-, 土壤优势细菌的分离 土壤细菌的分离参照/土壤微生物研究法012+3进行4采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基#根据菌落形

态和细胞形态挑出优势细菌到斜面上培养4然后置于 56冰箱保存4以测定 $%活性#

,-.-7 产碳酸酐酶细菌的筛选 将适量土壤稀释液涂布于含有 89)(:碳酸钙;2<=>?(:@ABC5的牛肉膏蛋白胨琼脂平板上4
将平板置于 +5D+E6培养 F5G4挑出长好的菌落并采用划线法进行纯化4然后测定每个纯细菌培养物的 $%活性4从而获得能

产 $%的细菌#

,-.-H 碳酸酐酶活性测定 纯细菌培养物在 I999J!=下冷冻离心 I=KA4取上清液测定细胞外$%活性#将收集的菌体用蒸馏

水充分洗涤 F次4称取 9-FD9-8)鲜重菌体置于预冷的研钵中4用 E=?;299==>?(:LJKMN"FBC5缓冲液&!"O-+*研磨4将研磨

液在 E999J(=KA下离心 I=KA4取上清液测定细胞内 $%活性#$%活性测定方法同 2-+#蛋白测定参照 :>PJQ等1253的方法#$%
活性以每 =)蛋白含有的酶活单位数&’(=)*表示#所得数据为 +次测量的平均值#

7 结果与分析

7-, 不同地球化学背景和不同植被类型对土壤碳酸酐酶分布及活性的影响

图 2 F992年夏季&E月份*各样地土壤&9DF9R=*碳酸酐酶活性

SK)T2 $%URVKWKVQ>XMYJXURZM>K?MXJ>=[KXXZJZAV!?>VMKAMY==ZJ

&\Y?Q*KAF992

由 图 2;图 F可 以 看 出4在 不 同 岩 溶 生 态 系 统 的 表 层 土 壤

&9DF9R=*中均检测到不同程度的 $%活性4$%活性的差异与

不同岩溶生态系统的地球化学背景和植被类型不同有关#总体

比 较 而 言4米 苏 嘎 的 表 层 土 壤 $%活 性 最 低4弄 拉 的 表 层 土 壤

$%活性平均比试验场高&图 2*4而试验场的表层土壤 $%活 性

平均略低于金佛山&图 F*4其中弄拉的 ]:5̂ 和 ]:Î 采样点

以 及 金 佛 山 的 \SB+̂ 采 样 点 的 表 层 土 壤 $%活 性 较 其 它 采 样

点的高4可能与这几处采样点位于乔木植物根际环境有关#此外

在砂页岩对照区土壤样品&_\5̂ *中也检测到了 $%活性4说明

$%广泛存在于自然界的土壤中#

7-7 两种类型岩溶生态系统土壤碳酸酐酶的垂直分布

从图 +可以看出4弄拉各样地土壤 $%活性具有明显一致的

垂 直 变 化 规 律4随 土 壤 深 度 的 加 深4酶 活 性 逐 渐 降 低4但 不 同 样

地 $%活性降低的幅度有差异4其中兰电堂森林边缘土壤 $%活

性 随 土 壤 深 度 降 低 幅 度 最 大4表 层 土 壤 $%活 性 是 底 层 土 壤 的

图 F F992年秋季&‘月份*各样地土壤&9DF9R=*碳酸酐酶活性

SK)TF $%URVKWKVQ>XMYJXURZM>K?MXJ>=[KXXZJZAV!?>VMKAUYVY=A

&BZ!VT*KAF992

5-F倍#试验场各样地土壤 $%活性的垂直变化模式不太一致4

2号洼地土壤 $%活性是表层最大4中层最小a坡地和松林土壤

$%活性都表现为底层最大4表层次之4中层最小a而垭口土壤

$%活性则表现为中层最大4底层次之4表层最小#

7-H 不同季节对岩溶生态系统土壤碳酸酐酶分布及活性影响

比较岩溶试 验 场 春;夏;秋 季 各 样 地 土 壤 $%活 性 可 知&图

5*4岩溶生态系统土壤$%活性的季节变化规律是明显的4洼地;
坡 地 和 垭 口 土 壤 $%活 性 的 一 般 变 化 规 律 是 春 季 上 升4夏 季 或

秋季达到最高4洼地和垭口土壤 $%活性是秋季比夏季高4而坡

地 土 壤 $%活 性 是 夏 季 最 高4秋 季 略 有 下 降4其 中 坡 地 土 壤 $%
活性变化幅度较小4洼地土壤 $%活性变化幅度较大#

7-. 不 同 岩 溶 生 态 系 统 土 壤 细 菌 细 胞 内 或 细 胞 外 $%活 性 的

比较

对采自弄拉和试验场的土壤样品进行了产 $%细菌的筛选4在筛选获得的 ++株菌株中4有 +F株4也就是说4几乎所有的菌

株 都能检测到细胞内或细胞外$%活性#从]:Î &弄拉*土壤样品中分离到的菌株 ]:$U89F4具有最高的细胞内$%活性4达

2+-IFF’(=)蛋白a从_\2̂ &试验场*土壤样品中分离到的菌株b:$U29F4具有最高的细胞外$%活性4达 2-228’(=)蛋白#

$%活性测定结果的部分数据见表 F#此外4对来自这两个不同类型岩溶地区的优势细菌的 $%活性也进行了检测4结果&表 F*
表明大多数的优势细菌都具有细胞内或细胞外 $%活性#总体比较后明显可知4含有碳酸钙的特殊平板上可以筛选到较高 $%

255+期 李 为等c不同岩溶生态系统土壤及其细菌碳酸酐酶的活性分析及生态意义
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活性的菌株!而且细胞内 "#活性明显高于细胞外 "#活性$另一方面!从不同的岩溶生态系统土壤中分离获得的菌株的细胞

内或细胞外 "#活性存在明显差异!比较而言!从弄拉土壤样品中分离到的菌株表现出较强的细胞内 "#活性!而从试验场分

离到的菌株则表现出较强的细胞外 "#活性$

图 % &’’&年夏季()月份*弄拉与试验场各样地不同深度土壤碳酸

酐酶活性

+,-.% "#/01,2,13456,557879167:1;<4,=<584> 6,5578791:=41<,9

?49-=//961;77@:78,>791/=<,17,9<A>>78(BA=3*,9&’’&

图 C 岩溶试验场土壤 "#活性的季节变化

+,-.C D7/<49/=0;/9-7< ,9 <4,="# /01,2,13 ,9 1;7 E/8<1

F@:78,>791/=D,17
表 G 不同岩溶生态系统土壤细菌碳酸酐酶活性比较

HIJKLG MNOPIQRSNTNUVIQJNTRVITWXYQISLIVZR[RZXIONT\SNRK

JIVZLQRIUQNOYRUULQLTZ]IQSZIQLIS
菌株编号

D18/,9?4̂

细胞内 "#活性(_‘>-*
a918/07==A=/8"#/01,2,13

细胞外 "#活性(_‘>-*
F@18/07==A=/8"#/01,2,13

弄拉 ?49-=/
?b"/c’c ĉd’e’̂&& ’̂cCe’̂’c
?b"/c’& ĉd’e’̂&’ f
?b"/%’c d̂cge’̂Cc f
?b"/%’& ĉ)he’̂&h ’̂&’e’̂’c
?b"/d’c c&̂Cge’̂h% f
?b"/d’& c%̂h&e’̂h’ ’̂&%e’̂’&
?b%’c f f
?bh’% ’̂)&e’̂’h f
?bd’C ĥc&e’̂%& f
?b&’& ĉc’e’̂c’ ’̂&’e’̂’&
?bC’% ĉ’ie’̂c’ ’̂cde’̂’&
试验场 j;77@:78,>791/=<,17
kb"/c’c ĥdce’̂%% ’̂&ce’̂’%
kb"/c’& Ĉdie’̂&’ ĉc&e’̂&
kb"/&’c %̂iCe’̂%& f
kb"/&’& f ’̂cie’̂’c
kb"/%’c f f
kb"/%’& ’̂ghe’̂’C ’̂’ie’̂’c
kbc’C ĉ%de’̂&’ f
kb&’C ’̂)ge’̂’h ’̂’de’̂’c
kb%’& f ’̂h)e’̂’&
kb%’% ĝ)%e’̂&d f
kbC’C &̂Che’̂%C f

l "#活性未检出 m79417<1;/1"#/01,2,13,<A967170176

n 讨论

(c*以往在土壤酶的研究中尚缺乏有关 "#的研究报 道$
本研究表明在不同岩溶生态系统的表层土壤中都能检测到不

同程度的 "#活性!在非碳酸盐岩的砂页岩对照区土壤中也检

测 到 了 "#活 性!这 说 明 广 泛 存 在 于 动 植 物 和 原 核 生 物 中 的

"#可以通过生物的腐烂或分泌!存在于生物所处的周围环境

例如土壤中$由于 "#具有高效快速催化 "o&和 p"ol% 之间

相互转化反应的功能q)r!因而可能对周围的环境产生影响!如

对大气 "o&沉降s碳酸盐岩的溶解等产生影响!这需要进行进

一步深入的研究$

(&*土壤有机质是土壤酶活动的良好基质!有利于促进土

壤各类酶的活动qchr$本文研究结果表明 "#活性在不同岩溶

生 态 系 统 土 壤 之 间 存 在 明 显 差 异!植 被 覆 盖 率 低 的 六 盘 水 米

苏嘎的土壤"#活性最低!而植被种类丰富且生长较好的重庆

金佛山和马山弄拉等地土壤 "#活性较高!而且同一类型岩溶

生态系统不同岩溶地形的土壤"#活性亦存在差异$造成以上

差 异 的 原 因 主 要 是 不 同 岩 溶 生 态 系 统 的 地 球 化 学 背 景s岩 溶

发 育 状 况s植 被 状 况s水 热 条 件 以 及 人 类 活 动 情 况 不 同!因 此

土壤的有机质含量和理化性质存在差异!这说明土壤 "#活性

与 岩 溶 生 态 系 统 的 地 球 化 学 背 景s岩 溶 地 形 和 植 被 类 型 及 生

长状况高度相关$此外!植物根际附近土壤"#活性较高!而且

土壤 "#活性随季节的明显变化与岩溶生态系统土壤微生物

数 量 的 季 节 变 化 基 本 一 致!这 说 明 了 植 物 根 系 及 土 壤 微 生 物

是土壤 "#的主要来源!然而何者占主导地位s何者在碳酸盐

岩风化中起主导作用等问题有待深入研究$

(%*虽然以往的研究报告使人以为 "#在细菌界和古细菌界不是普遍存在的!但是最近的研究表明 "#不仅更广泛地存在

于原核生物中!而且分布在代谢更多样化的物种中qdr$本研究给上述论点提供了进一步的证据$实验结果表明 "#活性可以在

来源于两种类型岩溶地区土壤样品的大多数细菌菌株中检测到$土壤细菌的细胞内和细胞外 "#活性在弄拉和试验场两种不

同类型岩溶生态系统间具有明显差异!具有较高细胞内 "#活性的菌株是从具有良好植被的弄拉的土壤样品中分离筛选获得!
而具有较高细胞外 "#活性的菌株是从试验场 c号洼地采集的土壤样品中分离筛选获得!这些都暗示着两种类型岩溶生态系

&CC 生 态 学 报 &C卷
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统土壤细菌的!"活性与赋予不同地球化学背景#岩溶地形和植被特征的岩溶生态系统的特性相关$进一步的研究将深入探讨

岩溶环境因子对土壤细菌 !"活性表达的影响及其在岩溶动力系统中的作用$

%&’&(&)*&+,

-./ 012345678239:!;"<=23>?@83AB?CD!EFGHIJKL?>A83!B8326MN2J@AEJK>?@@?@23<AB?!2JOK3!P>Q?@;RSTUVWXYWZWXT[\U

]\X̂\YYV̂\X_YWZWXT6‘aaa6bcd.e,fHgh.;

-‘/ E23D56!2K7i;N2J@A8j8>2A8K383?I8k2J@AlK3?,AB??2JAB@1Jj2>??>K@P@A?mIJK>?@@?@A2k839@K8Q2@2m?<81mnn>2@?KjAB?02L8

N2J@AopI?J8m?3Aq8A?6D18Q83;r[VsWZWX̂t[û\̂t[6.HHH6vwdfe,‘xGg‘Hy;

-F/ !2K7i6012345;z?Q2A8K3@B8IO?A{??3{2A?J|BKQ<839Kj>2JOK32A?JK>k23<@2p8>KQK1@2Q92?6Q8>B?323<mK@@23<8A@?>KQK98>2Q

@8938j8>23>?;_YWt}̂~̂t[6.HHH6bwdFe,‘fxg‘hy;

-f/ !239"56!2K7i23<i12397";4?=?QKIm?3AKjO8Kk2J@Am8>JKmKJIBKQK98?@83#K399239J?@?J=?6D1239p86!B832;r[VsWZWX̂t[

û\̂t[6.HHy6v$d.g‘e,yfgyF;

-h/ :2mOK#;%B??pI?J8m?3A2Q?p2m832A8K3Kjm8>JKO82QKJ8983>KJJK@8K3299J?@@8=8APKjk2J@A@K8Q@;&t’[r[VsWZWX̂t[6.HHx6(),‘y.g‘Gh;

-y/ qm8ABNq672k1Ol8>k!6!B8AA2m%q6Y’[Z;!2JOK38>23BP<J2@?8@2323>8?3A?3lPm?{8<?@IJ?2<83IJKk2JPKA?@;*VWt;+[’Z;&t[U;

ut̂;,u&6.HHH6-.,.h.xfg.h.xH;

-G/ %J8II/!6qm8ABN23<"?JJP7D;!2JOK38>23BP<J2@?,3?{83@89BA@jKJ2323>8?3A?3lPm?;0}Y1W2V\[ZW34̂WZWX̂t[Zr}Y~̂s’VT6‘aa.6

bc.,fxy.hgfxy.x;

-x/ qm8ABNq23<"?JJP7D;EJKk2JPKA8>>2JOK38>23BP<J2@?;5]6u6 t̂VW7̂WZWXT8Y9̂Y:s6‘aaa6b;,FFhgFyy;

-H/ #81:i23<4J?POJK<A!;48@@KQ1A8K3k83?A8>@Kj>2Q>81m>2JOK32A?m83?J2Q@83i‘<|!<‘@KQ1A8K3@83A1JO1Q?3AjQK{,AB?JKQ?KjAB?

<8jj1@8K3OK13<2JPQ2P?J23<AB?@QK{J?2>A8K3i‘<=!<‘>i==i!<?F;_YWt}̂~rWs~Wt}̂~&t’[6.HHG6.v,‘xGHg‘xxH;

-.a/ #81:i;%B?JKQ?Kj>2JOK38>23BP<J2@?2@232>A8=2AKJ83>2JOK32A?JK>k<8@@KQ1A8K323<8A@@8938j8>23>?832AmK@IB?J8>!<‘IJ?>8I8A2A8K3;

&t’[_YWst̂Y\’̂[û\̂t[6‘aa.6bbdhe,fGGgfxa;

-../ #1zN;&\[ZT’̂t6Y’}WUsW3uŴZ&XV̂t2Z’2V[Zr}Y~̂s’VT;/?8L839,!B832"9J8>1QA1J2Qq>8?3>?23<%?>B3KQK9PEJ?@@6‘aaa;.‘g.fH;

-.‘/ /JK{3?QQE"6/8?Q89#@ 23<DJKj!E#;C3>J?2@?<>2JOK38>23BP<J2@?2>A8=8AP83Q?2=?@Kj@K<81m|<?j8>8?3A!fIQ23A@;&2s’V[Ẑ[\
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