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摘要>磷脂脂肪酸7h*Z%=被认为是有效指示活体土壤微生物群落结构变化的标记物之一3该方法已在土壤微生物的研究中被

大量应用B采用特制容器3模拟尿素肥斑在土壤中的扩散行为3观察距尿素肥斑不同距离微域中养分形态和浓度变化及其对土

壤微生物群落结构的影响B试验结果表明3培养 ?[后3.02?7距肥斑 ?4C=和 .0297距肥斑 94C=微域的 .kl"m.)n!m.)n6 浓度

最高3.)n! 是尿素扩散区域的主要离子存在形态B对提取到的 !:种 h*Z%进行主成分分析7h&%=3发现 h*Z%组成随不同微

域 养分浓度变化而变化3说明微生物群落结构发生了改变B就标记性 h*Z%而言3尿素扩散导致真菌 h*Z%在高浓度养分微域

浓 度增加3细菌 h*Z%浓度下降3其中3.02?微域的真菌 h*Z%#9o!pq3<和 h*Z%#9o#p<浓度分别比对照7.02!$微域=增

加 #?6r和 "?8!rB然而3放线菌 h*Z%#$sY#9o$浓度变化不大B
关键词>微生物群落结构;磷脂脂肪酸;尿素;养分转化
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由于自然和人为因素的影响B土壤中很多养分是以e斑状2?1!&"4f或e脉状2?.6+#4f形式存在的B通称e营养斑fgOB3hi施肥B尤

其是穴施或条施B是典型的人为因素促成营养斑i在营养斑内B土壤理化性质H微生物群落结构和活性H养分形态转化和有效性H
肥料环境行为H植物根系的生长发育等都可能发生变化gKhi大量研究已证实了营养斑内根系生长发育受到的影响gGBWhB但对营养

斑内其它变化了解和研究都还很少i
土壤微生物群落是土壤生物区系中最重要的功能组分i土壤微生物不仅在环境中能量流动H养分转化及有效性和元素循环

方面有着不可替代的作用B而且土壤微生物本身还是土壤养分重要的e源f和e汇fB支撑着土壤肥力B在土壤资源的可持续利用

中起着重要作用gRhi但土壤微生物对环境变化的敏感性也决定了其可能是首先受到环境变化影响的群体B从而使与土壤微生物

相关的一系列过程受到影响i尿素扩散引起的土壤环境变化对微生物群落结构有何影响B无疑关系到局部的养分转化H肥料利

用及其环境效应等B因此B开展该方面研究对了解营养斑内更多变化有重要意义i
磷 脂脂肪酸289:;4方法是近年来比较流行的一种微生物群落结构测定方法gChB该法以 89:;是微生物细胞膜的重要组

成成分B不同类群微生物 89:;组成不同为基础B通过部分可作为标记性的 89:;含量变化来指示活体土壤微生物群落结构

的变化i如89:;%OGPUH1OWPU可作为革兰氏阳性细菌的标记性磷脂脂肪酸g@hM89:;&0OSPUH&0OCPU可作为革兰氏阴性细

菌的标记性磷脂脂肪酸g@hM真菌的标记性 89:;是 O@P3QRBSHO@POQSgShM放线菌标记性 89:;是 OUX#O@PUgOUhi
本试验采用特制容器B通过尿素的立体扩散B以 89:;方法研究尿素扩散对微生物群落结构的影响i为了便于取样B把肥

料的立体扩散简化为垂直扩散B以层施代替穴施B尽量减小因土壤本身是不均质体造成的肥料扩散误差i

j 材料和方法

jkj 供试土壤

供 试 土 壤 为 潮 土B取 自 中 国 科 学 院 禹 城 实 验 站2山 东 禹 城4B土 壤 基 本 理 化 性 质 如 下a?ECkSUB有 机 质 OkO3TB全 DUk@S

7lN7B全8UkRC7lN7B全m3UkW7lN7B速效8Kk3$7lN7B速效mOGG$7lN7i风干后过 3$$筛B使用前把土壤水分含量调至田间

持水量的 RUTi

jkn 肥料

所用肥料为尿素B使用前经研钵磨成粉末状i肥料用量为常规田间施肥量2GUUN7l"$34的 OU倍i增大施肥量是为了增加扩

散土柱直径B以取得足够供分析的土样量和减少因土壤不均质性造成的肥料扩散误差i

jko 实验容器

实验容器如图 OB由 ;和 p两部分组成B;容器直径为 OOkW&$B高 G&$B无盖无底B一端缚有 GU目尼龙网ip容器直径为

O3&$B高 3U&$B带底B内有一不锈钢网围成的圈2圈高 3U&$B直径 OU&$B网孔径 O&$4B由于网孔较大B并不会使圈内外土容重产

生差异B使用不锈钢圈的目的是取样时除掉边际效应i具体操作为a把不锈钢网圈置于 p容器的中间B均匀填入调过水分的土

壤2容重约为 OkO7l&$K4B整平 p容器上土表面M把 ;容器放于 p上2缚尼龙网的一端与土面相接4B使两者充分接触B再把尿素

粉末均匀撒入;底端的尼龙网上B覆盖 3UU7土i最后B为防止;Hp容器接口处的土壤水分蒸发影响尿素的溶解和扩散B在接口

处套上保鲜膜筒B并在保鲜膜筒内填入同样湿度的土壤i

jkq 取样

试验在恒温室中进行B共培养 GS,B每隔 C,取样 O次B每次 K个重复i取样时B拿掉 ;容器B轻轻扫去 p上表面的浮土B在不

锈 钢 网 圈 内 以 O&$为 单 位 逐 层 取 土B每 层 为 一 个 微 域B即 UrO&$为 D(kO微 域BOr3&$为 D(k3微 域B依 次 类 推B直 至 OSr

3U&$2D(k3U微域4i
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图 ! 实验装置示意图
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789 样品分析

78987 :;"<的测定 :;"<分析方法参考 "./5,)$+=.-等>!!?@
即 称 A8BB$湿 土 于 CDB*4三 角 瓶 中E加 CD*4脂 类 提 取 液

F氯仿G甲 醇G柠 檬 酸 缓 冲 液H!GCGB8IE体 积 分 数 比 例JE室

温下振荡提取 C(ECDBB.K*#3离心 DLM*#3@取上清液E再加 D*4
氯 仿 和 D*4柠 檬 酸 缓 冲 液E摇 匀 过 夜 分 离@转 移 氯 仿 相 至 新 试

管ENC干 燥 至 !*4E过 硅 胶 柱FOBB*$E!BBLCBB目E!BBP活 化

!(EJ@依次用 D*4三氯甲烷E!B*4丙酮ED*4甲醇洗涤柱子@收集

甲醇洗涤液ENC干燥@用 !*4甲醇Q甲苯溶液F!G!E体积分数比

例J溶解吹干的脂类物质E加入 !*4B8C*/4K;RSTEUMP水浴加

热 !D*#3@再 依 次 加 入 C*4正 己 烷VB8U*4!*/4K;醋 酸 和 C*4
水@取上层含脂肪酸甲酯F"<WXJ的正己烷溶液ENC干燥@最后

用 !*4氯仿Q正己烷F!GAE体积分数比例E含内标物 !YGBJ溶解

干 燥的脂肪酸甲酯E进行 Z[QW&测试@Z[QW&条件\T:OIYBK

W&]DYMUET:QD毛细管柱F2()364*),(645#4#’/3)EOB*^B8UC**^B8CD_*"#4*‘(#’a3)55JE不分流进样@进样口温度 CUBPb
检 测器温度 CMBP@升温程序 DBPE持续 !*#3E以 UBPK*#3增加至 !IBPE保持 C*#3E再以 OPK*#3增加至 CCBPE持续 C*#3E以

!DPK*#3升至 CABPE保持 !*#3E再以 !DPK*#3升至 COBPE保持 !C*#3@T)气作载气E流量为 B8I*4K*#3@:;"<的定性根据

质谱标准图谱和已有的相关报道E以 :;"<!YGB做内标物进行定量计算@
脂肪酸命名 以总碳数G双键数和双键距离末端甲基FcJ的位置命名@如 :;"<!OG!cME表示距末端第 M位碳上有 !个

双键的 !O碳脂肪酸@+和 #分别表示反异构F+3,)#5/J和异构F#5/Jbd.表示没确定支链位置b!B*)表示甲基团在距分子末端第

!B个碳原子上b’6指环丙烷脂肪酸@
表 7 培养 ef后不同土壤微域的 ghijVgklmVgkln 浓度变化

opqrs7 tuvwsvxypxzuv{u|ghijVgklmVgkln zvx}sfz||sysvx{uzr

~zwyu!uvs{p|xsyefw"rx"ys
土壤微域

&/#4*#’./#/3)
NTiA
F*$Ka$J

NSlC
F*$Ka$J

NSlU
F*$Ka$J

N/8! !DD+ CU8D+ DY+
N/8C !DA+ CM8U+ DU+
N/8U !OA+ UB8D+ OB+
N/8A !OD+ DO8Md DM+
N/8D !IMd CAD’ YUd
N/8O C!I’ YOO- !IY’
N/8M CCC’ !MDD) U!D-
N/8I CIM- !MDU) UDO)
N/8Y !UY+ U!O0 !AC0
N/8!B IM) CC8Y+ OA+
N/8CB CM0 I8CD$ O!+

$ 表 中 数 据 为 U次 重 复 的 平 均 值 ‘()-+,+#3,(),+d4)

.)2.)5)3,)-*)+35/0,(.)).)24#’+,)5b同列中不同字母表示在微域间

在 %&B8BD水 平 上 差 异 显 著 ]#00).)3,4),,).5#3+’/4_*3#3-#’+,)-

5#$3#0#’+3,-#00).)3’)+*/3$5/#4*#’./#/3)5+,%&B8BDd6<NS’<

7898m NTiAVNSlC 和 NSlU 的 测 定 !B$鲜 样 于 CDB*4三 角

瓶 中E加 DB*4C*/4K;R[4溶 液E振 荡 !(E过 滤E取 滤 液 分 别

用靛酚蓝比色法>!C?VAQ氨基苯磺酰胺和 NQF!Q萘基JQ乙二胺二

盐酸盐分光光度法>!U?测铵态氮V亚硝态氮含量b硝态氮的测定

用差值紫外分光法FCCB3*和 CMD3*JE具体参见葛灿等>!A?@

78( 数据统计分析

用 &:&&!B8B软 件 包 进 行 主 成 分 分 析F:[<J和 <NS’<
分析@

m 结果与分析

培养 M-后E发现尿素扩散基本在 !L!B’*范围内E所以E
也 仅 观 察 了 这 些 土 壤 微 域 的 微 生 物 群 落 结 构 变 化E选 择 尿 素

没有扩散到的 N/8CB微域是为了起对照作用@

m87 尿素肥斑扩散过程中的氮素形态转化

与 对 照FN/8CB微 域J相 比E!L!B’* 范 围 内 的 NTiAV

NSlCVNSlU 浓度不同程度的有所增加E但它们在 !LA’*不同

微 域间基本没有显著差异F%&B8BDJE而在 DLY’*不同微域

间浓度差异较为显著F)&B8BDJF表 !J@三者的浓度都在N/8M
和 N/8I’*微域达到最大@相比较而言ENSlC 浓度变化最为显

著E分别为对照FN/8CB微域J的几倍到几百倍E这表明在特殊环境中ENSlC 在土壤中是大量存在的@尽管NSlCVNSlU比NTiA 的

移动性强E但在没有外加水分的条件下E它们扩散距离没有表现出差异F表 !J@

m8m 距尿素肥斑不同距离的土壤微域中 :;"<浓度变化

培 养扩散 M-后E所有土样中均检测到 CD种单体磷脂脂 肪 酸E包 括 支 链V环 链 及 不 饱 和 磷 脂 脂 肪 酸@其 中E不 饱 和 :;"<

!OG!cMV支链 :;"<+!MGB在 Z[QW&图谱上均有 U个峰出现E可能存在其它变异结构E由于没做进一步鉴定E故按出峰的先

后顺序E分别以上标F+*’J予以标记@从表 !可以看出E与其它微域相比EN/8M和 N/8I微域的 :;"<!CGBV!AGBVd.!DGBV

!OGBV!IGCcOEYV!IG!cY浓 度 较 高b相 反E:;"<!IG!cMV+!MGBdV!OG!cM+V#!OGBV!DGBV+!DGBV’6!YGB在 N/8M和
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!"#$微域浓度较低%其它 &’()浓度变化则较小*

表 + 培养 ,-后不同土壤微域的 ./0123"456

789:;+ ./01<=>?;-<@@;A;=>BC<:D<EACFC=;B8@>;A,-EG:>GA;

&’()
不同土壤微域 HIJJKLKMNO"I43IPL"Q"MKO

!"#R !"#S !"#T !"#U !"#V !"#W !"#X !"#$ !"#Y !"#RZ !"#SZ
RS[Z Z#UV Z#WX Z#TV Z#UZ Z#VW Z#VT Z#W$ Z#XR Z#VV Z#US Z#UT
RT[Z Z#TR Z#UW Z#SV Z#TT Z#TY Z#TS Z#UY Z#RX Z#TW Z#TT Z#TV
IRU[Z S#XW S#TS S#RU R#YV R#YT R#YS R#YV R#YU R#YR S#RR R#UW
RU[Z S#SU S#TR S#SW S#T$ S#XW S#VT T#SR T#TY S#VZ S#VY R#WZ
RV[Z RX#T RX#Y RW#Y RW#X RV#X RW#S RS#U RU#$ RV#V RX#S RU#Y
\RV[Z RS#X RR#Y RZ#Y Y#XR Y#RZ $#XW $#VX $#VX $#VX Y#YV Y#ZT
]LRV[Z R#ZW Z#Y$ R#ZW Z#YY R#ZX Z#YY R#UW R#U$ R#ZX R#RZ Z#$Y
IRW[Z V#ZW V#ST V#RY V#S$ U#WW U#XU T#YW U#UW U#XY V#SZ U#$T
RW[R̂X\_ R#XR R#VX R#UY R#VR R#T$ R#WR R#ZS R#US R#WS R#WU R#ZW
RW[R̂X] W#$X X#ST X#VV $#TV $#$W Y#TY W#UY $#RZ $#ST $#XR $#RX
RW[R̂XP T#$V T#$Y T#YW U#RY U#TX U#VS T#WT U#TY U#V$ U#XR T#$$
RW[Z RT#X RU#Z RU#U RU#W RW#Z RV#R SR#S RX#$ RV#S RU#W SZ#Z
RX[Z Z#TV Z#TU Z#TW Z#TV Z#TZ Z#TV Z#UT Z#TT Z#T$ Z#TY Z#TV

\RX[Z\ $#ZY X#VS $#XS Y#ZR $#WY Y#TS X#VU $#XX Y#TU Y#ZY RZ#X

\RX[Z] S#RT S#SR S#SU S#SY S#RW S#ZW R#X$ S#ZS S#SX S#RX S#TX

\RX[ZP S#$S S#$Z S#$U S#VY S#WW S#T$ S#XV S#TS S#UW S#VX S#WT
P‘RX[Z R#YV R#YV R#WZ S#ZW R#Y$ S#RU R#UV S#RS S#SW S#RT S#UT
RZaKRX[Z R#VR R#UY R#VT R#VX R#TV R#UV R#RY R#TW R#V$ R#UV R#UZ
]LR$[Z Z#WU Z#WU Z#WW Z#WR Z#WZ Z#WS Z#UX Z#WR Z#XR Z#VY Z#$Z
R$[ŜWbY R#ZZ Z#$Z Z#YU Z#XV R#TZ R#ZR S#R$ R#ST R#RZ Z#$S Z#$Z
R$[R̂Y T#YS T#XW T#YR T#XY T#$X U#ZR V#TT U#ZW U#ST T#VT T#WS
R$[R̂X U#YZ V#SW V#XU W#ZV V#UX V#UT U#ST V#RS V#WY U#YZ V#$T
R$[Z S#ZY S#R$ S#SX S#ZT S#VW S#RS V#SX S#VY S#TT R#XS S#YS
RZaKR$[Z Z#XR Z#WX Z#XT Z#XZ Z#WW Z#XZ Z#WS Z#W$ Z#XX Z#WT Z#VW
P‘RY[Z R#$Y R#YW R#YY R#$U R#XR R#$S R#XT R#XZ S#ZT R#VT Z#VW

_名称中带上标字母 \到 P表示部分鉴定的脂肪酸 cdJJIef\4dKO\N"PIMgIP\NKh\LNI\44‘IgKMNIJIKgJ\NN‘\PIgO

图 S &i)分析显示随尿素扩散 &’()构型的变化

(IjkS &i) Ol"mIMjf\LI\NI"MIM&’() h\NNKLMgdKN"dLK\

gIJJdOI"M
数 字 表 示 距 离 尿 素 肥 斑 不 同 距 离 的 微 域 cP"LKOIMgIP\NKgIJJKLKMN

3IPL"Q"MKO\m\‘JL"3dLK\h\NPl

&i)分析表明b尿素扩散对微生物群落结构产 生 了 显 著 影

响*随养分浓度的增加b&’()构成逐步发生变化*从第一主成

分看b高浓度养分微域分布在主成分分析图的左边b低浓度养分

微域和对照分布在图的右边%从第二主成分看b高浓度养分微域

在主成分分析图的下边b低浓度养分微域在图的上边b但对照较

为 特 殊2图 S6*第 一 主 成 分 对 总 &’()数 据 变 异 的 贡 献 率 为

UT#R5b第二主成分对总 &’()数据变异的贡献率为 SS#V5*
图 T表 示 的 是 单 体 &’()在 主 成 分 上 的 载 荷 值24"\gIMj

f\4dK6*可以看出b&’()R$[ŜWbYnR$[R̂Yn]LRV[ZnRU[Zn

R$[Z与 &iR呈 负 相 关b表 明 这 些 &’()浓 度 在 高 浓 度 养 分 微

域 较 高%相 反b&’() R$[R̂Xn\RX[Z]n]LR$[ZnP‘RX[Z与

&iR呈正相关b表明这些 &’()在养分低浓度微域浓度较高*根

据前面提到的标记性 &’()b可以判断b真菌在高浓度养分微域

数量增加b革兰氏阳性和阴性细菌在高浓度养分微域数量下降b
而放线菌受尿素扩散影响似乎很小*

o 讨论

o#p 尿素肥斑的扩散

尿素肥斑要溶解扩散b首先在脲酶作用下产生 !qrUb然后才能发生其它反应b所以 !qrU 是其它离子的s源t*但 !qrU 易受

土壤颗粒的吸附和环境条件等的影响2尤其是 hq6b决定了其浓度变化的复杂性*理应越靠近肥斑 !qrU 浓度越高b但结果却恰

恰相反b这主要是因为越靠近肥斑b土壤 hq越高b越有助于 !qT的挥发b使 uqvr!qrUw!qTrqSu平衡向右移动b消耗了大
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图 ! 单体 "#$%的主成分载荷值

$&’(! #)*+&,’-*./012)3&,+&-&+/*."#$%4&5673&,8&7*.

8)97),0,51

量的 :;<=>在尿素能扩散到的范围内?远离肥斑的微域土壤 7;
较低?故有助于 :;<= 的积累>:;<= 在硝化细菌的作用下?被氧

化为 :@AB?所以?:;<= 浓度高的微域 :@AB 浓度也相应较高>但

是?:@AB 在旱作土壤中的浓度一般很低?这主要是因为 :@AB 不

稳定?很容易被氧化为:@A! 或还原为气体形态CDEF>然而?在本试

验中?:@AB 浓度却比较高?可能与肥料扩散形成的特殊微域环境

有关?即高 7;和高 :;<= 浓度CDGF>在高 7;时?亚硝酸盐比硝酸

盐 生 成 速 度 快?其 分 解 成 气 态 氮 又 受 高 7;的 限 制?尤 其 7;超

过 HIE?亚硝化作用可以继续?而硝化作用 很 弱CDJFK高 浓 度 :;<=
则 对 亚 硝 化 微 生 物 产 生 抑 制 作 用CDGF?这 些 都 有 助 于 :@AB 的 积

累>与 :@AB 浓度相比?:@A! 明显较低?造成这种现象有两种可

能LM在 特 殊 微 域 环 境 中?:@AB 向 :@A! 转 化 受 阻KN生 成 的

:@A! 在反硝化作用下又转化为 :@AB>从两者的浓度差来看?第

B个可能性似乎较小>

OIP 微生物群落结构的变化

土壤微生物区系由多种微生物组成?这些微生物对环境变化的反应各异>对环境变化敏感的微生物较早死亡?有助于更适

应环境的其它微生物生长?从而导致微生物种群结构的变化?生存下来的微生物可能通过表型和基因型的改变更好的适应环境

变化CDHF>在本试验中?尿素扩散明显改变了土壤微生物的群落结构Q图 BR?这可能由于LM尿素扩散过程中?不仅土壤环境发生

了变化Q如 7;升高S土壤渗透压增加R?而且高浓度养分离子Q尤其是 :@ABR对微生物也会产生胁迫和毒害作用?造成部分土壤

微生物死亡KN特殊环境的微域土壤中?不同形态的氮素诱导了部分微生物的生长?从而改变了微生物的群落组成>
就单体磷脂脂肪酸来说?真菌 "#$%DHTBUG?V变化最大?其在养分浓度最高的 :)IJ微域浓度QBIDHWR是对照 :)IBX微

域QXIHWR的 BIJ!倍?"#$%DHTDUV浓度也比对照增加 =JIBW?说明真菌在 :)IJ微域土壤中大量繁殖?这可能与真菌多以孢

子S菌丝体存在?而它们的抗S耐逆境能力强有关?为真菌在特殊环境中生存提供了保障K随 :;<= 浓度增加?硝化势的增加会诱

导硝化微生物生长?而真菌在被诱导的微生物中可能占主导地位?故在高浓度养分微域表现为生长增加>与低浓度养分微域的

细菌 "#$%相比?高浓度养分微域的细菌 "#$%浓度下降?说明适当浓度的养分可以刺激细菌的生长?而养分浓度过高则会抑

制细菌生长?这也揭示了细菌对环境变化的敏感性>放线菌 "#$%DXY0DHTX的浓度随尿素扩散变化不大?但这并不能说明放

线菌肯定不受影响?出现这种现象有两种可能LM放线菌确实受尿素扩散影响较小KN高浓度养分使部分放线菌死亡?但随着硝

化作用和反硝化作用强度的变化?作为硝化CDVF和反硝化微生物CBXF的一部分?某些放线菌数量可能增加?且增加与死亡的数量持

平?这种微生物量不变但微生物属组成发生变化的现象在研究中是经常遇到的CBDF>
由于施肥量S试验条件S土壤类型S覆盖植被类型等的不同?施肥对土壤微生物的影响也不一致CBD?BBF>如本试验结果表明尿

素扩散促进了真菌群落的形成?而 Z*3+’055等CB!F却观察到了相反的试验现象K#)-0..等发现施肥有益于细菌群落形成?还可能

通过改变养分有效性而直接影响其它微生物群落CB=F?而本试验发现施肥不利于细菌的生长>今后应该开展相同条件下?施肥对

不同土壤S植被类型情况下微生物群落结构的影响及其机理研究?为科学施肥提供参考>

[\]\̂\_‘\aL

CDF b*.+40..Y Y *,+"0*38cd eIfghijklmlkjnjo pnqkrjnspnlmitplprjupnpklv wv himnlxLfyjhtvxkjijukymihrjypxxpxmwjqpzmn{

wpij|urj}n{(~*,!&0’)L%8*+09&8"3011?DVV=(!XE"!B!(

CBF ;/*,’~e?#&,#$(%+-*,80&,15/+c),17*5&*.-*3&*%&.&5c)21)&.73)7035&01(&jkixmn{’prlkik(prx?BXXB?)LH"D=(

C!F #/d*(Y&83)+),01)&.18&0,80,,*7)11&%.0,04%3*,86)21)&.18&0,80(-ylm.p{jiju}ym&knkym?DVVV?O/QBRLBHJ"BHH(

C=F #*801),dZ?Y*,4*3&,’#;?b*.+40..Y Y(d*7&+76c1&).)’&8*.*+1/1590,5)23))515).)8*.&+0+1)&.0,3&8690,5(2ml}rp?DVVX?O33L

EH"GX(

CEF Y0&1,03b%?**3,)0*#(d))56*&3)88/330,80*,+-*3&*5&),4&560,-&3),90,5(-urjnjsv4j}rnmi?DVVD?5OLHD="HDH

CGF ;)29*,#?Z0+86.0%-6#?!/1700#?plmi(:)-0.*773)*865)9),&5)3&,’)25601)&.%&).)’&8*.8/*.&5c(fnqkrjnspnlknlprnmlkjnmi?BXX!?

P5LJJD"JJH(

CJF e*,’~9?;)/$#(%77.&8*5&),)276)176).&7&+2*55c*8&+9056)+&,1)&.9&83)%&*.*,*.c1&1(:kyrjwkjijuv?BXX=?O)QDRLDD="DDJ(

CHF d*5.0+’0b?e&.0&,1),~9(:kyrjwkmi;khk{x(:04$)30L%8*+09&8"3011?DVHH(DDJ"BXD(
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!"# $%&’()*+,%-./0+,+,(12341)5’)&671&’71&8979-6+((:+;9-+<+8:’9’(&)’(9=+()>+;()%9+8+<-65<*+8>9&=+’’9<’&983?@ABACDEFGHIJK@B@KD

ALMA@BN/O""P/QQRS"TPS

!OU# V%&77)<’()-(WX3$+((:+;9-’+<-=)<+Y59<&<)+<+8:’9’&6+;(9<&=:;)()’+<-%)8+()-&%*+<9’=’3Z<R[&&-6)88&\X +<-X9<<9]9<^2

)-’3_‘Ia@bEBcIK‘AG@F?EbKIJ@EBMDNKIaEK@bN3d&<-&<Re;+-)=9;f%)’’/O"gS3OhiTO""3

!OO# $%&’()*+,%-./45<89-e/0+,+,(123f1&’71&8979-6+((:+;9-;&=7&’9(9&</>9&=+’’/+<-+;9(9j:&6=9;%&>9+8;&==5<9(9)’6%&=(\&’&98

(:7)’)k7)%9=)<(+88:)k7&’)-(&-966)%)<(1)+j:=)(+8’3lmmB@IGEFGnFo@JAFaIFKEBc@bJAp@ABACD/O""i/qrsOOtRiPUSTiPOh3

!Ou# d5WV3v‘Ib‘Ia@bEBEFEBDN@NaIK‘AGALECJ@bwBKwJEBNA@B30)9x9<*Re*%9;58(5%+8y;9)<;)+<-4);1<&8&*:f%)’’/uUUU3OS"TOPU3

!Oi# z19<+y(+<-+%-f%)’’3_ABBIbK@AFAL{EK@AFEBMKEFGEJG30)9x9<*Rz19<+y(+<-+%-f%)’’/O""i3O|"TOSi3

!O|# [)z/y19}~/!+<}X/IKEB3f+%(9;97+<(7&’’9>989(:&6+;(9<&=:;)()’9<’&98-)<9(%969;+(9&<3lbKE"IGABAC@bEM@F@bE/uUU|/#$sOtROUg

TOOu3

!OS# f+582e/z8+%]$23MA@Bc@bJAp@ABACDEFG?@Ab‘Ia@NKJD3y+< 9̂)*&Re;+-)=9;f%)’’/O"g"3iUTiS3

!OP# 05%<’dz/y()j)<’W%/y=9(1W&/IKEB341)&;;5%%)<;)+<-7&’’9>8)’&5%;)’&6<9(%9()9<+*%+’)-/6)%(989’)-/*%+’’8+<-’&983MA@B

?@ABACDEFG?@Ab‘Ia@NKJD/O""S/Q(R|hT|"3

!Oh# )9}03_‘Ia@bEBHIJK@B@*IJMb@IFbI30)9x9<*Ry;9)<;)f%)’’/O""|3uUTuO3

!Og# :̂+’+W+j9<+X/0+,+,(123 )̂j)8&7=)<(&6=)(+8(&8)%+<;)9<’&98>+;()%9+8;&==5<9(9)’)k7&’)-(&)k7)%9=)<(+88:9<;%)+’)-=)(+88)j)8’3

lmmB@IGEFGnFo@JAFaIFKEBc@bJAp@ABACD/O""P/,QRu"hUTu"hh3

!O"# }15}d/-)<.)3~9(%&*)<9<y&98’&6z19<+3~+<x9<*R%9+<*’5y;9)<;)+<-4);1<&8&*:f%)’’/O""u3"|T"P3

!uU# y1+78)9*1%341)-)<9(%96:9<*7%&]+%:&()’3Z<R &̂\&%]9<X )-341)f%&]+%:&()’/e<2j&8j9<*28);(%&<9;W)’&5%;)’&6X9;%&>9&8&*9;+8

z&==5<9(:/uUUU/\)>j)%’9&</%)8)+’)i3OisS/Ou/Uit/’5>x);((&57-+()&<(9=)/+(1((7R//)(3’7%9<*)%+<:3;&=RgUgU/7%&]75>/9<-)k3

1(=

!uO# y;1=9-(ZV/W5)’’d/0+,+,(12/IKEB3d&<*+()%==+<9758+(9&<&6(1)=9;%&>)’+<-=9;%&6+5<+&6(\&’5>+%;(9;1)+8(1’>:+--9(9&<&6

65<*9;9-)/>+;()%9;9-)/;+%>&<+<-6)%(989’)%3MA@B?@ABACD0?@Ab‘Ia@NKJD/uUUU/1QRhUhTuU3

!uu# e%<)>%+<(V/0+,+,(12/y2-)%’(%2=0/IKEB3y&98=9;%&>9+8+;(9j9(:9<)8)j)<y\)-9’1;&<96)%&5’6&%)’(’9<%)8+(9&<(&’9()6)%(989(:+<-

<9(%&*)<6)%(989’+(9&<3MbEFG@FEo@EF3AwJFEBALHAJINK4INIEJb‘/O""P/$$ROTP3

!ui# 0+%-*)((W /̂$%+<]8+<-%z/-19((+])%%0341))66);(&6+*%9;58(5%+8=+<+*)=)<(&<(1)’&98>9&(+&6’&=)578+<-*%+’’8+<-’3

lCJ@bwBKwJInbANDNKIaNEFGnFo@JAFaIFK/O""i/#qRuST|S3

!u|# d&j)88W /̂%+%j9’yz/0+%-*)((W 3̂y&98=9;%&>9+8>9&=+’’+<-+;(9j9(:9<8&<*+()%=*%+’’8+<-R)66);(’&6=+<+*)=)<(;1+<*)’3MA@B

?@ABACD0?@Ab‘Ia@NKJD/O""S/Q(R"P"T"hS3
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