
书书书

第!"卷 第!期 地球科学!!!中国地质大学学报 #$%&!"!’$&!

())*年+月 ,-./01234524!6$7.5-%$89035-:53;4.<3/=$8>4$<234524< ?-=!())*

基金项目!国家杰出青年科学基金"’$&")"(+))@#$世界自然基金会资助课题"’$&9’)AB*&)@C(&+&)(&)@#&
作者简介!李平"@*B+D#%女%博士%主要从事环境生物&污染控制方面的研究&,CE-3%’F%327G!GE-3%&2$E

高效纤维素降解菌系的构建

李!平!王焰新!刘!琨!王艳红!童!蕾

中国地质大学环境学院!生物地质与环境地质教育部重点实验室!湖北武汉 "!))B"

摘要!筛选出能产生不同纤维素酶的@)株纤维素降解菌%系统地分析了各菌株的,>&9HI和H>酶等!类纤维素酶活&经各

菌株优化组合&混合培养%构建了一组由+株细菌"J9H)!&J9H@(&J9H+(&J9K@(和J9K+@#组成&能协同作用的复合微生物

菌系&经生理生化和分子水平鉴定%这+株细菌分别为!"#$%&’&()"*+,-&(#..&.+""香茅醇假单胞菌#&/,#(&,-&01&’&()"’).,&2
01+.+)"嗜麦芽寡食单胞菌#&!"#$%&’&()")#-$3+(&")"铜绿假单胞菌#&!"#$%&’&()")#-$3+(&")"铜绿假单胞菌#和4.)5&6)*2
,#-+$’’+7$,)++"水氏黄杆菌#&复合菌系的各菌株可产生不同类型的纤维素酶%且各类酶可以协同作用有效分解天然纤维素%
在纤维素类污染的治理与资源化利用中具有很好的应用前景&
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中图分类号!L@B!!!!文章编号!@)))D(!A!"())*#)!D)+!!D)M!!!!收稿日期!())*D)@D@(

!"#$%&’(%)"#"*+,)(&"-)./01$%23*"&4**)()2#%526&.7.%)"#"*!2//’/"$2

JNO35G%PQ’>R-5CS35%JN:T75%PQ’>R-5C0$5G%UV’>J43
/*1&&.&89(5+-&(’#(,)./,$%+#"%:;9<#=>)6&-),&-=&8?+&3#&.&3=)(%9(5+-&(’#(,).@#&.&3=%A1+()B(+5#-"+,=&8@#&"*+#(*#"%C$1)( "!))B"%A1+()

+-$%&.(%’,5W$G%72-5-<4%4S$G%72-5-<4-5W24%%$X3-<4-2/3;3/34<$8/4524%%7%$<4W4G.-W-/3$53<$%-/4<8.$EF3GG4.=<%7WG4-5W
E-57.4Y4.4-5-%=Z4W&Q2$EF%4SE32.$X3-%<=</4EY-<2$5</.72/4WX=83;4X-2/4.3-5-E4W-<J9H)!%J9H@(%J9H+(%J9K@(
-5WJ9K+@.4<F42/3;4%=Y3/0W3884.45/24%%$X3-<4-2/3;3/34<8.$E/04<43<$%-/4<&U4</4W8.$E/04F4.<F42/3;4$8F0=<3$%$G=-5W
E32.$204E3</.=-<Y4%%-<E$%427%-.%4;4%%/04<483;4X-2/4.3-Y4.43W45/3834W-<!"#$%&’&()"*+,-&(#..&.+"%/,#(&,-&01&’&()"
’).,&01+.+)%!"#$%&’&()")#-$3+(&")%!"#$%&’&()")#-$3+(&")-5W4.)5&6)*,#-+$’’+7$,)++%.4<F42/3;4%=&1$8-.%/04.4-.4
84YF-F4.<$524%%7%$<4W4G.-W-/3$57<35G/D’).,&01+.+)-5W4D’+7$,)++&,-20$8/0483;4X-2/4.3-2$7%WF.$W724W3884.45/
/=F4<$824%%$X3-<4/0-/2$C2-/-%=Z4W4G.-W35G5-/7.-%24%%7%$<448842/3;4%=%-5W/04E32.$X3-%<=</4E/04.48$.40-<G.4-/F$/45/3-%
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!!纤维素是自然界中最丰富的碳水化合物%是一

类可再生的重要资源和能源&纤维素不溶于水%在环

境中结构稳定&难降解%并广泛存在于农作物秸秆&
城市固体废物&畜禽养殖废弃物和造纸废水中%是难

降解污染物之一">4$.G-[-[3<-5WT.35/-<%()))$
陈子爱和邓小晨%())M$Q5G4%-#,).&%())A#&目前%
从环境中分离和选育纤维素酶高产菌株%挖掘纤维

素酶产生菌的资源%利用微生物的酶解作用%解决环

境污染问题%甚至转化为能源已成为国内外研究热

点之一&

纤维素是大分子的聚集%由结晶区和无定形区

交错而成"O4/4.<<$5#,).&%())B#&将天然纤维素

分解%必须依靠内切型葡聚糖酶&外切性葡聚糖酶和

纤维二糖酶!种酶协同作用才能完成"李燕红和赵

辅昆%())+#&虽然在前人的研究中%已有大量关于纤

维素降 解 菌 的 报 道"卢 月 霞 等%())B$顿 宝 庆 等%
())A#%但所筛选的菌株往往产酶类型单一%很难彻

底分解天然纤维素&因此%在自然状态下彻底降解纤

维素%要充分重视多种微生物之间的协同效应"I-C
.7/-#,).&%())(#&而目前在构建复合菌系%各菌株
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协同作用降解天然纤维素方面的研究却鲜有报道&
本文目的在于筛选构建能产生多种纤维素酶的高效

纤维素降解菌系"分析该菌系的各类纤维素酶活及

其降解天然纤维素的能力"并对该菌系进行生理生

化以及分子水平的鉴定&

@!实验材料及方法

:&:!主要实验仪器

紫外分光光度计#UM@"中国$"智能生化培养箱

#OIL"中 国$"O9\仪#>.-W345/1"德 国 ,FF45C
W$.8$"凝 胶 成 像 系 统#,9!"美 国 :#O$"电 泳 槽

#KR9OC!!Q"中国$"电泳仪#美国H3$C.-W$&
:&;!实验材料和主要试剂

:&;&:!样品来源!湖北省鄂州市郊某畜禽养殖场

排污口沉积底泥和该养殖场畜禽粪便&
:&;&;!培 养 基!筛 选 培 养 基 #G%J$&’-(IOV"
!&)"’I"’V!)&A"?G1V"’BI(V)&@"9-9%()&@"
9?9C’-(&)"微晶纤维素粉@&)"滤纸(&)"稻草

(&)"FI值B&)"B&(&
产酶培养基 #G%J$&’-(IOV"!&)"’I"’V!

)&A"?G1V"’BI(V)&+"9-9%()&+"]41V"’BI(V
)&)@"?51V"’I(V)&)@"̂51V")&)@"9?9C’-
@)&)#或微晶纤维素粉+&)或纤维二糖+&)$"蛋白

胨@&)"酵母提取物)&+"FI值B&)"B&(&
JH#G%J$&蛋白胨@)&)"酵母提取物+&)"’-9%

@)&)"琼脂@+#固$"FI值为B&)&
天然纤维素降解培养基#G%J$&’-(IOV"!&)"

’I"’V!)&A"?G1V"’BI(V)&+"9-9%()&+"]4C
1V" ’ BI(V )&)@"?51V" ’ I(V )&)@"
5̂1V")&)@"蛋 白 胨@&)"酵 母 提 取 物)&+"稻 草

(&)&稻草在加入前经沸水煮@)E35"以去除稻草中

的可溶性物质"灭菌后烘干备用&
:&;&<!主要试剂!微量生化鉴定管购自杭州微生

物试剂厂"K’Q提取试剂盒(O9\产物纯化试剂盒

购自美国O.$E4G-公司"E)F(W’UO(K’Q?-.[C
4.(G()"#酶均购自日本U-[-.-公司&
:&;&=!实验方法!#@$纤维素降解菌的筛选&称取

@G样品"用()EJ无菌水水洗"A))).%E35离心

+E35"弃上清"再加()EJ水"重悬土样&重复操作

!次)将 样 品 转 入 装 有@))EJ 筛 选 培 养 基 的

+))EJ锥形瓶中"!)_恒温静置培养至培养基浑

浊&取+EJ菌悬液于装@))EJ新鲜筛选培养基的

+))EJ锥形瓶中培养一周&重复操作+"M次"将最

后得到的菌悬液中取()#J于JH平板上涂布&置

!)_下恒温培养@"!W"挑取长势良好(菌落形态

各不相同的菌落"经多次纯化后保种备用&
#($刚果红染色鉴定法&将待鉴定的菌落经前期

培养后"点种到筛选培养基平板上"!)_恒温培养

(""W"往培养皿中加入适量@EG%EJ的刚果红溶

液"染色@0"弃去染液"加入适量@E$%%J的’-9%
溶液"洗涤@0&若细菌产生纤维素酶"则在菌落的周

围会出现清晰的透明圈"依据透明圈的直径大小选

择产酶菌株&
#!$纤维素酶活分析&将筛选的菌种前培养物接

种到产酶培养基中"于!)_(@().%E35培养@"(W"
取样测定各菌株的纤维素酶活力&内切型葡聚糖酶(
外切性葡聚糖酶($葡萄糖苷酶活力测定以及计算方

法按照国际理论应用化学协会#N:OQ9$推荐的国际

标准方法"以每EJ粗酶液每分钟产生@#E$%葡萄糖

为一个国际单位"计N:%EJ#>0$<4"@*AB$&
#"$细菌鉴定&细菌生理生化特性的鉴定参考

*常见细菌系统鉴定手册+#东秀株和蔡妙英"())@$"
细菌基因组K’Q的提取(O9\产物的纯化参考J3
#,).&#())M$"细菌@M1.K’Q片段的扩增"引物参

照 P43<X7.G#,).&#@**@$合 成"为 O@&+,
Q>Q>UUU>QU99U>>9U9Q>!,)O(&+,>>UC
UQ99UU>UUQ9>Q9UU!,&反应体系为&在+)#J
反应体 积 中"加 入+#J@)‘O9\ 缓 冲 液"B#J
?G9%(#终浓度为!&+E?$"@#J模板K’Q#")&@

#G$")&+#JO@和O(#终 浓 度 为)&+#?$"@#J
W’UO#每 种 ’UO(&+E?$")&+#J和E)F酶

#@&(+:$&O9\扩增条件为&*"_预变性+E35)
*"_变性!)<"M)_退火!)<"B(_延伸@E35"循
环!)次)B(_终延伸@)E35&细菌系统进化树的构

建采用软件?,>Q"&)"进化树的算法采用’43G0C
X$.Ca$3535G法"进化树评估采用H$$/</.-F35G法&

(!结果

;&:!刚果红平板初筛

纤维素分解菌能分泌纤维素酶而将平板培养基

中的纤维素降解成小分子的低聚糖(纤维二糖和葡萄

糖等"在纤维素刚果红培养基上"纤维素分解菌的菌

落周围均能形成清晰的水解圈"且水解圈的大小同酶

活性的高低有一定的数量关系"透明圈与菌落直径比

"!+
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表:!刚果红鉴别培养基透明圈直径!33"

U-X%4@ K4G.-W35G2-F-X3%3/=3W45/3832-/3$5X=9$5G$

菌株 J9H)@ J9H)! J9H@( J9H+@ J9H+( J9HM@ J9K@( J9K"@ J9K+@ J9KM@
透明圈直径 @( A @M B @A @) (+ @+ @) @M
菌落直径 ! ( ! ! ! ( " ! ( !

值大致反映纤维素内切酶活力的高低&产酶越多"透
明圈越大#产酶越快"透明圈出现的越快&样品经分离

纯化共得到!M株细菌菌株&菌株培养(W后"经刚果

红染色"其中有@)株菌的透明圈较大"它们在刚果红

初筛平板上的菌落直径和透明圈直径见表@&
刚果红纤维素平板透明圈筛选法虽直接快速"

但仅以水解圈大小作为菌株产纤维素酶活力大小的

唯一定量指标并不可靠&因此"需要将这@)株细菌

进一步实验"分析各菌株纤维素酶系特点&
;&;!各菌株纤维素酶系分析

纤维素是一种直链聚合物多糖&将天然纤维素

水解成葡萄糖"必须依靠内切型葡聚糖酶$45W$C@"
"C$CKCG%72-5<4",9!&(&@&""简称,>"9S酶%&外切

型葡聚糖酶$4S$C@""C$CKCG%72-5<4",9!&(&@&*@"简
称9HI"9@酶%和纤维二糖酶!种酶$$CG%72-5<4"
,9!&(&@&(@"简称H>酶%协同作用才能完成&,>
酶作用于纤维素分子内部的非结晶区"随机水解

$C@""糖苷键"将长链纤维素分子截短"产生大量具

有非还原性末端的小分子纤维素"为9HI提供新

的作用区&9HI 酶作用于纤维素分子末端"水解

$C@""糖苷键"每次切下一个纤维二糖分子"生成可

溶的纤维糊精和纤维二糖$李燕红和赵辅昆"())+#
0̂-5G#,).&"())M%&H>酶作用于纤维二糖生成葡

萄糖"虽然它对纤维素无作用"但它可以消除上述两

种酶催化反应转化出的中间产物对反应的抑制作

用"从而加快反应速度$H-03--5WQ%3"())M%&因

此"需要全面系统地分析菌株各种纤维素酶活"找出

各类纤维素酶活的优化组合"为筛选高效天然纤维

素降解菌系提供依据&
各菌株,>&9HI&H>酶活见图@&@)株细菌的

酶活菌在B&)"@M&)N:’EJ之间"其中菌株J9H@(
和J9K+@的,>酶活最高"分别达到@+&*AN:’EJ
和@+&")N:’EJ"高于魏桃员等$())"%&顿宝庆等

$())A%报道的酶活&各菌株的9HI酶活介于,>酶

和H>酶之间"为("*N:’EJ"其中菌株J9H)!和

J9K@(酶 活 最 高"分 别 达 到 A&+!N:’EJ 和

@)&M)N:’EJ&各菌株的H>酶活与,>酶和9HI
酶相比较小"在@"!N:’EJ之间"其中菌株J9H@(

图@!各菌株的!种纤维素酶活

]3G&@ ,5W$G%72-5-<4"4S$G%72-5-<4-5W24%%$X3-<4-2C
/3;3/34<$8/04/453<$%-/4<

和J9K+@酶 活 最 高"分 别 达 到(&MAN:’EJ和

@&B"N:’EJ&从各菌株的!种纤维素酶活比较结果

来看"不同菌株的同一种酶活各不相同"而同一菌株

的!种 纤 维 素 酶 活 也 存 在 较 大 差 异&如 菌 株

J9K+@",>酶活在各菌株最高"但其9HI酶活却

相对较低&而彻底降解天然纤素需要!种酶的协同

作用&这也是单一菌株通常降解天然纤维素效率较

低的主要原因&因此"在实际应用中"提高菌株降解

天然纤维素的能力"必须充分重视多种微生物之间

的协同效应&
;&<!菌株混合培养结果分析

从上述@)株细菌中选出各酶活较高的+株细

菌"分 别 是 J9H)!&J9H@(&J9H+(&J9K@( 和

J9K+@&将这+株混合培养"两两混合点种于JH平

板上"定期观察菌种的生长情况&实验中未发现菌落

因生长缓慢而被其他菌落覆盖的现象"或菌落间互

相接触时即被限制的现象&具体生长情况见表(&结
果表明"各菌种混合后可以共存"不相互拮抗&根据

生态位的理论"不同菌株能够在一起共存"是因为它

们之间通过协同作用出现了生态位的分离"不存在

生态位的重叠"从而避免了种群间激烈的竞争$任南

琪和马放"())(%"各菌株之间的相容性为各菌株组

合协同作用降解天然纤维素提供了基础&
;&=!复合菌系降解天然纤维能力测定

将上述+株菌株经过夜培养后的菌悬液"以体

积比@b@混合"将混合菌液接种到天然纤维素培养

+!+
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表;!平板混合培养情况

U-X%4( >.$Y/0$8X-2/4.3-$5E3S4W27%/7.4F%-/4<

混合接种 生长情况 混合接种 生长情况

J9H)!cJ9H@( c c J9H@(cJ9K@( c
J9H)!cJ9H+( c c J9H@(cJ9K+@ c
J9H)!cJ9K@( c c J9H+(cJ9K+@ c c
J9H)!cJ9K+@ c J9H+(cJ9K@( cc
J9H@(cJ9H+( c J9K@(cJ9K+@ c

注"#c$指各菌落延展性不强%但可以保持自身形态%生长良好%相邻

菌落也正常生长&#c c$指(种菌均有很好扩展性%各自菌落生

长迅速%且菌落边界比较模糊&

图(!复合菌系降解天然纤维素稻草的各种酶活

]3G&( ,5W$G%72-5-<4%4S$G%72-5-<4-5W24%%$X3-<4-2/3;3C
/34<$8W4G.-W35G5-/7.-%24%%7%$<4X=2$EF$<3/4E3C
2.$X3-%<=</4E

基中连续培养一周%定期检测各酶活’图((&从图(
可以看出%复合菌系降解稻草过程中%各酶活均呈现

先增高)后降低的趋势&其中,>)9HI)H>酶活分

别在第")()!天达到最高%分别为!&@+)@&@(和

)&++N:*EJ&复合菌系降解天然稻草的,>酶活优

于曾青兰’())A(报道的菌株GBM降解天然稻草的

,>酶活’@&B(N:*EJ(&
稻草失重检测结果显示%接种复合菌系的稻草

失重为空白对照的@&M倍%为)&!MG&
;&>!细菌鉴定

+株细菌的形态和主要生理生化特征分别见表

!&+株细菌的生理特征大部分相似%如均为直杆菌%
均无芽孢%革兰式染色均为阴性%最适生长温度以及

FI值相似&不同的是细菌J9H+(和J9K@(均为单

极生鞭毛%而细菌J9H)!)J9H@(和J9K+@为周生

鞭毛&J9K+@不运动%其余"株细菌运动&+株细菌

的生化特征存在一定差别&它们均能利用葡萄糖)果
糖和纤维二糖%不能利用碳酸盐)氧化乙醇产酸&而
在利用麦芽糖)淀粉水解)硝酸盐还原)产色素)氧化

表<!五株细菌主要的生理生化特征

U-X%4! ?-35F0=<3$%$G32-%-5WX3$204E32-%20-.-2/4.3</32<
$883;43<$%-/4<

特征 J9H)! J9H@( J9H+( J9K@( J9K+@
葡萄糖 c c c c c

果糖 c c c c c
淀粉 c c D D D

纤维二糖 c c c c c
麦芽糖 D c D D c

明胶水解 c c c c D
’-(9V! D D D D D
’VD! 还原 c c c c D

色素 D D 脓青素 脓青素 黄色素

氧化酶 c D c c D
接触酶 c D c c D

氧化乙醇产酸 D D D D D
脂酶 c c c c D
鞭毛 #@ #@ @ @ #@

革兰式染色 D D D D D
细胞形状 直杆 直杆 直杆 直杆 直杆

运动性 运动 运动 运动 运动 不运动

"_生长 c c D D c
"@_生长 c D c c D
M)_生长 D D D D D

注"#c$为阳性&#D$为阴性&

图!!+株细菌@M1.K’Q的O9\产物琼脂糖电泳

]3G&! QEF%3832-/3$5$8@M1.K’Q8.$E83;43<$%-/4<X=
O9\

@)()!)")+分别为菌株J9H)!)J9H@()J9H+()J9K@(和J9K+@
的基因组K’Q&M)B)A)*)@)分别为菌株J9H)!)J9H@()J9H+()

J9K@(和J9K+@的@M1.K’QO9\产物&@@为K’Q?-.[4.

酶)接触酶和脂酶等方面不同&
采用对@M1.\’Q序列测定和分析的方法对细

菌进行 分 子 水 平 的 鉴 定&O9\扩 增 得 到 长 度 为

@"!()@""+)@""M)@"(*和@"(AXF的扩增带’图
!(&将 菌 株 J9H)!)J9H@()J9H+()J9K@( 和

J9K+@的@M1.K’Q序列提交国际>45H-5[登记%
序 列 号 分 别 是"]6@*"+@M)]6@*"+@B)]6@*"+@A)
]6@*"+@*和]6@*"+()&+株细菌的@M1.K’Q基因

序列与>45H-5[数据库中的序列分别进行同源性

比较发现%细菌J9H)!与!"#$%&’&()"*+,-&(#..&2

M!+
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图"!菌株J9H)!"J9H@("J9H+("J9K@(和J9K+@基于@M1.K’Q序列的系统发育树

]3G&" O0=%$G454/32/.44G454.-/4W8.$E-5-%3G5E45/$8/04@M1.K’Q$8</.-35J9H)!#J9H@(#J9H+(#J9K@(-5WJ9K+@

.+"$香茅醇假单胞菌%"J9H@(与/,#(&,-&01&’&()"
’).,&01+.+)$嗜 麦 芽 窄 食 单 胞 菌%"J9H+( 与

!"#$%&’&()")#-$3+(&")$铜绿假单胞菌%"J9K@(
与 !"#$%&’&()")#-$3+(&")$铜 绿 假 单 胞 菌%"
J9K+@与4.)5&6)*,#-+$’’+7$,)++$水氏黄杆菌%
的多个菌株同源性达到*Ad"**d&将+株细菌的

序列@M1.K’Q在网上HJQ1U比较分析后#选取

与该细菌同属和不同属的一些代表菌株的@M1.KC
’Q序列#并用9%7</-%P 和 ?,>Q"&)软件构建

系统 发 育 树$图"%&从 图 中 可 以 看 出#J9K@("
J9H+(和J9H)!三株细菌之间有较近的亲缘关

系#J9H@(与这!株细菌的亲缘关系相对于J9K+@
与这!株细菌更近&这与它们在形态特征"生理生化

特征上的差异以及同源性比较的结果相一致&
综合上述生理生化鉴定以及分子鉴定结果#对

照&细菌鉴定手册’#菌株J9H)!"J9H@("J9H+("
J9K@(和J9K+@被分别鉴定为!D*+,-&(#..&.+"$香
茅醇假单胞菌%"/D’).,&01+.+)$嗜麦芽寡食单胞

菌%"!D)#-$3+(&")$铜绿假单胞菌%"!D)#-$3+(&")
$铜绿假单胞菌%和4D’+7$,)++$水氏黄杆菌%&

!!讨论

地球上每年光合作用产生大于@))亿吨的植物

干物质#其中一半以上是纤维素和半纤维素&纤维素

是数量最大的一类环境污染物&自然界中有机固体

废弃物一半以上的成分是纤维素和半纤维素&纤维

素也是畜禽养殖废水"造纸废水11和9VK的主要

来源之一$#-5P=[-5W?$07%-/<3#())!(陈子爱

和邓小晨#())M(Q5G4%-#,).&#())A%&生物法是目

前处理废弃物和废水中纤维素的最为有效的方法&
在能源日益紧缺的今天#将固体废弃物和废水中的

纤维素分解成葡萄糖"乙醇等小分子化合物#转化为

动物 饲 料"肥 料 或 燃 料 等#具 有 非 常 重 要 的 意 义

$I3%W45-5W6$0-5<<$5#())"%&
本文从畜禽养殖场排污口沉积底泥和畜禽粪便

中筛选得到+株高效纤维素降解菌#经生理生化以

及分 子 水 平 的 鉴 定#复 合 菌 系 中 细 菌 J9H)!"
J9H+(和J9K@(分别属于假单胞菌属的不同种#
细菌J9H@(属于嗜麦芽寡食单胞菌#细菌J9K+@
属于水氏黄杆菌&目前在国内外已有的研究报道中#
纤维 素 降 解 菌 主 要 集 中 在 纤 维 单 胞 菌$A#..$2
.&’&()"%"嗜纤维 菌$A=,&01)3)%"生 孢 嗜 纤 维 菌

$/0&-&*=,&01)3)%"假单胞菌$!"#$%&’&()"%"梭菌

$A.&",-+%+$’%和 芽 孢 杆 菌$?)*+..$"%$H-03--5W
Q%3#())M(T43[0$<.$#,).&#())M%#而关于嗜麦芽

寡食单胞菌和水氏黄杆菌降解纤维素的研究#还几

乎未见报道&复合菌系的各菌株可产生不同类型的

B!+
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纤维素酶"且产生的各类酶活各有高低"具有较强互

补性&各菌株间可以共存"协同作用有效分解天然纤

维素"具有很强的实际应用价值&

?2*2&2#(2$
Q5G4%-"9&\&"?-.24%-"H&"’-/-%3-"1&1&"4/-%&"())A&

U.4-/E45/$8F-F4.F7%F-5WF-F4.E3%%Y-</4Y-/4.X=
2$-G7%-/3$5C8%$227%-/3$58$%%$Y4WX=04/4.$G454$7<F0$C
/$2-/-%=<3<&H&$-().&8!1&,&*1#’+",-=)(%!1&,&6+&.&2
3=I#A1#’+",-="@*"$@%#@D@)&

H-03-"Q&"Q%3">&"())M&90-.-2/4.3Z-/3$5$8-5$;4%$CG%72$C
<3W-<48.$E-1/-20=X$/.=<</-35&?+&*1#’+*).9(3+2
(##-+(3H&$-()."!($@%#@*@D@*B&

9045"̂&Q&"K45G"L&9&"())M&O.$G.4<<35E32.$X3$%$G32
7/3%3Z-/3$5/4205$%$G=$82.$F</.-Y&A1+()?+&3)""("
$!%#!@D!+$3590354<4Y3/0,5G%3<0-X</.-2/%&

K$5G"L&̂&"9-3"?&R&"())@&?-57-%$83W45/3832-/3$58$.
G454.-%X-2/4.3$%$G=&1234524O.4<<"H43a35G"MMD@*@$35
90354<4%&

K75"H&e&"P7"P&"P-5G"L&6&"4/-%&"())A&N<$%-/3$5-5W
3W45/3832-/3$5$8-24%%7%$<4W42$EF$<35GX-2/4.3-&H&$-2
().&8I3-+*$.,$-)./*+#(*#)(%E#*1(&.&3="@)$@%#

@@!D@@B$3590354<4Y3/0,5G%3<0-X</.-2/%&
>4$.G-[-[3<"K&"T.35/-<"U&"()))&VF/3E-%7<4$8/04

I$<$=-<=</4E352$EF$</35GF$7%/.=E-57.4&?+&-#2
"&$-*#E#*1(&.&3="B($@%#((BD(!!&

>0$<4"U&T&"@*AB&?4-<7.4E45/$824%%7%-<4-2/3;3/34<35/4.C
5-/3$5-%753$5$8F7.4-5W-FF%34W204E3</.=&A1#’02
1#-#"+*$(%#(+BD(MA&

I-.7/-"1&"973"̂&"I7-5G"̂&"4/-%&"())(&9$5</.72/3$5$8
-</-X%4E32.$X3-%2$EE753/=Y3/003G024%%7%$<4CW4G.-C
W-/3$5-X3%3/=&I00.+#%:+*-&6+&.&3=)(%?+&,#*1(&.&2
3="+*$"D+%#+(*D+!"&

I3%W45"J&"6$0-5<<$5">&"())"&\4245/W4;4%$FE45/<$524%%7C
%-<4<-5W2-.X$0=W.-/4CX35W35GE$W7%4<Y3/024%%7%$<4-8C
8353/=&?+&,#*1(&&3=>#,,#-""(M$((%#@MA!D@M*"&

T43[0$<.$"T&">3/3",&"?$0-EE-W"6&"())M&,/0-5$%F.$W72C
/3$58.$EW3%7/4C-23WF.4/.4-/4W.324</.-YX=<3E7%/-54$7<
<-220-.3832-/3$5-5W84.E45/-/3$5Y3/0:$*&-+(%+*$""G1+2
7&0$"&-=7)#"-5W/)**1)-&’=*#"*#-#5+"+)#&9(7=’#)(%
:+*-&6+).E#*1(&.&3="")$@%#@!AD@""&

J3"O&"J37"K&J&"’-03E-5-"J&"4/-%&"())M&I3G053/.$G45
.4E$;-%8.$EY-</4Y-/4.Y3/0<4;4.-%54Y-4.$X32X-2C
/4.3-3<$%-/4W8.$EW3;4.<442$<=</4E<&H&$-().&89(2
5+-&(’#(,)./*+#(*#""@A$!%#+(+D+(*&

J3"R&I&"̂0-$"]&T&"())+&QW;-524<3524%%7%-<4.4<4-.20&
A1+(#"#?$..#,+(&8>+8#/*+#(*#""@B$+%#!*(D!*B$35

90354<4Y3/0,5G%3<0-X</.-2/%&
J7"R&L&"9045"T&"J3"I&I&"())B&12.44535G$824%%7%$<4C

W4G.-W35GX-2/4.3--5W</7W=$53/<24%%7%$<4CF.$W7235G
2$5W3/3$5&H&$-().&8I(1$+I3-+*$.,$-)./*+#(*#""!+
$@(%#!M!@D!M""$3590354<4Y3/0,5G%3<0-X</.-2/%&

O4/4.<<$5"J&"T;345"N&"V[<E-5"T&"())B&1/.72/7.4-5W
/04.E-%F.$F4./34<$8F$%=$%-2/32-23W%&24%%7%$<4Y03<[C
4.<5-5$2$EF$<3/4E-/4.3-%<&A&’0&"+,#"/*+#(*#)(%
E#*1(&.&3="MB$@@D@(%#(+!+D(+""&

\45"’&e&"?-"]&"())(&?32.$X3$%$G=$8F7%%7/3$52$5/.$%&
I-.X35N5</3/7/4$8U4205$%$G=O.4<<"I-.X35"(+MD
!(A$3590354<4%&

P43<X7.G"P&>&"H-.5<"1&?&"O4%%4/34."K&Q&"@**@&@M1.3C
X$<$E-%K’Q-EF%3832-/3$58$.F0=%$G454/32</7W=&
H&$-().&8?)*,#-+&.&3="@B!$(%#M*BDB)!&

P43"U&R&"̂0-5G"1&e&"10-$"J&>&"4/-%&"())"&N<$%-/3$5
-5W</7W=$8-54Y</.-35$824%%7%$<4W4G.-W35GX-2/4.3C
7E&9(5+-&(’#(,)./*+#(*#)(%E#*1(&.&3="(B$+%#@D
!"!*$3590354<4Y3/0,5G%3<0-X</.-2/%&

#-5P=["6&O&I&"?$07%-/<3"?&"())!&H3$W4G.-W-/3$5$8
Y-</4F-F4.X=24%%7%-<48.$E E-+*1&%#-’)J+-+%#&
?+&-#"&$-*#E#*1(&.&3="AM$@%#(@D(!&

4̂5G"e&J&"())A&N<$%-/3$5-5W3W45/3832-/3$5$8</.-Y24%%7%$<4C
X3$W4G.-W35G83%-E45/$7<875G3&K$6#+I3-+*$.,$-)./*+2
#(*#"""B$M%#M+(DM++$3590354<4Y3/0,5G%3<0-X</.-2/%&

0̂-5G"R&"I3EE4%"?&"?34%45Z"6&"())M&V7/%$$[8$.24%%7C
%-<43EF.$;4E45/#12.44535G-5W<4%42/3$5</.-/4G34<&
?+&,#*1(&.&3=I%5)(*#""("$+%#"+(D"A@&
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