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摘要! 采用基因组步移技术克隆了大口黑鲈垂体特异性转录因子 !"#&$& 启动子序列!该序

列全长 & #$> KN!预测存在 A 个八聚体转录因子 &")OMF&#结合位点和 P-P-框等基本转录元

件!& 个26G;6K6Q转录因子结合位点和 $ 个O-RC反应元件结合蛋白"4+3D#结合位点$ 采

用直接测序法研究发现!大口黑鲈!"#&$& 启动子序列的 <&? 和 <&?! 两个位点存在 1,CS!

该两个突变位点只检测到-%D两种单倍型$ 对养殖群体进行不同单倍型的基因频率和生长

关联分析!结果表明!单倍型-的等位基因频率为 %8$A#!单倍型D的等位基因频率为 %8="A&

群体关联分析表明!基因型为--型和-D型的个体在体质量%体长%全长%体高和体宽等方面

明显高于DD型个体!但基因型为-D型和--型的个体之间在体质量方面没有明显差异$ 该

研究结果为下一步进行分子标记辅助选择提供了基础$

关键词! 大口黑鲈& 垂体特异性转录因子& 单核苷酸多态性"1,CS#& 关联分析

中图分类号! T="!& 1>&='''''''文献标志码'-

''垂体特异性转录因子 # NIM9IMHUV SN;OIWIO

MUH:SOUINMI6: WHOM6U&"!"#&$&$是 C)*家族成员

之一"由动物垂体前叶特异性表达( !"#&$& 对

垂体前叶分泌细胞分泌生长激素 # XU6YMZ

Z6UG6:;"[2$)催乳素#NU67HOMI:"C+.$和促甲状

腺素亚
!

单位 #MZVU6I\FSMIG97HMI:X Z6UG6:;

!

"

P12F

!

$起决定性的正向调控作用*& <$+

( !"#&$&

的突变可导致垂体发育异常"阻碍 [2"C+.和

P12F

!

的正常表达"从而导致矮小个体出现*! <"+

(

!"#&$& 的突变也与生长激素)促甲状腺释放激

素
!

因子和催乳素的缺乏以及垂体功能的衰退

有关*# <=+

( 俞沛初等*?+发现猪 !"#&$& 的突变

与初生体质量和第一肋骨处)最后一条肋骨和最

后一枚尾椎处的平均背膘厚都呈显著相关(

+3,-50..3等*>+ 报道"比利时蓝白花肉牛的

!"#&$& 第 # 外显子上的突变与其体质量和体型

存在显著相关( (0-,[等*&%+ 检测到由于鸡

!"#&$& 第 # 外显子的突变导致氨基酸的改变与

鸡 ? 周龄体质量相关(

大口黑鲈#%&'()*+,(-../01)&2,.$"俗名加州

鲈"分类学上隶属鲈形目#C;UOIW6UG;S$)鲈亚目

#C6UO6I\;I$)太阳鱼科 #4;ZMUHOZI\H;$)黑鲈属

#%&'()*+,(-.$"属广温性鱼类"且具有肉质鲜美)

抗病力强)生长迅速)易起捕)适温较广的特点(

自 &>?! 年引进后"广泛在珠江三角洲地区开展养

殖生产"现已成为中国重要的淡水养殖品种之一(

由于引种时奠基种群数量较少"且没有定期从原

产地引进亲本"没注重亲本留种的操作规程"导致

养殖大口黑鲈的遗传多样性降低)生产性能下降(

因此"很有必要开展大口黑鲈的良种培育工作(

由于传统的育种方法时间长"效率低"而分子

标记辅助育种是利用分子标记对个体遗传背景进

行考察"选择带有不同优良基因的个体作为亲本"

从而极大地提高了性状选择的效率和准确性"减

少了育种过程的盲目性和周期性( 本研究以大口

黑鲈!"#&$& 作为与生长相关的候选基因"克隆
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了!"#&$& 的启动子序列"并采用直接测序法检

测基因上的单核苷酸多态性 #SI:X7;:9O7;6MI\;

N67VG6UNZISGS"1,CS$"研究!"#&$& 启动子上的

1,CS与大口黑鲈生长性状的关系"为下一步的分

子标记辅助选育提供候选标记(

&'材料与方法

!&!'实验材料

$%%= 年 && 月"于广东省佛山南海大口黑鲈

繁育基地采集随机群体样本 &$# 尾(

PUI]67U;HX;:M购自 0:^IMU6X;: 公司%N[3RFP

3HSV 购自 CU6G;XH公司% D766\ _4;77497M9U;

@,- ÌM和 [;:6G;aH7b;U*:Î;USH7̀ IM均购自

476:M;OZ公司%+,HS;/U;;@,HS;

"

购自 CU6G;XH

公司%+;̂;UPUH-O;F

#

F

$

ÌM试剂盒购自P)c)D)

公司% 限制性内切酶 3(/

"

" !4-

%

" 5.*

"

"

6')+

&

" 5'/

"

" 5+-

"

" 70-

"

和 8.(D

"

购自

/;UG;:MHS公司%琼脂糖)硝酸银)氢氧化钠)过硫

酸胺)P3R3@)丙烯酰胺和,",d,亚甲基甲叉丙

烯酰胺等购自广州威佳生物技术有限公司%

RHUb;UND+!$$ @,-B%.*

"

购自 P0-,[3,公

司%大肠杆菌@2"

#

由本实验室保存(

!&(')#*的提取及基因组)#*文库构建

测量大口黑鲈的体质量)体长)全长)体高)体

宽"同时以抗凝剂#-4@$与血液体积比为 #e& 的

比例进行尾静脉活体取血"按 D766\ _ 4;77

497M9U;@,- ÌM试剂盒的操作提取鱼血液@,-(

按照 [;:6G;aH7b;U*:Î;USH7̀ IM试剂盒的

操作"分别用限制性内切酶 3(/

"

)!4-

%

)5.*

"

)

6')+

&

)5'/

"

)5+-

"

构建大口黑鲈基因组 @,-

文库(

!&+'!"#!$! 启动子序列的扩增及测序

根据扩增到的大口黑鲈O@,-序列设计引物

C&"C$#表 &$( 按照[;:6G;aH7b;U*:Î;USH7̀ IM

试剂盒的操作"分别以 # 个基因组文库为模板"用

试剂盒提供的引物 -C& 与 C& 引物进行 C4+扩

增( C4+反应总体积为 $%

'

."含有 &% fD9WW;U

$8%

'

."RX47

$

#$" GG67B.$ %8?

'

.%\,PC#&%

'

G67B.$%8A

'

.%上下游引物#$%

'

G67B.$各 %8A

'

.%基因组 @,-A% :X"9/: 酶#上海申能博彩生

物科技有限公司$& *( C4+扩增程序!>A g预变

性 A GI:%!$ 个循环#>A g"!% S%A# h"# g"!% S%

=$ g"!% S$%=$ g再延伸 &% GI:( 取该 C4+产

物稀释 &%% 倍后利用-C$ 和 C$ 在同样的程序下

进行巢式C4+扩增"在 6')+

&

文库中检测到特

异性片段( 扩增产物经纯化)连接和转化"阳性克

隆委托上海英骏生物技术有限公司进行测序(

!&,'!"#!$! 启动子序列的转录元件分析

"d侧翼区域转录元件分析采用 PUH:SOUINMI6:

37;G;:M1;HUOZ 1VSM;G软件 # ZMMN!

!

YYY8OKI78

9N;::8;\9BOXIFKI:BM;SSBM;SS$对启动子上的转录

元件进行预测"所有参数设置均使用默认值"核心

序列矩阵相似度与序列矩阵相似度比值均大于

%8?(

表 !'引物名称及序列

-./&!'$01230%3453673%.88913:169.0;32<5=>/.%%!"#!$! 80<2<=3079<63";36<=?816;

引物名称

NUIG;U

引物序列 "d

#

!d

S;i9;:O;

引物名称

NUIG;U

引物序列 "d

#

!d

S;i9;:O;

C& "dF-P[-[[-PP[[4--[[[P[-[P4PF!d C! "dF[4-[-[444--[-4---4-4F!d

C$ "dFP[[[[P[---[-[P4[[4-4P[--4[F!d CA "dF-P[-[[-PP[[4--[[[P[-[P4PF!d

-C& "dF[P--P-4[-4P4-4P-P-[[[4F!d C" "dF[-P---[P--[-4P---4-4--[4F!d

-C$ "dF-4P-P-[[[4-4[4[P[[PF!d C# "dF4-PP4PP4P4-[[4444[4PF!d

!&@'突变位点筛选

从实验样品中随机取 &% 尾大口黑鲈的基因

组 @,-"利用引物 C! 和 CA 扩增 !"#&$& "d端

长度为 & A=! KN 的侧翼序列"经纯化后委托上

海英骏生物技术有限公司进行测序"用 5;OM6U

,0P19IM;&&8% 比对分析测序结果并寻找 1,CS

位点(

!&A'不同个体的基因型检测

先用引物C!"CA 扩增启动子部分序列"再以

其C4+产物为模板"用酶切引物C""C# 进行包含

两个1,CS位点在内的 $&% KN 片段的 C4+扩增"

扩增产物分别用限制性内切酶 70-

"

# <&?! 位

点$和8.(D

"

进行酶切# <&? 位点$"?j聚丙烯

酰胺凝胶检测突变个体(

!"#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

# 期 杜芳芳"等!大口黑鲈!"#&$& 启动子区域1,CS对生长的影响 ''

!&B'"#$%突变及单倍型生长相关性分析

等位基因频率分析利用 C6NX;:;#5;USI6:

!8$$处理(

利用1C11&=8% 软件一般线性模型#X;:;UH7

7I:;HUG6\;7"[.R$"采用最小二乘法分析1,CS与

大口黑鲈生长性状之间的相关性( 统计分析模型为

!

"#

$% &'

"

&(

"#

式中";

&<

为某个性状第 &个标记第 <个个体观测

值%-为实验观测所有个体的平均值#即总体平均

值$%8

&

为第&个标记的效应值%,

&<

为对应于观察

值的随机误差效应(

$'结果

(&!'大口黑鲈 !"#!$! @C侧翼序列克隆与转录

因子作用位点预测

以 # 个大口黑鲈基因组 @,-酶切连接文库

#3(/

"

)!4-

%

)5.*

"

)6')+

&

)5+-

"

)5'/

"

$为

模板*&&+

"利用基因组步移技术克隆获得 !"#&$&

"d侧翼序列 & #$> KN""dF*P+#$% KN( 启动子区

转录元件预测结果见图 &" 包含 P-P-框)

44--P框)[-P-框和 A 个八聚体转录因子 &

#)OMF&$结合位点等启动子基本转录元件"还有

26G;6K6Q转录因子结合位点 & 个"O-RC反应元

件结合蛋白 #4+3D$结合位点 $ 个( 4+3D与

!"#&$& 启动子两个 4+3D结合元件结合"启动

!"#&$& 的转录过程( 人的垂体特异性转录因子

!"#&$& 和生长激素 [2启动子上存在两个

O-RC反应元件序列 4[P4-

*&$+

" 大麻哈鱼

#"=')(>?='>-.@,+/ $ !"#&$&) [2基因"虹鳟

#"=')(>?='>-.1?@&..$的[2基因启动子上亦存

在两个4+3D结合位点*&! <&A+

(

$"#
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图 !'大口黑鲈!"#!$! 启动子序列

P-P-框)44--P框)[-P-框和)OMF& 结合位点用方框标出"4+3D)2,/)E,/C等用下划线表示( 突变碱基用加粗字体标出"突

变碱基位置的转录因子350&)21/结合位点用括号标出"起始密码子设为& k&'(

D1;&!'E3;59.=<0? F.7=<0/16:16; %1=3%<F9.0;32<5=>/.%%80<2<=30<F!"#!$!

P-P-FK6Q"44--PFK6Q"[-P-FK6Q H:\ )OMF& KI:\I:X SIM;SHU;SZ6Y: I: K6Q84+3D"2,/"E,/C";MO8HU;I: 9:\;U7I:;\8PZ;KHS;

G9MHMI6: HU;SZ6Y: I: MZIOb"MZ;MUH:SOUINMI6: WHOM6USKI:\I:X SIM;S7;H\ M6 HU;SZ6Y: I: KUHOb;MS8PZ;SMHUMO6\6: IS\;SIX:;\ HS& k&'8

(&('突变位点筛查结果

对 &% 个个体 !"#&$& 启动子序列经比对分

析"在其启动子 <&?! 和 <&? 位置发现两个

1,CS"且这两个突变只检测到-和 D#4F-为 -"

PF[为D$两种单倍型( 利用个体数为 &$# 的群

体对两个突变进行检测"结果表明"两个 1,CS在

群体中广泛存在"也只有两种单倍型 -#4F-$和

D#PF[$#图 $$( 单倍型的判断方法为! <&?! 位

点用限制性内切酶 70-

"

酶切后有 $&% KN 和 &?=

KN两条带"定为等位基因H

&

和 K

&

% <&? 位点用限

图 ('!"#!$! 启动子G!H+ 位点的"#$酶切电泳图

位于RHUb;U$&= KN处的条带为不能被限制酶切开的 $&% KN

的片段"位于 RHUb;U&>% KN 处的条带为被限制酶切开后的

&?= KN的片段(

D1;&('I937=0<8><03=178.==306%<F"#$%16@CJF9.6K16;

%3453673<F9.0;32<5=>/.%%!"#!$!

PZ;NHMM;U: HNNU6HOZ M6 $&= KN G;H:SMZ;C4+NU6\9OMOH::6MK;

O9MKV MZ;U;SMUIOMI6: ;:\6:9O7;HS;"MZ;NHMM;U: HNNU6HOZ M6 &>%

KN IS&?= KN I: SI];YZIOZ G;H:SMZ;C4+NU6\9OMZHSK;;: O9M

KV MZ;U;SMUIOMI6: ;:\6:9O7;HS;8

制性内切酶8.(D

"

酶切后有 $&% KN 和 &>$ KN 两

条带"定为等位基因 H

$

和 K

$

%且若 <&?! 位点检

测到等位基因H

&

" <&? 位点也会检测出等位基因

H

$

"若<&?! 位点检测到等位基因 K

&

" <&? 也会检

出等位基因 K

$

"反之亦然"于是将<&?! 和<&? 两

个位点都出现的等位基因 H定义为单倍型 -"将

两位点都检测到的等位基因 K 定义为单倍型 D(

两种单倍型的等位基因频率和基因型见表 $(

表 ('大口黑鲈!"#!$! 启动子区域"#$突变

在随机群体中的基因频率分布

-./&('D034536713%<F.99393%.6:;36<=?83%<F=>3

"#$25=.=1<61680<2<=3003;1<6<F9.0;32<5=>

/.%%!"#!$! 160.6:<28<859.=1<6

基因型

X;:6MVN;S

基因型频率Bj#样本数$

UHMI6 6W

\IWW;U;:MX;:6MVN;S

等位基因频率Bj

UHMI6 6W

\IWW;U;:MH77;7;S

-- ?8=#&&$ - D

-D !&8=#A%$ $A8# ="8A

DD ">8"#="$

(&+'不同单倍型与性状的关联分析

本实验用于关联分析的 &$# 尾鱼的平均体质

量为 "%% X"为同一批繁殖)同池养殖"且采样时间

一致"因此在建立模型时不考虑时间)环境及人工

饲养条件的差异( 不同基因型个体间生长性状的

多重比较结果见表 !"关联分析结果表明"两个

%"#
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1,CS所构成的单倍型对体质量)体长)全长)体

高)体宽有显著影响#!l%8%"$"基因型 --和

-D的个体的生长性状明显优于基因型为 DD的

个体(

表 +'不同基因型个体间生长性状的多重比较

-./&+'L59=18937<28.01%<6%<F

:1FF3036=;36<=?8316:1M1:5.9%

性状

MUHIM

基因型 X;:6MVN;

-- -D DD

!值

!^H79;

体质量BX

"#&8== m"A8>?

H

"A$8=& m$?8?!

H

A&&8?$ m$&8%"

K

%8%%%

体长BOG

$=8%A m%8>&

H

$#8>& m%8A?

H

$A8A? m%8!"

K

%8%%%

全长BOG

!%8#A m%8>?

H

!%8## m%8"$

H

$=8>! m%8!?

K

%8%%%

体高BOG

?8># m%8A%

H

>8%# m%8$&

H

=8>$ m%8&"

K

%8%%%

体宽BOG

A8=> m%8$&

H

A8=% m%8&&

H

A8&# m%8%?

K

%8%%%

注!不同单倍型间的多重比较采用 .1@法 "j的显著性检验"差

异显著性用上标H"K表示(

,6M;S!R97MIN7;O6GNHUIS6:SY;U;GH\;K;MY;;: X;:6MVN;S9SI:X

.1@G;MZ6\ HMMZ;"j SIX:IWIOH:O;7;̂;7"H:\ SIX:IWIOH:M\IWW;U;:O;S
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!'讨论

+&!'大口黑鲈 !"#!$! 启动子 "#$%导致转录

元件的改变

本研究在大口黑鲈 !"#&$& 基因启动子区

域筛选到两个1,CS位点"分别位于<&?! 和<&?

处( <&?! 位点处的1,C恰好是嗜亲性病毒综合

位点#;O6MU6NIÔ IUH7I:M;XUHMI6: SIM;"350$ <& 转化

蛋白的结合位点( 350F& 转化蛋白结合位点的碱

基序列为-[-P"突变后该碱基序列变为-[-4"

即<&?! 位点的突变会造成 350F& 转化蛋白结合

位点的消失( 350F& 转化蛋白能够抑制P[/F

!

细

胞因子和骨形态发生蛋白 # K6:;G6UNZ6X;:;MIO

NU6M;I:"DRC$信号转导的进行*&"+

"而骨形态发生

蛋白#DRC$是一种分泌性多功能蛋白"属于转化

生长因子#P[/$ <

!

细胞因子超家族"具有调节

细胞的增殖和分化以及促进骨)软骨生成的作

用*&#+

"即350F& 转化蛋白可以间接影响骨和软骨

的生长( <&? 位点1,C的-B[突变亦造成热激

因子#Z;HMSZ6Ob WHOM6US"21/$结合位点的消失(

而热激因子是热激蛋白的主要调控因子"许多热

激蛋白有组成型表达"在正常生理条件下参与一

些重要的生理活动"如蛋白质的转运)折叠)引起

细胞的不可逆损伤并导致死亡*&= <&?+

( <&?! 位

点和<&? 位点的突变造成的 350F& 和 21/结合

位点的消失可能提高启动子的活性或转录效率"

推测该突变是导致--型和-D型个体生长性状

优于DD型个体的主要原因(

+&('大口黑鲈 !"#!$! 启动子 "#$%影响 NO

基因的表达

人类和小鼠的生长激素#[2$基因的启动子

含有两个!"#&$& 蛋白结合位点"它们在 [2基

因启动子的激活过程中是必不可少的" 而

!"#&$& 蛋白具有的 !"#&$& 特有结构域和

C)*家族共有结构域两个结构域共同决定其与

[2基因启动子的结合功能*&> <$&+

( 此外"马岗鹅

催乳素#C+.$基因 "dF*P+上也发现存在 & 个潜

在 !"#&$& 结合位点#P[--P-P[--$

*$$+

( 通

过将研究得到的大口黑鲈 !"#&$& 基因启动子

与,4D0上的黑鲷 !"#&$& 基因的 G+,-序列

#序列号!3*$=>A"?$进行比对"发现其转录起始

位点以-起始"位于 <#$% KN 处"而直接测序法

发现的大口黑鲈 !"#&$& 基因的 "d调控区上存

在的两个 1,CS位于 <&?! 和 <&? 处"说明本研

究发现的 1,CS位于大口黑鲈 !"#&$& 基因的

"dF*P+上(

因此"推测本研究发现的 1,CS可能会影响

!"#&$& G+,-的翻译效率"造成不同机体内

!"#&$& 蛋白表达量的差异"进而影响 [2基因)

C+.的启动子活性"导致其表达水平的不同而出

现基因型--和-D的个体的生长性状优于基因

型为DD的个体(

此外"研究表明"小鼠 !"#&$& 的突变可导

致垂体的发育不全"进而干扰垂体前叶腺的正常

发育"导致相应的细胞分化被抑制*$! <$A+

( 因此"

推测本研究发现的 1,CS可能会干扰大口黑鲈垂

体前叶的正常发育"导致相应的细胞分化被抑制

而影响垂体的分泌功能进而影响生长(

+&+'单倍型与表型性状相关

在1,C标记研究和应用中发现"基因组上相

邻1,CS的等位位点倾向以整体形式遗传给后

代"这种一组相关联的 1,CS等位位点被称作单

倍型#ZHN76MVN;$( 单个研究1,C费时费力)统计

效率较低"而且单个1,C与疾病或某种表型性状

可能无相关性"而几个 1,CS的集合即单倍型与

性状有良好的相关性( 因为单倍型是位于同一条

染色体上的多个 1,CS位点上的一列等位基因"

它含有连锁不平衡的信息"而且基于单倍型的关

#"#
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联分析相当于利用多个 1,CS位点去寻找和定位

基因"并且还考虑到各个 1,C位点之间的相关

性"这当然比单个 1,C的定位更精确"并且检验

的功效也会随之增加( 研究表明"基于单倍型的

关联分析研究比基于单个 1,C位点的关联分析

研究更加有效*$" <!$+

( )14-+1),等*!!+将药物

代谢酶A;!$3# 中的 ! 个突变对酶功能活性影响

进行了研究"结果表明"其中任何单一的 1,CS对

酶功能几乎没有影响"但是由这 ! 个 1,CS构成

的单倍型 4cC$@#

"

&= 使酶活性丧失了将近

?%j( 本研究对大口黑鲈 !"#&$& 启动子序列

<&? 和<&?! 两个1,C位点同时进行基因分型"

只检测到-和D两种单倍型"基因型为 --型和

-D型的个体在体质量)体长)全长)体高)体宽方

面明显高于 DD型个体#!l%8%"$"反映出单倍

型中多个突变能够相互作用组成一个更优等位基

因"从而显著影响表型性状(

通过直接测序法发现大口黑鲈 !"#&$& 基

因启动子上的两个1,C位点"且只组成两种单倍

型-和D"单倍型 -为优势单倍型"在选育过程

中可将其作为选择亲鱼的候选分子标记"加快大

口黑鲈的选育(
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2;U;\IMV"$%%$""!#$$!=> <>&8

*!%+'3C1P30,RC" 1-PP3, [ -80:W;U;:O; 6:

ZHN76MVN; ;WW;OMS I: OHS;FO6:MU67SM9\I;S 9SI:X

9:NZHS;\ X;:6MVN;\HMH*(+8-G;UIOH: (69U:H76W

29GH: [;:;MIO"$%%!"=!##$!&!&# <&!$>8

*!&+'4.-+̀ -[8PZ;U67;6WZHN76VMN;SI: OH:\I\HM;

X;:;SM9\I;S*(+8[;:;MIO3NI\;GI676XV" $%%A" $=

#A$!!$& <!!!8

*!$+'142-0@@(83̂H79HMI:X HSS6OIHMI6:S6WZHN76MVN;S

YIMZ MUHIMS*(+8[;:;MIO3NI\;GI676XV"$%%A"$=#A$!

!A? <!#A8

*!!+')14-+1),R" 20@31P+-,@ R" ()2-,11),

0",+/08-O6GKI:HMI6: 6WG9MHMI6:SI: MZ;4cC$@#

"

&= #4cC$@#E$ H77;7;OH9S;SH7M;UHMI6:SI: ;:]VG;

W9:OMI6:*(+8R67;O97HUCZHUGHO676XV"&>>=""$##$!

&%!A <&%A%8

""#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

IFF37=%<F"#$%16!"#!$! 80<2<=30<6;0<P=>=0.1=%16

9.0;32<5=>/.%%#%&'()*+,(-../01)&2,.$

@*/H:XFWH:X

&"$

" D-0(9:FJI;

&

"

" .01Z;:XFJI;

&

" .0oIH6FZ9I

&

" /-,(IHFJIH

&

#&)*(+,-./0-1/0+/230/4"5-6-78 9%.10/4"5-6:";< '0((8"7= -78 >%61"?-1"/7"@(-06A"?(0:";<(0"(;A(;(-05< B7;1"1%1("

><"7(;(C5-8(D+/2:";<(0+95"(75(;"E%-7=F</%'"&%!?%"><"7-%

$)>/66(=(/2:";<(0"(;-78 ,"2(95"(75("9<-7=<-"G5(-7 H7"?(0;"1+"9<-7=<-"'$%&!%#"><"7-$

*/%=0.7=! 0: MZ;NU;S;:MSM9\V"MZ;NU6G6M;US;i9;:O;6W7HUX;G69MZ KHSS!"#&$& YHSO76:;\ YZIOZ IS

& #$> KN I: 7;:XMZ"NU;\IOM;\ MZ;;QISM;:O;6WW69U6OMHG;UMUH:SOUINMI6: WHOM6U&#)OMF&$ KI:\I:X SIM;S"6:;

Z6G;6K6Q MUH:SOUINMI6: WHOM6USSIM;S"MY6 O-RCFU;SN6:SÎ;;7;G;:MKI:\I:X NU6M;I:SSIM;SH:\ HP-P-K6Q8
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