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摘要!近年来%土壤微生物蜡样芽孢杆菌"!"#$%%&’#()(&’#芽孢计数对下伏金矿化的指示作用已被不同国家的地质工作者
所证实%但由于鉴别手段的限制%对金矿化指示菌株的鉴定一直停留在传统的微生物分类鉴定上%本研究将分子生物学的
技术引入到金矿化指示菌株的鉴定中%从而将微生物找矿中的微生物鉴定手段提高到分子水平&从湖北省嘉鱼县蛇屋山金
矿区分离到的矿化指示菌株中随机挑取(株菌H"和H(%I9J扩增并测定其"*1.K’L和"*1D(!1.K’L区间序列&经系
统发育和生理生化试验综合分析%表明H"为蕈状芽孢杆菌"!*+,#-$.(’#%H(为蜡样芽孢杆菌%两者都属于蜡样芽孢杆菌
群%证明蜡样芽孢杆菌群是金矿化指示菌%同时也证明了传统微生物找矿法利用选择性培养基对蜡样芽孢杆菌群菌芽孢计
数方法的可靠性和利用分子生物学技术进行采矿的可行性&菌株"*1.K’L和"*1D(!1.K’L区间核苷酸序列的确定也
为下一步微生物找矿中的基因探针试剂盒的制作奠定了基础&
关键词!"*1.K’L$"*1D(!1.K’L间区$菌种鉴定$金矿化指示菌$微生物找矿&
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!!自()世纪N)年代以来"先后有不少国家的地
质学家和微生物学家在美国#加拿大#比利时#中国
等国的不同气候带内进行了微生物找矿的研究&结
果表明$Q-//4.<$5"BN+%?4%203$.(;"%&""BB@"
"BB*%李珍福等""BB@%谢树成等""BBC%王红梅等"
"BBB%Q-5F(;"%&"())!-"T&"矿区上覆土壤中蜡
样芽孢杆菌的芽孢计数要比背景区的芽孢计数高数

倍至上百倍"对下伏金矿化具有很好的指示作用"证
明蜡样芽孢杆菌可以作为下伏基岩金矿化的指示菌

种&然而纵观微生物找矿技术的发展"大部分有关微
生物的研究还是停留在传统的显微镜观察#培养及
生理生化特性的鉴别上"而当今能快速#准确鉴别微
生物物种的分子生物学方法在微生物找矿中的应用

还较少"特别是对我国()世纪B)年代后陆续发现
的红土型金矿更无人问津$王燕等"())!&&这在一定
程度上限制了微生物找矿成果的实际应用&本文中
我们利用研究细菌进化和亲缘关系的重要指标!!!
"*1.K’L$焦振泉和刘秀梅""BBN&和"*1D(!1.KA
’L间区序列$S5/4.5-%/.-5<2.3T4W<V-24."SZ1&
$>7./%4.-5W1/-53<320""BB*%焦振泉和刘秀梅"
())"&"对从亚洲最大的红土型金矿!!!湖北蛇屋山
金矿区分离到的矿化指示菌株进行分子生物学鉴

定"为微生物找矿的进一步发展奠定了基础&

"!材料和方法

:&:!实验菌株及培养基
实验菌株H"和H(分离自湖北省蛇屋山金矿

区剖面"+号勘探线上()"(+2E深的土样&菌株分
离采用鉴别性培养基!!!甘露醇D卵黄D多粘菌素
琼脂培养基$?HI&’牛肉膏""&)F%蛋白胨"")&)F%
K&甘露醇"")&)F%氯化钠"")&)F%琼脂""+&)F%
)&(]酚红溶液""!Ê &蒸馏水稀释至B))Ê "

VPC&(_)&""每瓶分装((+Ê "高压灭菌"("‘
"+E35"临用时每瓶加入+)]卵黄溶液"(&+Ê 和
多粘菌素a溶液(&+Ê &土样稀释后涂平板"!)‘
下培养"(0"挑取单菌落&
:&;!形态观察
利用相差显微镜$’SbR’,*))&观察该菌的菌

体形态&
:<=!:>?(@A4及:>?B;=?(@A4)C?序列测定和
分析

:<=<:!DEF模板@A4的简单制备!供试菌株用

图"!I9J扩增"*1.K’L$-&和SZ1$T&的琼脂糖凝胶电
泳检测结果

c3F&" >4%4%42/.$V0$.4<3<<0$X35F/04I9JA-EV%3832-/3$5
V.$W72/<$8"*1.K’L$-&-5WSZ1$T&

$-&’"&H"%(&H(%!&E-.\4.%$T&’"&H"%(&H(%!&E-.\4.

â培养基培养@N0"吸取)&+Ê 菌液于"&+Ê
,VV45W$.8管中"N))).(E35离心+E35"去上清"

)&+Ê 去离子 水 重 悬 菌 体"沸 水 浴 ") E35"

N))).(E35离心+E35"上清液作为模板K’L直接
用于I9J扩增&
:<=<;!:>?(@A4及:>?B;=?(@A4)C?的DEF
扩增与测序!用于"*1.K’L的I9J扩增反应的
引物为一对通用引物$购自上海生工生物工程技术
服务有限公司&&正向引物a1cN’+dDL>L>ZZZA
>LZ99Z>>9Z9L>D!d$@’#7()$#7$"#-%$的"*1
.K’L对应位置为N"(C&"反向引物a1J"+@"’+dD
LL>>L>>Z>LZ99L>99>9LD!d$@’#7()$#7$"
#-%$的"*1.K’L对应位置为"+@"""+((&&用于
扩增SZ1序列的正向引物为"*1c’+dD99ZZ>A
ZL9L9L99>99>ZD!d"反向引物为(!1J’+dD
>Z>>>ZZZ9999LZZ9>>D!d$上海生工生物工
程技术服务有限公司合成&&在+)#̂ 的I9J反应
体系中含有’"eI9J缓冲液""&+EE$%(̂ ?F9%("

@eW’ZI混合物各())#E$%(̂ "引物各)&(#E$%(
"̂Z-[K’L聚合酶":""#̂ 模板K’L&I9J反
应条件为’B@‘预变性+E35"B@‘变性"E35"

+*‘复性"E35"C(‘延伸"E35"!)个循环"最后

C(‘温育CE35&"&+]琼脂糖凝胶电泳检测扩增结
果&I9J扩增产物经RE4F-试剂盒纯化后"由上海

*+!
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中科开瑞生物芯片科技公司进行序列测定&

图(!基于"*1.K’L部分序列的系统发育树

c3F&( :5.$$/4WV0=%$F454/32/.44T-<4W$5/04"*1.K’L<4[74524$8/X$3<$%-/4<-5W<4[74524<$8.4%-/35F<V4234<
基于"*1.K’L部分序列用邻接法完成"分支上的数字是")))次重复抽样检测的T$$/</.-V值"标尺尺度表示")]的核苷酸取代

:<=<=!:>?(@A4及:>?B;=?(@A4)C?的同源性
比较及系统发育分析!用9%7</-%f"&N!程序进行
多序列比对分析#统计和聚类分析用系统发生推断
软件包IPĤSI!&*版本进行#序列两两间的分化
距离用cN@模型计算"缺少和不确定的位点在计算
中被省略&采用邻接法$543F0T$.AG$3535F%获得分支
系统树"并通过自展分析$T$$/</.-V%进行置信度检
测"自展数据集为")))次&在"*1.K’L系统树和
SZ1系统树构建中都不选择外类群&在IPĤSI中
构建好的进化树用/.44;34X打开"进行编辑&
:&G!生理生化试验鉴定
按照微生物学检验方法对该菌进行必要的生理

生化鉴定&

(!结果

;&:!形态观察和生理生化指标
菌株H"和H(在?HI培养基上培养(@0的

菌落呈微粉红色"具环绕沉淀圈&两者革兰氏染色均
为阳性"短杆状或连接成链状"芽孢呈椭圆形位于菌
体中央或偏端"不使菌体胀大&

表:!:>?(@A4基因序列来源和数据库存取号

Z-T%4" "*1.K’L<$7.24<-5W-224<<3$557ET4.

代号 菌株号 存取号

!*"4;7)"#$’ 1/4.54 f++)+B
"D!*;7&)$40$(4’$’ LZ99")CB( Lc(B)+@+
(D!*;7&)$40$(4’$’ LZ99!!*CB Lc(B)+@B
"D!*#()(&’ LZ99@!@( L6+CC(NN
(D!*#()(&’ LZ99(CNCC ON@+N"
"D!*+,#-$.(’ LZ99*@*( La)(""B(
(D!*+,#-$.(’ K1?()@N f++)*"
"D!*+(0";()$&+ K1?!( f*)*(B
(D!*+(0";()$&+ SL?"!@"N K"*(C!
"D!*’&B;$%$’ LZ99("!!" La)"N@NC
(D!*’&B;$%$’ LZ99**!! La)"N@N*
!*"#$.-:-)"4’ LZ99+""+B fCCCNB
!*’#7%(0(%$$ K1?())) O(*B!@
!*%$#7(4$1-)+$’ K1?"! f*N@"*
!*C($7(4’;(D7"4(4’$’ K1?""N(" La)(""BB
!*B".$&’ LZ99"@+C@ fCCCB)

;<;!:>?(@A4及:>?B;=?(@A4)C?的DEF扩
增结果及序列分析

I9J扩增"*1.K’L得到一条带$如图"-%"约
"+))TV&对H"和H(的"*1.K’L序列进行部分
测序$约*+)TV%$序列登陆号分别为KM)B(!N+&
KM)B(!N*%&I9J扩增H"和H(的SZ1序列得到(

C+!
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表;!)C?基因序列来源和数据库存取号

Z-T%4( SZ1<$7.24<-5W-224<<3$557ET4.

代号 菌株号 存取号

"D!*;7&)$40$(4’$’ Q1(*"C ON@+B@
(D!*;7&)$40$(4’$’ ’9Z9@)@(T Lc(*CB)@
"D!*+,#-$.(’ LZ99")()* Lc(*CB)+
(D!*+,#-$.(’ ?Q1+!)! ON@+B"
"D!*"4;7)"#$’ 94V-5Y$ L6@())C"
(D!*"4;7)"#$’ LE4< Lc(*CNBC
"D!*#()(&’ LZ99(+*(" Lc(*CB)C
(D!*#()(&’ LZ99"@+CB L,)"*BBB&"

条带"如图"T#$选择较小的片断进行测序$得到的
SZ1序列不含/J’L基因序列$约"@)TV"序列登陆
号分别为KM)B(!NC%KM)B(!NN#&
;<=!:>?(@A4的同源性比较和序列系统发育分析
将(菌株的"*1.K’L序列与>45a-5\%,?A

â %KKa和6IKa非冗余数据库进行相似性比较$
结果表明H"和H(与芽孢杆菌属菌的相似程度非
常高$一般都为BB]&选择"*个菌种或菌株的
"*1.K’L序列"表"#与H"和H(的"*1.K’L序
列作系统发育分析$结果如图(&H"和H(与炭疽芽
孢杆 菌 "!*"4;7)"#$’#%苏 云 金 芽 孢 杆 菌
"!*;7&)$40$(4’$’#%蜡样芽孢杆菌%蕈状芽孢杆菌
和魏登施泰滕芽孢杆菌"!*C($7(4’;(D7"4(4’$’#聚
类$得到T$$/</.-V分析的极强支持""))]#&一般认
为&"*1.K’L序列同源性小于BN]$可以认为属于不
同的种’同源性小于B!]"B+]$可以认为属于不同
属"K4;4.47U(;"%&$"BB)’c.=(;"%&$"BB"#&但是有
资料显示$炭疽芽孢杆菌%苏云金芽孢杆菌%蜡样芽孢
杆菌%蕈状芽孢杆菌和魏登施泰滕芽孢杆菌的
"*1.K’L相似性非常高$所以这几种菌又被称为蜡
样芽孢杆菌群"!*#()(&’F.$7V#"K.$T534X<\3$
"BB!’K-534%4(;"%&$()))’aG-.54(;"%&$())"#&
因此$"*1.K’L的系统发育分析表明H"和H(应
属于芽孢杆菌属的蜡样芽孢杆菌群&
;<G!)C?的同源性比较和序列系统发育分析
SZ1的进化速率比"*1.K’L大")多倍$适用
于相近种或同一种内的不同株的鉴别和分类

"#$%\4.-5W#3%E-$"BB*’焦振泉和刘秀梅$())"#&
将H"和H(菌株的SZ1序列与>45a-5\%,?â %
KKa和6IKa非冗余数据库进行相似性检索$发现
H"和H(与蜡样芽孢杆菌群的SZ1序列自然聚类&
选择N个序列"表(#与H"和H(的SZ1序列作系
统发育分析$结果如图!&H"与!*+,#-$.(’聚类$

图!!基于SZ1序列的系统发育树

c3F&! :5.$$/4WV0=%$F454/32/.44T-<4W$5/04SZ1<4[74524
$8/X$3<$%-/4<-5W<4[74524<$8.4%-/35F<V4234<

基于SZ1序列用邻接法完成$分支上的数字是")))次重复抽样检

测的T$$/</.-V值$标尺尺度表示")]的核苷酸取代

T$$/</.-V自展支持率为B!]&H(与!*"4;7)"#$’%
!*"4;7)"#$’%!*;7&)$40$(4’$’和!*#()(&’聚类$
T$$/</.-V自展支持率为+B]&故 H"是!*+,E
#-$.(’$H(是!*"4;7)"#$’%!*;7&)$40$(4’$’和!*
#()(&’中的一种&
;&H!系统发育分析和形态观察!生理生化试验综合
分析

从H"和H(的"*1.K’L%SZ1系统发育分析
结果$很容易将H"和H(鉴定到蜡样芽孢杆菌群&
然后根据蜡样芽孢杆菌群菌种间的形态和生理生化

特征区别$如苏云金芽孢杆菌和其他相似种间的区
别在于有伴孢晶体$蜡样芽孢杆菌和炭疽芽孢杆菌
的区别在于有运动性和溶血反应$和蕈状芽孢杆菌
的区别在于无假根等$可以在系统发育分析的基础
上鉴定菌种&其简单的生理生化特性如表!所示&
H"有假根$有运动性$无溶血反应$无伴孢晶体$可
以确定为蕈状芽孢杆菌’H(无伴孢晶体$无假根$有
运动性和溶血反应$可以鉴定为蜡样芽孢杆菌&

!!讨论

由于蜡样芽孢杆菌群各个种的"*1.K’L和
SZ1等核苷酸序列具有高度的相似性$比如!*"4E
;7)"#$’和!*#()(&’催吐株的"*1.K’L序列毫无
区别"L<0(;"%&$"BB"#$(!1.K’L仅有(个核苷
酸不同"L<0-5W9$%%35<$"BB(#等$这给利用
"*1.K’L和SZ1系统发育方法对矿化指示菌株的

N+!
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表=!供试菌株的几项生理生化特性

Z-T%4! 1$E4V0=<3$%$F32-%20-.-2/4.3</32<$8</.-35<H"-5WH(

菌株 蛋白质结晶毒素试验 溶血试验 动力试验 根状生长试验

H" D g g g
H( D g g D

!!"g#表示阳性反应$"D#表示阴性反应&

鉴定带来一定困难&为此%进一步将系统发育分析和
生理生化试验结果相结合%可以将矿化指示菌株鉴
定到种%H"为蕈状芽孢杆菌%H(为蜡样芽孢杆菌%
两者都属于蜡样芽孢杆菌群%因此可以说明矿区的
指示菌为蜡样芽孢杆菌群&另外相对于其他细菌种
属而言%蜡样芽孢杆菌群各个种的"*1.K’L和
SZ1彼此之间高度保守%利用本实验的方法很容易
与其他菌群加以区分&
传统微生物找矿方法都是对选择性培养基上卵

黄反应呈阳性的菌落计数%而蜡样芽孢杆菌群菌的
卵黄反应均为阳性&故该结果证明了传统微生物找
矿法利用选择性培养基对蜡样芽孢杆菌群菌芽孢计

数方法的可靠性&但是传统观点认为金矿化指示菌
为蜡样芽孢杆菌%我们在系统发育和生理生化综合
分析的结果基础上%认为金矿化指示菌应该为蜡样
芽孢杆菌群菌%这点是与已往的研究所不同的&
另外%近()年来%随着现代分子生物学技术的

高速发展%发展了一系列基于核苷酸序列分析&
I9J&基因探针&荧光原位杂交’c%7$.4<245435<3/7
0=T.3W3Y-/3$5%cS1P(&1$7/04.5杂交’K’L印迹
法(和’$./04.5杂交’J’L印迹法(等对环境样品
进行定性定量分析的方法&基于此%我们的研究结果
为现代分子生物学技术在微生物找矿&采矿中的应
用提供了可能&对从矿区分离到的指示菌株进行分
子生物学鉴定后%就可以通过测序找到该菌的特异
性核酸序列%作出基因探针及探针试剂盒%然后利用
荧光原位杂交或K’L印迹法&J’L印迹法可以对
土壤中该种指示微生物进行定性和定量分析&这种
微生物找矿方法比传统的物理化学找矿方法简单&
经济&无污染%又比传统的微生物找矿方法准确&及
时%为地质工作者提供了一种新的探矿方法%扩大了
视野%具有广阔的应用前景&

F$.$($+%$6
L<0%9&%c-..$X%6&L&%K$.<20%?&%4/-%&%"BB"&9$EV-.-A
/3;4-5-%=<3<$8!"#$%%&’"4;7)"#$’%!"#$%%&’#()(&’%-5W
.4%-/4W<V4234<$5/04T-<3<$8.4;4.<4/.-5<2.3V/-<4<4A

[745235F$8"*1.J’L&=4;*F*3,’;*!"#;()$-%&%@"!!@!
D!@*&

L<0%9&%9$%%35<%?&K&%"BB(&9$EV-.-/3;4-5-%=<3<$8(!1
.3T$<$E-%J’LF454<4[74524<$8!"#$%%&’"4;7)"#$’
-5W4E4/32!"#$%%&’#()(&’W4/4.E354WT=I9JAW3.42/
<4[745235F&G@H3H$#)-B$-%*2(;;&%B@!C+DN)&

aG-.54%?&P&%Z0$E-<%K&̂&%’34%<%a&P&%())"&I$%=E4.-<4
20-35.4-2/3$5-<<-=8$./04W4/42/3$5$8!"#$%%&’#()(&’
F.$7V24%%<&G@H3H$#)-B$-%*2(;;&%()(!()BD("!&

K-534%4%K&%LE47.%9&%1-.-%a&%()))&P$E$W7V%4U-5W
04/4.$W7V%4UV$%=E$.V03<E<$8/04-EV%3834W.3T$<$E-%
"*1A(!135/4.5-%/.-5<2.3T4W<V-24.<W4<2.3T4F454/32.4A
%-/3$5<03V<35/04"!"#$%%&’#()(&’F.$7V#&?DD%$(."4.
@4:$)-4+(4;"%H$#)-B$-%-0,%**!+@*)D+@*N&

K4;4.47U%J&%P4%1&P&%K$=%4%9&̂&%4/-%&%"BB)&K3;4.<3/=
-5W$.3F35$8K4<7%8$;3T.3$<V4234<!I0=%$F454/32W48353A
/3$5$8-8-E3%=&F*!"#;()$-%&%"C(!!*)BD!*"B&

K.$T534X<\3%c&L&%"BB!&!"#$%%&’#()(&’-5W.4%-/4W<V4A
234<&/%$4*H$#)-B$-%*I(:&%*!!(@D!!N&

c.=%’&b&%Q-.X32\%1&%1-75W4.<%’&L&%4/-%&%"BB"&Z04
7<4$8"*1.3T$<$E-%J’L-5-%=<4</$35;4</3F-/4/04
V0=%$F45=$8/048-E3%= 4̂F3$54%%-24-4&F*A(4*H$#)-E
B$-%&%"!C!"("+D"(((&

63-$%O&M&%̂37%f&?&%"BBN&"*1.J’L<4[745240$E$%$F=
-5-%=<3<-5W<=</4E-/32<-5W3W45/3832-/3$5$8T-2/4.3-&
G-)($04H(.$#"%3#$(4#(’)3(#;$-4-15,0$(4$#’%(+
’"(!"(D"*’3590354<4(&

63-$%O&M&%̂37%f&?&%())"&Z040$/W3<27<<3$5-T$7/<=<A
/4E-/32<-5W3W45/3832-/3$5$8T-2/4.3-!"*1A(!1.K’L
35/4.5-%/.-5<2.3T4W<V-24.&H$#)-B$-%-0,%(N’"(!N+D
NB’3590354<4(&

3̂%O&c&%̂3%f&6&%O0-5F%J&O&%4/-%&%"BB@&LE32.$T3-%
E4/0$W$8F4$204E32-%4UV%$.-/3$5*L</7W=$87<35F
<$3%!"#$%%&’#()(&’E4/0$W/$V.$<V42/8$.L7-5W:&
9)"4$&+A(-%-0,%")’*(!!*)D!*+’3590354<4X3/0
,5F%3<0-T</.-2/(&

?4%203$.%L&%9-.W45-<%6&%K4G$5F04%̂&%"BB@&>4$E32.$T3A
$%$F=-VV%34W/$E354.-%4UV%$.-/3$535?4U32$&F*A(-E
#7(+*@JD%-)&%+"’((!"B!D("(&

?4%203$.%L&%KWG$5F04%̂&%P7F04<%>&%"BB*&LF4$E32.$A
T3$%$F32-%</7W=$8<$3%<2$%%42/4W8.$E-7.384.$7<-.4-<
$8L.F45/35-&F*A(-#7(+*@JD%-)&%+*!("CD((C&

>7./%4.%#&%1/-53<320%#&L&%"BB*&’4X-VV.$-204</$/=VA
35F-5W3W45/3832-/3$5$8T-2/4.3-7<35F/04"*1A(!1
.K’L<V-24..4F3$5&H$#)-B$-%-0,%"@(!!D"*&

Q-5F%P&?&%H-5F%c&M&%O0$7%M&Q&%4/-%&%"BBB&Z04
F$%WAE354.-%3Y-/3$535W32-/3$5$8!"#$%%&’#()(&’8.$E
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F$%WW4V$<3/d<7VV4.<$3%35/045$./0X4</$813207-5
I.$;3524&@");73#$(4#(!F-&)4"%-1/7$4"94$:()’$;,
-1A(-’#$(4#(’"(@#17VV%&$%CNDN(#3590354<4X3/0
,5F%3<0-T</.-2/$&

Q-5F"P&?&"H-5F"c&M&"O0$7"f&>&"4/-%&"())!-&,;-%A
7-/3$5$8/04V$/45/3-%$8E32.$T3-%4UV%$.-/3$58$.F$%W
$.4<%?354.-%3Y4W-5W5$5AE354.-%3Y4W8-2/$.<&3#$(4#($4
/7$4"#3()$(’K$"@*#+$%+)ND+"+&

Q-5F"P&?&"H-5F"c&M&"M3-$"1&H&"())!T&90-.-2/4.3<A
/32<$8!"#$%%&’#()(&’<V$.42$75/<35<$3%<X3/075W4.A
%=35FF$%WE354.-%3Y-/3$535’$./0X4</4.513207-5"903A
5-%J4<7%/<8.$E-V3%$/</7W=&F-&)4"%-1/7$4"94$E
:()’$;,-1A(-’#$(4#(’""@#"$%ND"+&

Q-5F"H&"Z-5"b&f&"̂37"1&1&"4/-%&"())!&,UV4.3E45/-%
</7W=$8F$%W-W<$.V/3$5T=E354.-%<-5W3/<<3F53832-A
/3$5358$.E35F$8%-/4.3/32F$%WW4V$<3/<&@");73#$E
(4#(!F-&)4"%-1/7$4"94$:()’$;,-1A(-’#$(4#(’"(N
#"$%(*D!)#3590354<4X3/0,5F%3<0-T</.-2/$&

Q-//4.<$5"6&J&""BN+&LV.$24W7.48$.4</3E-/35F!"#$%%&’
#()(&’<V$.4<35<$3%-5W</.4-EA<4W3E45/<-EV%4<!L
V$/45/3-%4UV%$.-/3$5/42053[74&F*A(-#7(+*@JD%-)&"

(!%(@!D(+(&
f34"1&9&"H35"P&c&"Q-5F"P&?&"4/-%&""BBC&LV$/45/3-%

E32.$T3-%E4/0$W$8E354.-%4UV%$.-/3$5%1/7W=$5!"E
#$%%&’#()(&’-<-535W32-/$.$8F$%WE354.-%3Y-/3$5&@");7
3#$(4#(!F-&)4"%-1/7$4"94$:()’$;,-1A(-’#$(4#(’"

((#@$%!N!D!N*#3590354<4X3/0,5F%3<0-T</.-2/$&
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