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RESUMO

THEODORO, Priscila Stocco. Desenvolvimento de protocolos para avaliagao do efeito de
agrotoxicos sobre rizobactérias. 2022. 97 p. Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo.
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia do Solo,
Lages, 2022.

O uso de agrotdoxicos pode resultar em contaminagdo ambiental, levantando
preocupacoes sobre os efeitos e riscos sobre organismos nao-alvo nos ecossistemas. Uma série
de testes ecotoxicoldgicos sdo usados para avaliar a toxicidade de agrotdxicos em varios
organismos teste. As bactérias sdo um componente ecologico significativo e as mudangas
podem ter um impacto significativo na producao de alimentos e nos ciclos biogeoquimicos, mas
até agora sao pouco estudadas com relagao ao impacto dos agrotoxicos no solo. Neste contexto,
o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo ecotoxicoldgico para avaliar o efeito de
agrotoxicos no crescimento bacteriano e os efeitos das concentragdes de inibi¢do nas
populagdes da espécie Azospirillum brasilense cepas AbV5 ¢ AbV6 ¢ do género Bacillus
(Bacillus megaterium e Bacillus subtilis). O método empregado foi diluicdo em microplacas
das concentragdes dos ingredientes ativos dos agrotoxicos em meio de cultura contendo as
suspensdes bacterianas e incubadas a 30 °C por 48 horas. Os resultados demonstraram que o
método permitiu definir com sucesso o tempo de exposicdo dos ensaios através do
comportamento da curva de crescimento e as concentragdes de inibi¢ao para os ingredientes
ativos avaliados. As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas foram sensiveis ao
efeito dos agrotoxicos no crescimento bacteriano, apresentando sensibilidade em 8 horas de
exposi¢do apds a contaminagdo. Os pardmetros nimero de geragdes e a taxa de crescimento
instantdneo foram mais sensiveis para ambos os micro-organismos testados do que a exposicao
total. Os resultados mostram o potencial do uso de rizobactérias em testes de ecotoxicologia e

aumentam a crescente de evidéncias de impactos de agrotoxicos em organismos nao-alvo.

Palavras-chave: Bioensaios; Crescimento bacteriano; Rizobactérias.



ABSTRACT

THEODORO, Priscila Stocco. Development of protocols to evaluate the effect of pesticides on
rhizobacteria. 2022. 106p. Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo. Universidade do Estado de
Santa Catarina. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia do Solo, Lages, 2022.

The use of pesticides can lead to environmental contamination, which raises concerns about the
effects and risks to non-target organisms in ecosystems. A series of ecotoxicological tests are
used to assess the toxicity of pesticides on various test organisms. Bacteria are important
component of the ecosystem and changes can have a significant effect on the biogeochemical
cycles and food chain, but so far, they have been little studied in relation to the impact of
pesticides on soil. In this context, the objective of this work was to develop an ecotoxicological
protocol to evaluate the effect of pesticides on bacterial growth and the effects of inhibition
concentrations on populations of the species Azospirillum brasilense strains AbVS and AbV6
and the genus Bacillus (Bacillus megaterium and Bacillus subtilis). The method used was
dilution in microplates of the concentrations of the active ingredients of the pesticides in a
culture medium containing the bacterial suspensions and incubated at 30 °C for 48 hours. The
results showed that the method successfully defined the exposure time of the tests through the
behavior of the growth curve and the inhibition concentrations for the evaluated active
ingredients. Plant growth-promoting rhizobacteria were sensitive to the effect of pesticides on
bacterial growth, showing sensitivity at 8 hours of exposure after contamination. The
parameters number of generations and instantaneous growth rate were more sensitive for both
tested microorganisms than total exposure. The results show the potential of using rhizobacteria
in ecotoxicology tests and add to the growing evidence of impacts of pesticides on non-target

organisms.

Keywords: Bacterial growth; Bioassays; Rhizobacteria.
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1 INTRODUCAO GERAL

O crescimento da populacao intensificou a procura por bens de consumo, espago,
tecnologia e, principalmente, na produgao de alimentos e, consequentemente, o aumento do uso
de agrotoxicos e fertilizantes (LIU et al., 2019). O uso de agrotoxicos tem causado impactos
negativos, que podem levar a contaminagio da agua e do solo e causar efeitos adversos sobre
espécies ndo-alvo, afetando a biodiversidade, a cadeia tréfica, as funcdes ecossistémicas tanto
em ecossistemas aquaticos como terrestres (MEENA et al., 2020). Atualmente, os orgdos
reguladores t€m intensificado as exigéncias de dados e de protocolos ecotoxicoldgicos que
permitam inferir sobre o risco ambiental de substancias a serem utilizadas na agricultura, na
saude, no processamento e conservagdo de alimentos, e outros produtos, inclusive residuos dos
processos produtivos. Deste modo, as avaliagcdes de riscos ecologico (ARE) de agrotoxicos
devem ser cada vez mais abrangentes incluido organismos representativos das fungdes

ecoldgicas que mantém os sistemas produtivos.

No Brasil, os testes ecotoxicologicos exigidos pelo IBAMA s3o com abelhas e
minhocas, mas outros organismos ndo-alvo vém sendo amplamente estudados, como
microcrustaceos (BARSZCZ et., 2019), peixes (FREITAS, 2020), aves (WANG, 2021), algas
(MILOLOZA et al., 2021), enquitreideos e colémbolos (NIEMEYER et al., 2017; ZORTEA et
al., 2018; ALVES et al., 2019; CARNIEL et al., 2020). Em 2017, a Autoridade Europeia para
a Seguranc¢a dos Alimentos (EFSA) recomendou os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
como objetivo de protecao para andlise de risco dos efeitos de agrotoxicos no solo dada sua
importancia ecologica, entretanto, protocolos para testes de efeitos ecotoxicologicos sobre
micro-organismos do solo ndo-alvo ainda sdao escassos. Os FMA constituem um grupo de
grande relevancia ecoldgica que vem sendo estudado, para os quais recentemente foram
validados para agrotoxicos dois protocolos padronizados: um para avaliar efeitos na fase pré-

simbidtica (MALLMANN et al., 2018) e outro para a fase simbidtica (MALLMANN, 2020).

Para outros micro-organismos presentes no solo, tais como as bactérias rizosféricas sdo
escassos 0s protocolos de avaliagdes de risco ambiental que permitam avaliar de forma
padronizada o risco de agrotoxicos que norteie a sensibilidade desses organismos (BASILE,
2008; MALLMANN, 2018). Logo, determinar espécies de referéncia de rizobactérias ¢
fundamental no desenvolvimento de metodologia eficiente para a avaliagdo. Até o momento
a OECD (2000a ¢ 2000b) estabelece normas para testes ecotoxicoldogicos com micro-

organismos do solo com base apenas nas transformacdes do nitrogénio e do carbono no solo,
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como forma de avaliar os riscos do uso de agrotoxicos na atividade microbiana global. Nestes
testes ndo ha a caracterizacao da microbiota edafica, que pode ser a causa das grandes variagdes
dos resultados obtidos para um mesmo tipo de solo, mesmo em condi¢des padronizadas de

laboratorio.

A andlise de risco e autorizagdo de registro de agrotoxicos tanto no Brasil como no
Exterior sdo feitas considerando os efeitos apenas sobre organismos chave da fauna do solo e
nao consideram efeitos de toxicidade aguda ou cronica sobre fungos ou bactérias rizosféricas
(BASILE, 2008; MALLMANN, 2018), o que estd relacionado a auséncia de estudos e
desenvolvimento de protocolos padronizados, reprodutiveis e robustos para tal. Neste sentido,
as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) podem constituir grupo
importante de organismos nao-alvo quanto a utilizagdo em protocolos ecotoxicologicos € aos
efeitos dos agrotdxicos no solo sobre elas. Esse grupo de organismos destaca-se por suas
funcdes ecossistémicas essenciais relacionadas a fixagdo biologica do N, biorregulagdo,
solubilizagdo de fosfatos e produgdo de promotores de crescimento vegetal (GALINDO et al.,
2019). Para a validacdo de uma resposta ecotoxicologica € necessaria a padroniza¢do do
organismo e de sua resposta a variacdo da relacdo concentracdo-mortalidade ou concentragdo-
inibicdo do crescimento. A eleicdo de organismos testes para avaliacoes da toxicidade de
agrotoxicos em condigdes de laboratdrio segue os seguintes critérios: os organismos devem ser
representativos de um grupo taxondmico de importancia ambiental, ser de facil disponibilidade
para execucao de teste, existéncia de informag¢des adequadas da espécie e sempre que possivel,

ser uma espécie nativa (BUCH et al., 2016).

As rizobactérias promotoras de crescimento das espécies Azospirillum brasilense,
Bacillus megaterium e Bacillus subtilis apresentam grande parte dos quesitos de elei¢do de um
organismo-teste, onde destacam-se: crescimento rapido e uniforme, facil obtencdo e cultivo, e
facilidade nas avaliacdes de crescimento. Trata-se de organismos uteis de grande importancia
na dinamica dos agroecossistemas e de grande relevancia biologica. Além disso estes
organismos sao amplamente utilizados com bioinsumos na agricultura. A inclusao de um teste
com RPCP seria um complemento ecologicamente relevante ao conjunto de organismos

utilizados em testes de ecotoxicologicos.

Neste contexto, considerando a importancia ecologica e tecnologica das RPCPs ¢ a
necessidade de metodologias padronizadas para conhecer o efeito dos agrotoxicos que

permitam incluir no esquema de andlise de risco ecoldgico de substancias para o solo, realizou-
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se o presente estudo com os objetivos de propor protocolo inicial para avaliacao dos efeitos de
agrotoxicos sobre o crescimento das rizobactérias Azospirillum brasilense e de uma cultura de
Bacillus megaterium e Bacillus subtilis, micro-organismos que compoem a formulagdo de

inoculantes microbianos usados no Brasil.

1.1 OBJETIVOS
Objetivo geral

Estabelecer protocolos ecotoxicoldgicos para avaliacao dos efeitos de agrotoxicos em

populacdes de Azospirillum e Bacillus oriundas de formula¢des comerciais de bioinsumos.
Objetivos especificos

1. Definir as condigdes de ensaio, o tempo de exposicao ¢ os efeitos das concentragdes de
inibi¢do de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) do género
Azospirillum, in vitro, a agrotdxicos.

2. Definir as condigdes de ensaio, o tempo de exposicao e os efeitos das concentragdes de
inibicdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) do género

Bacillus, in vitro, a agrotoxicos.

1.2 HIPOTESES

1. As populacdes de RPCPs da espécie Azospirillum brasilense ¢ do género Bacillus (B.
megaterium + B. subtilis) sdo sensiveis a presen¢a de agrotdxicos e sua sensibilidade
correlaciona-se positivamente ao intervalo de tempo de exposicdo que define a fase log de

crescimento.

2. Os valores de concentracao de inibi¢ao do crescimento bacteriano podem ser utilizados para
indicar a toxicidade tanto de fungicidas, inseticidas ou ainda de mistura sobre populacdes de
RPCPs endofiticas e sua sensibilidade correlaciona-se positivamente com o tempo de
exposicao, comprimento de onda e aos parametros de exposicao total, nimero de geracdes e na

taxa de crescimento.
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3. Os inoculantes comerciais a base de RPCPs do género Azospirillum e Bacillus podem ser
incluidos em protocolos ecotoxicologicos padronizados para avaliagao do efeito de agrotoxicos

em rizobactérias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ensaios ecotoxicoldgicos

O uso de ensaios ecotoxicoldgicos para detectar alteragdes causadas por substancias
toxicas sobre a biota terrestre ¢ aquatica no ambiente tem sido frequente em estudos de
diagnostico e monitoramento ambiental onde sdo utilizados organismos terrestres, aquaticos e
plantas, que ficam expostos aos contaminantes sob condi¢des controladas (CETESB, 2001;
COTTA et al., 2019). Para estes fins, os ensaios ecotoxicologicos precisam reunir algumas
caracteristicas, tais como: rapidez, padronizacdo, baixo custo e sensibilidade para distinguir
entre graus de contaminag¢do (ALVES et al., 2013). Sendo assim, por meio dos ensaios
ecotoxicologicos, sao verificados os efeitos das varidveis ambientais capazes de afetar a
toxicidade das substincias disponiveis aos seres vivos de um ecossistema, podendo indicar uma
resposta mais precisa dos contaminantes presentes nas amostras ambientais (FONSECA et al.,
2020). Diversos organismos que desempenham fungdes essenciais na manutengao dos servigos
ecossistémicos sdo utilizados em teste ecotoxicoldgicos, como: minhocas, enquitreideos e
colémbolos. Recentemente, foram desenvolvidos testes de germinacdo de esporos de FMAs,
com a obtencao de protocolos ISO para os grupos de FMAs utilizados (MALLMANN et al.,
2018). A necessidade de incluir outros micro-organismos-chave, ja vem sendo discutida para
integrar protocolos e fornecer respostas sobre os efeitos de substancias sobre esses organismos,

jé& que protocolos para esses grupos-chave no solo ainda sao escassos (EFSA, 2017).

2.2 Desenvolvimento de protocolos

O estudo da ecotoxicologia em ambientes terrestres ¢ uma ciéncia relativamente nova,
cujo maior desenvolvimento cientifico ocorreu nos ultimos 30 anos e se concentrou
principalmente na Europa e Estados Unidos e ainda ha muitos questionamentos sobre as
possiveis situagdes de impacto sobre os organismos representantes do ambiente edafico em
paises tropicais (BIANCHI et al., 2010).

E importante que qualquer método de monitoramento ambiental, principalmente os
baseados na reposta de organismos individuais a estressores quimicos, seja padronizado e
baseado em métodos bem estabelecidos. A utilizagdo de testes padronizados traz inumeras

vantagens principalmente por permitir a selecdo de um ou mais testes uniformes e uteis para
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uma variedade de laboratodrios, facilitar a comparagdo dos dados contribuindo para aumentar a
utilizagdo dos dados publicados e permitir a reprodugdo de cada teste. Os efeitos
ecotoxicologicos podem ocorrer em todos os niveis de organizacao biologica, desde molecular
até o ecossistema, nas suas estruturas e fungdes (SUARES-ROCHA & UMBUZEIRO, 2022).

Com a necessidade de criagdo de novos modelos que envolvam organismos distintos ¢
diferentes moléculas como ferramentas cientificas de avaliagdo do potencial toxico dos
agrotoxicos foram e vem sendo desenvolvidas. Testes in vitro e in vivo avaliando efeitos que
ndo apenas a mortalidade em sistemas testes alternativos como as células cultivadas em
laboratorio comegaram a ser utilizados, aliando a necessidade de novas ferramentas de
investigagdo. A combinacao de diferentes métodos permite investigar multiplos parametros,
além de auxiliar no melhor entendimento de modos de agdo, vias de toxicidade e na
interpretacdo dos resultados das investigagdes. (SUARES-ROCHA & UMBUZEIRO, 2022).
A introdu¢do de metodologias adequadas para verificar o efeito dos agrotdxicos nos micro-
organismos do solo ¢ um passo decisivo para verificar qualquer efeito indesejado em um alto
nivel de seguranca (SCHAFER et al., 2019). Até o momento, a ecotoxicologia bacteriana estava
restrita a niveis comunitarios, mas também ¢ importante investigar como os agrotoxicos em
populacdes individuais influenciam os diferentes niveis de organizagdes biologicas para
permitir um conhecimento mais profundo dos efeitos dos agrotoxicos.

As bactérias exercem funcdes essenciais na manutencao dos ecossistemas e fornecem
informagdes que contribuem efetivamente na interpretagdo dos efeitos atribuidos as
perturbagoes do solo (MENDES et al., 2015). Por esta razdo tornam-se bons indicadores da
qualidade ambiental ja que um poluente ambiental, mesmo em concentragdes baixas, pode ser

identificado por estes organismos e com respostas em um curto intervalo de tempo.

2.3 Turbidimetria

As medi¢des de turbidez sdo usadas para estimar os parametros de crescimento de
bactérias como uma alternativa as tradicionais contagens em placas. Seu uso aumentou a
medida que novas tendéncias em microbiologia preditiva comegaram a concentrar na
quantificagdo na variabilidade das respostas bacterianas aos ambientes, especialmente em
relacdo aos estudos de avaliagdo de risco microbiolégico. Os sistemas automatizados de
medi¢do de turbidez permitem a producdo de grandes quantidades de observagdes replicadas

por longos periodos. A turbidimetria presenta vantagem de ser rapida e de facil execugdo e pode
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ser utilizada para monitorar o crescimento bacteriano sem destruir ou alterar as amostras
(TORTORA et al., 2016).

A turbidez € a razao entre a intensidade da luz incidente e a luz espalhada pela cultura
em um comprimento de onda definido. O método de turbidez ¢ aplicdvel em densidades
celulares mais altas entre 10° e 10’ mL!' (TORTORA et al., 2016).

Os comprimentos de onda normalmente utilizados para medir turbidez bacteriana
incluem 480 nm (azul), 540 nm (verde), 600 nm (laranja) e 660 nm (vermelho), tendo como
unidade de medida correspondente a densidade optica (DO). Em organismos unicelulares, a
densidade optica € proporcional, ao nimero de células bacterianas. (ALTERTHUM, 2008)

Os comprimentos de onda mais curtos, regido do espectro azul, permitem uma maior
sensibilidade nas leituras de absorbancia. Porém em suspensoes celulares densas as medidas de
absorbancia sdo mais precisas em leituras realizadas com comprimentos de onda mais longos,
regido vermelha do espectro que corresponde a uma absorbancia de aproximadamente 660 nm,
1sso ocorre porque nesta faixa de comprimento de onda ¢ gerada uma menor dispersdo de luz

(TORTORA et al., 2016).

2.4 Micro-organismos com potencial para serem usados nos testes

O solo ¢ um recurso limitado que fornece um habitat inico e complexo para uma ampla
gama de micro-organismos que suportam as principais fungdes do ecossistema do solo e
contribuem para processos complexos (BLUM, 2006; GRAHAM et al., 2016). Os micro-
organismos do solo sdo os organismos mais abundantes nos ecossistemas terrestres (PEDROS-
ALIO & MANRUBIA, 2016). Eles cumprem uma gama de fungdes que suportam os ciclos
biogeoquimicos, contribuem para o abastecimento de alimentos e a qualidade da 4dgua, regulam
as emissoes de gases de efeito estufa e participam de processos de detoxificagdo do solo
(SMITH et al., 2015). A perda de diversidade microbiana pode alterar multiplas funcdes e
servicos do solo, com grandes consequéncias no ecossistema (PHILIPPOT et al., 2013;
DELGADO-BAQUERIZO et al., 2016).

Poluentes como os agrotoxicos, podem afetar indiretamente os micro-organismos do
solo ao inibir enzimas envolvidas em processos microbianos na sobrevivéncia de certas espécies
e o comprometimento das fung¢des desenvolvidas por estes (PUGLISI et al., 2012;
KARPOUZAS etal.,2014; ROMDHANE et al., 2016). Ainda, a exposic¢ao repetida a poluentes

pode induzir o surgimento de micro-organismos capazes de metaboliza-los para obter nutrientes
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e energia através da biorremediacdo (ARBELI & FUENTES, 2007). Nesse contexto, 0os micro-
organismos representam bioindicadores relevantes da qualidade do solo (THIELE-BRUHN et

al., 2020).

2.5 Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs)

Muitos micro-organismos coexistem e vivem na regido da rizosfera devido a alta
quantidade de exsudatos liberados pelas plantas, sendo as bactérias as mais abundantes, de vida
livre ou ainda de forma associativa, como as rizobactérias endofiticas (SAHARAN & NEHRA,
2011). A utilizagdo de micro-organismos benéficos as plantas, como as RPCPs, vem ganhando
aten¢@o crescente na busca por sistemas agricolas mais sustentaveis (KOSKEY et al., 2021;
SANTOS et al., 2021). Devido ao seu potencial na substituicdo e/ou reducdo do uso de
fertilizantes, certamente nas proximas décadas, os inoculantes microbianos irdo desempenhar
um papel importante na revolugdo agricola, visando uma agricultura sustentavel (PARNELL et
al, 2016). A importancia de RPCPs na agricultura foi apresentada pela primeira vez por
Kloepper e Schroth (1978) e, a partir disso, diversos pesquisadores em todo mundo comegaram
a investigar os mecanismos, modo de acdo, fisiologia e bioquimica dessas bactérias, alcancando
uma compreensao mais detalhada da mecanica empregada por RPCPs para promover o
crescimento de plantas (GOSWAMI et al. 2016). Esse entendimento permitiu o uso pratico de
RPCPs na agricultura na forma de produtos formulados, utilizados como bioinoculantes (JHA

& SARAF, 2015).

A interagao entre plantas e RPCPs € um processo complexo e reciproco. A colonizagao
bacteriana de plantas ¢ a etapa inicial e fundamental nessa interagdo benéfica. Ela se inicia
através da exsudacao de diversos compostos pelas raizes, os quais atraem micro-organismos do
solo e da rizosfera em sua dire¢do por quimiotaxia, causando subsequente movimento
bacteriano ao longo das raizes e possivel aderéncia na superficie radicular por RPCP que
influenciam positivamente o desenvolvimento vegetal através de mecanismos diretos e/ou
indiretos (VESSEY et al, 2003). Mecanismos diretos compreendem tanto a facilitacdo da
aquisicdo de nutrientes como: fixagdo biologica de nitrogénio (FUKAMI et al., 2018),
solubilizacdo de fosfato (WAHYUDI et al., 2011; BAHADIR et al., 2018) e a produgdo de
siderdforos quelantes especificos de ions ferro (BJELIC et al., 2018), quanto a modulagio de
niveis hormonais vegetais na producao de acido indol acético (AIA) e outros fito-hormonios

(WAHYUDI et al., 2011; MOHITE, 2013; FUKAMI et al. 2018). Mecanismos indiretos
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envolvem a reducdo dos efeitos inibitorios de varios patogenos sobre o desenvolvimento e
crescimento vegetal, mais especificamente, por meio de competi¢do por nutrientes, exclusdo de
nichos, indugao de resisténcia sistémica e produg¢ao de metabolitos antimicrobianos (SHAFT et

al., 2017).

Dentre os géneros bacterianos de RPCPs estdo: Acinetobacter, Aeromonas,
Agrobacterium, Allorhizobium, Arthrobacter, Azoarcus, Azorhizobium, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium,
Delftia, Enterobacter, Frankia, Gluconacetobacter, Klebsiella, Mesorhizobium, Micrococcus,
Paenabacillus, Pantoea, Pseudomononas, Rhizobium, Serratia, Streptomyces e Thiobacillus
(GLICK, 1995; BASU et al., 2021), sendo os géneros Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus os
mais extensivamente estudados (BENEDUZI et al., 2012; SANTOS et al., 2021). As bactérias
do género Bacillus tém se destacado, devido a sua ampla distribuigdo no ambiente,
compreendendo um grupo de bactérias gram positivas, em formato de bastonete ¢ capaz de
formar estruturas dormentes estaveis, os enddsporos, permitindo adaptagdo a condicdes
abioticas extremas, como temperaturas, pH ou exposi¢do a agrotoxicos (BAHADIR et al.,
2018). A produgao de auxinas e a formacao dos endosporos por Bacillus oferecem oportunidade
de uso dessas caracteristicas na promocao de crescimento vegetal e uma estratégia para a
recomendagdo de producdo de inoculantes industriais (BATISTA, 2017). Bacillus podem
influenciar o crescimento das plantas, aumentar a producdo, solubilizar fosfato e potéssio e
proteger as plantas contra patégenos (IDRISS et al., 2002; WAHYUDI et al., 2011). Ha
evidéncias de que 80% dos micro-organismos isolados da rizosfera de diferentes culturas tém
a capacidade de produzir auxinas (AIA) usando metabolitos secundarios (CHANDRA &
SINGH, 2016). Este fito-hormdnio promove mudangas no controle do crescimento vegetativo
em plantas (GUPTA et al., 2016; CHANDRA & SINGH, 2016) e pode levar ao aumento de
volume, ramificagdo e comprimento da raiz, especialmente nos estagios iniciais de
desenvolvimento (CASSAN et al., 2014) proporcionando, consequentemente, maior acesso aos
nutrientes do solo e a 4gua. Foram quase 20 anos de estudos e dedicagdo para que duas cepas
identificadas pela Embrapa Milho e Sorgo, Bacillus megaterium BRM 119 (isoladas da
rizosfera de plantas de milho) e Bacillus subtillis BRM2084 (caracterizada como endofitica de
milho), dando origem ao primeiro inoculante microbiano de solubiliza¢io de fésforo no Brasil,
através de uma parceria publico-privada da Embrapa e a empresa Bioma. O inoculante
BiomaPhos® foi desenvolvido inicialmente para milho, mas ja vem trazendo resultados para

outras culturas como soja, cana-de-agucar, feijao, arroz, sorgo, braquiaria e café, aumentando a
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absorcao de fosforo pelas plantas, resultando em incremento na producdo de graos

(OLIVEIRA-PAIVA et al., 2020a e 2020b).

Espécies de Azospirillum sdo as RPCPs mais estudada atualmente e tém sido usadas
como inoculantes em diferentes partes do mundo em diversas culturas, inclusive no Brasil e seu
uso aumentou de forma impressionante no Brasil ¢ na Argentina nos tltimos anos (FUKAMI
et al., 2018; CASSAN et al., 2020). Esses micro-organismos sdo capazes de fixar nitrogénio
atmosférico e produzir varios tipos de fito-hormdnios, como auxinas, giberelinas, citocininas,
etileno, acido abcisico e acido salicilico (DE-BASHAN et al., 2010; CASSAN et al., 2014;
FUKAMI et al., 2016; FUKAMI et al., 2017). Os beneficios incluem protecao contra estresses
abidticos e bidticos (FUKAMI et al., 2018) e aumento da produtividade (RONDINA et al.,
2020). Efeitos da coinoculagao com RPCPs também foram observados (FUKAMI et al., 2017,
BARBOSA et al., 2021). Além de estimular o crescimento radicular, os fito-hormonios
melhoram a arquitetura radicular para absor¢do de dgua e nutrientes (FUKAMI et al., 2017;

FUKAMI et al., 2018; RONDINA et al., 2020).

Apesar dos grandes avangos obtidos em estudos, as primeiras estirpes comerciais de
Azospirillum no Brasil tiveram sua eficiéncia agrondmica confirmada pela Embrapa Soja em
2004 e o primeiro inoculante comercial foi comercializado em 2009. Desde entdo, dezenas de
resultados vém sendo publicados com as duas principais estirpes, A. brasilense Ab-V5 e AbV6,
principalmente nas culturas do milho e do trigo, mas também ha registro para o arroz. Na safra
de 2019/2022 mais de 10,5 milhoes de doses de inoculantes contendo A. brasilense foram
comercializadas para gramineas no Brasil (SANTOS et al., 2021). Além da inoculagdo, a
coinoculacdo ¢ uma tecnologia de manejo recentemente recomendada entre diferentes géneros
de RPCPs como Bradyrhizobium, Rhizobium e Azospirillum. A coinoculagdo apresenta
incrementos na nodulacdo, no crescimento vegetal e na produtividade das culturas agricolas

que respeita a sustentabilidade agricola, econdmica e ambiental (BATISTA et al., 2017).

Considerando o aumento do uso de Azospirillum e Bacillus como rizobactérias, por
outro lado, o amplo uso de agrotoxicos na agricultura moderna pode causar efeitos colaterais
prejudiciais aos micro-organismos do solo ndo-alvo, afetando a biodiversidade, as cadeias
alimentares e os ecossitemas terresres. Pesquisas de campo e de laboratdrio nas ultimas décadas
indicaram que a maioria dos agrotoxicos podem apresentar efeitos estimulantes no crescimento
da populagdo de micro-organismos do solo, porém outros agrotoxicos podem causar efeitos

negativos suprimindo o crescimento e atividade da nitrogenase das bactérias fixadoras de
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nitrogénio (ALCANTARA NETO et al., 2014; CAMPO et al.; 2009; PEREYRA, 2009;
ARAUIJO & ARAUJO, 2006). Os estudos ecotoxicoldgicos permitem avaliar o potencial risco
ambiental do uso de determinadas substancias, por meio de testes padronizados capazes de
fornecer resultados rapidos sobre os efeitos de substancias que estdo presentes no solo sobre os
organismos (ALVES et al., 2013). No ambito do processo de registro de agrotoxicos, o impacto
ecotoxicologico dos agrotdxicos sobre os micro-organismos do solo apresentam abordagens
classicas para quantificar impactos na abundancia (massa microbiana), estrutura (analise de
acidos graxos fosfolipidicos, técnicas moleculares, como T-RFLP ou A-RISA) ou atividade
(respiracdo do solo, atividade enzimatica) das comunidades microbianas do solo
(SRINIVASULU & RANGASWAMY, 2013; ANURADHA etal., 2016; WANG et al., 2016).
Mais recentemente os estudos estdo utilizando o sequenciamento de DNA de ultima geragao
(NGS) e microarranjos de alta densidade (PhyloChip) para avaliacdo do potencial do efeito
toxicologico sobre a diversidade e a composicdo das comunidades bacterianas do solo

(STORCK et al., 2018).

Ensaios utilizando RPCPs ainda sdo escassos, ndo havendo protocolos padronizados
para a conducdo, o que demonstra a importancia de tal estudo, o qual podera ser um primeiro
passo para a adequacao dos protocolos internacionais para a inclusao de RPCPs como referéncia

para os ensaios ecotoxicoldgicos, incluindo parametros de avaliagdes de toxicidade.

2.6 Uso de agrotdxicos

No Brasil, a produgdo de agrotoxicos teve inicio na década de 1940, com a consolidagdo
do setor ¢ foi estabelecida por volta de 1970. Ao mesmo tempo, comegou uma sériec de
programas e movimentos que incentivaram o uso € o comércio dos agrotdxicos, como o Sistema

Nacional de Crédito Rural (SNCR) e o Programa de Defensivos Agricolas (LONDRES, 2011).

Baseado na Revolucdo Verde, o modelo de produ¢do agricola predominante no Brasil
baseia-se no uso intensivo de insumos e técnicas para aumentar a produtividade (EMBRAPA,
2014). Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) a venda de agrotoxicos no Brasil cresceu quase 40 vezes nos ultimos 20 anos,
registrando a venda de 620 mil toneladas de ingrediente ativo em 2019 (IBAMA, 2019).
Herbicidas, seguidos de fungicidas e, por fim, inseticidas, foram os mais vendidos. Quanto a

classe de perigo para o meio ambiente, 60% dos agrotoxicos vendidos sdo da classe III
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(perigosos), 32,03% da classe II (muito perigosos), ¢ aproximadamente 1% da classe I

(altamente perigoso). (IBAMA, 2019).

O uso intensivo de agrotoxicos tem causado preocupagdo em relagdo ao destino no meio
ambiente, comportamento ¢ os efeitos em organismos ndo-alvo (DIVELY et al., 2015). A
dinamica dos agrotdxicos no meio ambiente depende de uma série de fatores que a afetam a
persisténcia e a mobilidade de substincias em diferentes compartimentos do ambiente

(EMBRAPA, 2008).

A piraclostrobina, molécula de efeito fungicida e de acao sistémica, principio ativo do
produto comercial Comet®, pertencente ao grupo da estrobilurina. Atua como inibidor da
respiragao fungica por meio do transporte de elétrons nas mitocondrias do citocromo—b e do
citocromo-cl, inibindo a formac¢do de ATP (ZHANG et al., 2020). Possui indicagdo para uso
em diversas culturas agricolas de trigo, milho e arroz e em sistemas florestais que realizam o

plantio de pinus e eucalipto.

O fipronil ¢ um inseticida de contato e ingestdo, do grupo pirazol, ingrediente ativo do
produto comercial Source®. O mecanismo de ag¢do do fipronil age por bloqueio ndo-
competitivo dos canais de cloreto dos receptores especificos do sistema GABA, um dos
neurotransmissores responsaveis por efeitos inibitorios no sistema nervoso central e das
sinapses neuromusculares (MAGNUSON et al., 2022). Utilizado no tratamento de sementes de

arroz, cevada, feijao, milho, pastagens, soja e trigo (AGROFIT, 2022).

O Standak®Top ¢ uma mistura comercial de ingredientes ativos contendo o inseticida
fipronil do grupo pirazol, e os fungicidas piraclostrobina do grupo da estrobilurina e tiofanato
metilico do grupo do benzimidazol. Segundo a recomendagao de uso do fabricante, esse produto
¢ destinado ao tratamento das sementes antes do plantio e estabelecimento da muda a campo, a
fim de evitar a infecc@o por fungos e ataque de pragas no periodo inicial do desenvolvimento

da cultura.
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3 CAPIiTULO 1: PROTOCOLO PARA AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE
FUNGICIDA E INSETICIDA SOBRE Azospirillum brasilense cepas AbVS E AbV6

RESUMO

O emprego de micro-organismos tem despertado grande interesse se tornando um campo da
biotecnologia cada vez mais estudado e explorado. Os micro-organismos sdo indicadores
sensiveis a polui¢do ambiental devido a sua rapida resposta aos contaminantes, facilidade de
cultivo e manuten¢do em laboratorio. A rizobactéria promotora de crescimento de plantas
Azospirillum brasilense tem relevancia ambiental, desempenha fun¢des metabdlicas, suporta
processos fisiologicos e tem importancia como inoculante comercial. O uso dos agrotdxicos
ajudou aumentar a producao de alimentos ao longo dos ultimos anos. No entanto, os impactos
dos agrotdxicos no ecossistema terrestre nos micro-organismos ndo-alvo sdo pouco
investigados. O uso de testes ecotoxicologicos ¢ de fundamental importancia para fornecer
informagdes a andlise de toxicidade dos agrotoxicos nos ecossistemas. Neste trabalho foi
desenvolvido um protocolo ecotoxicoldgico para avaliar o efeito de agrotoxicos no crescimento
bacteriano e os efeitos das concentracdes de inibi¢do nas populacdes da espécie Azospirillum
brasilense cepas AbVS5 e AbV6. O método foi baseado na diluicdo em microplacas das
concentragdes dos ingredientes ativos dos agrotoxicos em meio de cultura DY Gs contendo as
suspensdes bacterianas e incubadas a 30 °C no decorrer de 48 horas. Os resultados mostraram
que as cepas AbVS e AbV6 de A. brasilense apresentaram sensibilidade ao efeito dos
agrotoxicos no crescimento bacteriano, apresentando sensibilidade nas primeiras 8 horas de
exposi¢ao apds a contaminacdo e atingiu sua fase exponencial apos 24 horas de incubagdo. Em
32 horas A. brasilense AbV5 ¢ AbV6 apresentaram o inicio de sua fase de declinio. Na
determinag¢do da concentracdo de inibicdo os pardmetros nimero de geracdes € a taxa de
crescimento instantaneo foram mais sensiveis do que a exposigao total. Os resultados mostram
que as cepas AbV5 e AbV6 de A. brasilense tem potencial para ampliar o escopo das

informagdes ecotoxicologicas.

Palavras-chave: Azospirillum; Bioensaios; Crescimento bacteriano.
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3 CHAPTER 1: PROTOCOL FOR ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF
FUNGICIDE AND INSETICIDE ON Azospirillum brasilense strains AbVS E AbV6

ABSTRACT

The use of microrganisms has aroused great interest, becoming in increasingly studied and
explored field of biotechnology. Microorganisms are sensitive indicators of environmental
pollution due to their rapid response to contaminants, ease of cultivation and maintenace in the
laboratory. The plant growth-promoting rhizobacterium Azospirillum brasilense has
environmental relevance, performs metabolic functions, supports physiological processes and
is important as a comercial inoculant. The use of pesticides has helped to increase food
production over the last few years. However, the impacts of pesticides on the terrestrial
ecosystem on non-target microorganisms are poorly investigated. The use of ecotoxicological
tests is of fundamental importance to provide information for the analysis of the toxicity of
pesticides in ecosystems. In this work, na ecotoxicological protocol was developed to evaluate
the effect of pesticides on bacterial growth and the effects of inhibition concentrations on
populations of the species Azospirillum brasilense strains AbV5 e AbV6 . The method was
based on the dilution in microplates of concentrations of the active ingredients of pesticides in
DYGs culture medium containing bacterial suspensions and incubated at 30 °C, over 48 hours.
The results showed that A. brasilense AbV5 e AbV6 were sensitive to the effect of pesticides
on bacterial growth, showing sensistivity in the first 8 hours of exposure after contamination
and reached its exponential phase after 24 hours of incubation. In 32 hours, A. brasilense AbV5
¢ AbV6 showed the beginning of its decline phase. In determining the inhibition concentration,
the parameters number of generations and the instantaneous growth rate were more sensitive
than the total exposure. The results show that A. brasilense strains AbV5 e AbV6 have a

potential to expand the scope of ecotoxicologial information.

Keywords: Azospirillum; Bacterial growth; Bioassays.
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3.1 INTRODUCAO

A maioria dos trabalhos de ecotoxicologia para avaliar os efeitos dos agrotoxicos em
micro-organismos do solo utilizam o monitoramento através de técnicas de cultivo, testes
bioquimicos e tecnologias moleculares nas comunidades bacterianas ou a utilizagdo de
bioreporteres como as bactérias gram-negativa Escheria coli e gram-positiva Staphylococcus
spp (ROMDHANE et al., 2019). Os agrotoxicos utilizados na agricultura interagem com os
micro-organismos rizosféricos tanto positivamente como negativamente (KARPOUZAS et al.,
2016). No entanto o resultado depende do tipo de agrotoxico usado, sua concentragdo aplicada
no campo ¢ o nivel de persisténcia no solo (CYCON et al., 2016; MUNDI et al., 2020). A
aplicacdo excessiva pode provocar efeitos deletérios nos micro-organismos do solo nao-alvo
podendo causar danos ao DNA, proteinas, oxidagdo da membrana, na sinalizagdo e na fixagao
biologica de N>, na redug¢do de assimilagdo de fotossintatos, no crescimento celular ¢ na
sobrevivéncia (AHMAD et al., 2012; KAHN et al., 2021).

Nesse contexto, a introdugdo de novas metodologias adequadas para verificar o efeito
prejudicial dos agrotoxicos nos micro-organismos do solo € um passo decisivo para verificar
qualquer efeito indesejado com um alto nivel de seguranca (SCHAFER et al., 2019). A
necessidade de analises simples e rapidas para avaliar os potenciais efeitos dos agrotoxicos
sugere a escolha de um grupo chave de micro-organismos de importancia ecologica para serem
utilizados em testes devido as suas respostas rapidas, baixo custo e facilidade de manuseio.

As Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas do género Azospirillum estao
presentes na rizosfera e podem estar associadas a rizosfera da planta, na coloniza¢do externa,
ou associadas endofiticamente nos espagos intercelulares das raizes colonizadas. Sao
conhecidas por uma série de mecanismos responsavel pelo efeito promotor de crescimento,
incluindo a producdo de fitohormonios, fixa¢do de nitrogénio, aumento da disponibilidade de
agua e nutrientes pelas plantas (GALINDO et al., 2019). Também sdo relatados a redugdo ao
estresse bidtico e abiotico, estimulo do crescimento radicular e vegetal e resisténcia a patogenos
(BASU et al., 2021).

Azospirillum ¢ uma das rizobactérias promotoras de crescimento de plantas mais bem
estudadas em escala laboratorial e a campo. A espécie 4. brasilense é utilizada como inoculante
comercial para diversas culturas, especialmente milho, trigo e arroz, que sdo de importancia
econdmica para todo o mundo (MEHNAZ, 2015; ZEFFA et al., 2019). A pratica de inoculagdo

com Azospirillum fornece uma contribui¢do direta para aumentar o rendimento das culturas e
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aumentar a eficacia no uso dos recursos de producdo com beneficios estendidos ao meio
ambiente para uma agricultura sustentavel (GUPTA et al., 2016; STORCK, et al., 2018; BASU
etal., 2021).

Embora a inoculacdo com Azospirillum promove aumentos na produtividade das
culturas, podem ser esperadas limitagdes relacionadas a compatibilidade com os agrotdxicos
empregados no tratamento de sementes. Alguns agrotdxicos representam risco para A.
brasilense, como o efeito toxico 24 horas apoés a exposi¢do do agrotoxico Standak Top na
sobrevivéncia de A. brasilense no tratamento das sementes de milho (SANTOS et al., 2021) e
no tratamento de sementes de trigo com fungicidas apds 4 horas da inoculagdo das sementes
(TAKAHASHI et al., 2022). Estudos sobre o impacto de agrotoxicos em A. brasilense sao
necessarios para evitar os efeitos negativos sobre a bactéria e sobre os mecanismos de promogao

do crescimento das plantas.

O objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo para avaliagdo dos efeitos da
molécula fungicida piraclostrobina (Comet®), do inseticida fipronil (Source®) ¢ da mistura
fungicida + inseticida piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil (Standak Top®) no
crescimento de populacdes de A. brasilense, cepas AbV5 e AbV6, por meio de testes

ecotoxicoldgicos em microplacas. As seguintes hipoteses foram estudadas:

1. As populacdes de RPCPs AbV5 e AbV6 da espécie Azospirillum brasilense sdo sensiveis a
presenca de agrotoxicos e sua sensibilidade correlaciona-se positivamente ao intervalo de

tempo de exposi¢ao que define a fase log de crescimento.

2. Os valores de concentragao de inibi¢ao do crescimento bacteriano podem ser utilizados para
indicar a toxicidade tanto de fungicidas, inseticidas ou ainda de mistura sobre populacdes de
Azospirillum brasilense e sua sensibilidade correlaciona-se positivamente com o tempo de
exposi¢ao, diferentes leituras do comprimento de onda e aos parametros de exposi¢ao total,

numero de geragdes e na taxa de crescimento.

3. O inoculante comercial a base de populagdes de Azospirillum brasileinse AbV5 e AbV6
podem ser utilizadas em protocolos ecotoxicologicos padronizados para avaliagao do efeito de

agrotoxicos em rizobactérias.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Micro-organismo estudado

O inoculante comercial de RPCPs utilizado para os testes foi cedido pela empresa Bioma
(Fazenda Rio Grande — PR — Brasil). O inoculante formulado com a espécie A. brasilense (cepas
AbV5 e AbV6), é um inoculante liquido registrado para gramineas, contendo 4x10® células

viaveis mL™".

3.2.2 Produtos avaliados

Os tratamentos consistiram de concentragdes das formulagdes comerciais do fungicida
Comet® contendo: Methyl N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3yloxymethyl] phenyl} (N-
methoxy) carbamate (piraclostrobina) 250 g L! (25% m/v), do inseticida Source® contendo:
(RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoromethylsulfinylpyrazole-3-
carbonitrile(fipronil) 250 g L' (25%; m/v) e do fungicida + inseticida Standak®Top contendo:
Methyl N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol3-yloxymethyl] phenyl} (N-methoxy) Carbamate
(piraclostrobina) 25 g L' (2,5%; m/v); Dimethyl 4,4'-(o-phenylene)bis(3-thioallophanate)
(tiofanato metilico) 225 g L™ (22,5%; m/v) e (RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,a,a-trifluoro-p-
tolyl)- 4 trifluoromethylsulfinylpyrazole-3- carbonitrile (fipronil) 250 g L™! (25%; m/v).

3.2.3 Teste de toxicidade bacteriana in vitro

Inicialmente foram realizados testes preliminares de toxicidade para identificar as
concentragdes a serem utilizadas nos testes definitivos com os agrotoxicos proposta por
Crovetto et al. (2017), que determinou a concentragdo de parabenos em E. coli ¢ S. aureus,
utilizando as seguintes concentragdes: 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1.000 ug mL™'. Com base
nos resultados dos testes preliminares foi estabelecido o intervalo de concentragdes de 10, 20,
40, 80,160, 320, 640, 1.280 ¢ 2.560 pg mL! utilizado nos ensaios definitivos.

Para os ensaios de toxicidade, os procedimentos foram seguidos conforme Crovetto et
al. (2017). Solugdes toxicas de cada agrotoxico foram preparadas separadamente em tubos do
tipo Falcon de 15 mL, na concentracdo maxima de 2.560 pg mL™ dos ingredientes ativos
piraclostrobina, fipronil e da mistura piraclostrobina + tiofonato metilico + fipronil (solugao
estoque), do qual diluigdes seriadas com agua destilada e esterilizada de 1:2 foram realizadas
para obter concentragdes finais de 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1.280 ¢ 2.560 pug mL"' e um

controle sem contaminagao da solucgao.
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Um indculo inicial foi preparado em frascos contendo 30 mL de meio liquido Dextrose
Yeast Glutamato — DYGS com a seguinte composi¢ao (por litro: glicose 2 g, acido malico 2 g,
peptona bacteriologica 1,5 g, extrato de levedura 2 g, KxHPO4 0,5 g, MgS04.7H20 0,5 g, 4acido
glutamico 1,5 g, pH 6,8) e autoclavado a 120 °C, 1 atm de pressao, durante 20 minutos. Apos
o resfriamento, em camara de fluxo, foi adicionado ao meio de cultura 3 mL do inoculante
contendo A. brasilense. A suspensdo bacteriana foi padronizada a partir de uma cultura de 12
horas e foi mantida sob agitagdo em uma mesa agitadora a 150 rpm, com temperatura controlada
a 30 °C, em camara de germinagao tipo D.B.O (Demanda Bioquimica de Oxigénio), até atingir
a fase exponencial de crescimento na densidade otica de 0,04 nas leituras de absorbancia de
450, 540 e 690 nm, a qual foi utilizada nos ensaios. A curva de crescimento do 4. brasilense
foi previamente construida estabelecendo o comportamento ao longo do tempo.

Os ensaios foram realizados em microplacas de microtitulagdo com 96 pogos. Para isso
um volume de 100 pL do inéculo de 4. brasilense e 100 pL de solugdo toxica foram adicionados
¢ homogeneizados com a pipeta, de modo que a cada 6 pogos da placa recebesse uma dose
diferente dos agrotoxicos, totalizando 6 repeti¢des. A distribui¢ao das doses de agrotoxicos nas
placas seguiu da dose menos concentrada para a dose mais concentrada e foi preenchida uma
linha com o meio DYGs estéril para verificar a possivel ocorréncia de contaminacdo da
microplaca durante o periodo dos ensaios. Apos o preparo dos pogos as placas foram seladas
com plastico filme e incubadas, a 30 °C, sob agitacdo a 100 rpm, em camara de germinagao
tipo D.B.O. As densidades Opticas foram obtidas nas leituras de absorbancia de 450, 540 e 690
nm e foram realizadas no leitor de microplacas de absorbancia ELx 800 (BioTek Instruments),
com intervalo a cada 8 horas, totalizando 48 horas de teste (Figura 1). Com os resultados foram
geradas curvas de crescimento bacteriano durante o periodo de avaliagdo para os diferentes

comprimentos de onda.
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Figura 1- Esquema experimental mostrando o preparo da solucdo toxica e do pré-indculo,
seguido da montagem do teste em microplacas de 96 pogos com as doses de agrotoxicos em
ordem crescente para a leitura das densidades Opticas de 450, 540 e 690 nm, no intervalo de 0
a 48 horas.
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3.2.4 Avaliacoes

O crescimento bacteriano foi avaliado por densidade 6tica utilizando a determinacao da
absorbancia nos comprimentos de onda de 450, 540 e 690 nm.

Antes dos célculos uma correcdo foi realizada para reduzir o efeito pelo
desenvolvimento da cor do pogo causada pelas diferentes doses dos agrotdxicos utilizados. Essa
correcdo foi denominada de exposi¢do total, onde a leitura de absorbancia foi descontada da
leitura de absorbancia correspondente da amostra controle sem indculo no mesmo intervalo de
tempo. ApOs a corregdo aos valores negativos foi atribuido o valor de zero.

Além do calculo da exposigao total outras duas formas foram utilizadas para calcular o
crescimento microbiano conforme indicado por Crovetto et al. (2017):

1) Taxa instantdnea de crescimento (TIC) = In (A/A+1)

2) Numero de geragoes (NG) = In (A/Ao) In 2

Onde: A= absorbancia no tempo t (h); A1 = absorbancia medida no tempo t-1 (h), Ao
= absorbancia inicial; e t = tempo (h).

A toxicidade foi avaliada por meio da concentracao de inibicao da espécie A. brasilense,

utilizando os parametros exposi¢ao total, nimero de geracdes e taxa de crescimento instantanea.
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Os valores destes parametros variaram nos diferentes estagios da curva de crescimento. Para
eliminar o efeito da variagdo nas fases lag e estacionaria foi utilizado apenas os valores de cada

parametro na fase exponencial.

3.2.5 Anélise estatistica

Para cada teste as diferencas entre as doses e o controle em relagdo ao tempo tiveram os
pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Testes de Bartlett) verificados.
Os valores de exposicao total (absorbancia) sem contaminagdo foram determinados por analise
de regressdo, usando o modelo que melhor se ajustou os dados. As concentragdes de inibicao
foram calculadas levando em consideragao as doses de cada tempo de exposi¢ao definidos na
analise de regressdo. As analises foram realizadas pelo Software Statistica 10.0 (STATSOFT,

2011).

3.3 RESULTADOS

Os ensaios executados simulam uma condi¢do de méxima exposi¢do da bactéria aos
agrotoxicos. Durante os testes, o crescimento de A. brasilense cepas AbVS e AbV6 em meio de
cultura liquido contaminado com os agrotdxicos apresentaram uma curva de crescimento
padrao composta por quatro fases distintas: fase lag, fase log, fase estacionaria e fase de
declinio.

A curva de crescimento foi obtida para defini¢cao do tempo de incubagao definido pela
fase log de crescimento. Observa-se que as cepas AbV5 e AbV6 de 4. brasilense apresentam a
fase log a partir de 8 horas de incubagdo apds inoculagdo e contaminagdo com os agrotdxicos,
aproxima-se da sua fase de equilibrio apos 24 horas de crescimento ¢ depois de 32 horas de
incubacdo, observa-se um grande declinio nos valores de absorbancia (Figura 2).

Os bioensaios de inibi¢do de crescimento apresentaram curva-resposta semelhante para

as leituras de absorbancia de 450, 540 e 690 nm.
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Figura 2 — Curva de crescimento de A. brasilense AbV5 e AbV6 em funcdo do tempo de
exposicao (h), nas absorbancias 450, 540 ¢ 690 nm, em meio Dextrose Yeast Glutamato
(DYGS), 30 °C, 100 rpm.
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Nas Tabelas 1, 2 e 3 estdo representados os valores de R?, a concentragiio de inibigdo e
o intervalo de confianga para os agrotoxicos. Os ajustes de todos os modelos aos dados
experimentais do crescimento de A. brasilense AbV5 e AbV6 comprovam a boa qualidade das
leituras, garantindo precisao nos resultados e na obtencao dos pontos de inibi¢do de crescimento
por absorbancia com valores de R? iguais ou acima de 0,8.

O ingrediente ativo fipronil apresentou o menor valor de concentragao de inibi¢do de
343 pg mL! no tempo 16 horas e apresenta valores estatisticamente distintos para o parimetro
de exposicdo total para o ingrediente ativo piraclostrobina e da mistura piraclostrobina +
tiofanato metilico + fipronil (Tabela 1).

Os resultados do numero de geragdes mostram que o ingrediente ativo a base de
piraclostrobina apresentou concentragdo média de inibi¢do de crescimento para A. brasilense
AbV5 e AbV6 no tempo 8 horas de 34 ng mL™! (Tabela 2).

Na mesma tabela observa-se que para a mistura piraclostrobina + tiofanato metilico +
fipronil o tempo foi de 24 horas e a concentragdo de inibigdo foi de 148 ug mL.

Na Tabela 3 onde foram calculadas a taxa de crescimento instantaneo acompanhou o

mesmo comportamento do niimero geragdes para 0s agrotoxicos.
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No APENDICE A estio apresentadas as tabelas dos pardmetros exposi¢io total, nimero
de geragdes, taxa de crescimento instantdneo de 4. brasilense AbVS e AbV6 contemplando
todas as concentragdes utilizadas, bem como os controles nas absorbancias de 450, 540 e 690

nm (Tabelas 4 a 20).

Tabela 1 — Valores de Concentracio de inibi¢ao (CI) e limite de confianga superior e inferior
para o parametro exposi¢ao total para 4. brasilense AbV5 e AbV6 em meio de cultura DYGs
contaminado com Fipronil, Piraclostrobina e Mistura Piraclostrobina + Tiofanato metilico +
Fipronil.

Ing;::idvignte (Sr(rjl) Te(t;ll)po Modelo  R? (ug(rﬁL'l) Lo. Conf  Up. Conf
Fipronil 450 16  Logistico 0,956 335 267 403
24 Linear 0,430 765 366 1164
540 16 Logistico 0,943 330 253 406
24 Linear 0,386 803 324 1281
690 16 Logistico 0,964 364 310 418
24 Linear 0,472 656 345 967
Piraclostrobina 450 16 Hormesis 0,930 750 597 904
24  Hormesis 0,951 718 646 791
540 16 Hormesis 0,944 759 641 877
24  Hormesis 0,937 806 725 888
690 16 Hormesis 0,899 1128 830 1427
24 Hormesis 0,909 1086 976 1196
Mistura 450 16  Logistico 0,965 649 223 1076
24 Logistico 0,929 739 640 838
540 16 Logistico 0,875 1050 924 1176
24 Logistico 0,810 1310 1134 1487
690 16 Linear 0,872 720 618 823
24 Logistico 0,917 896 779 1013

Mistura - piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil. CO — Comprimento de onda. Lo. Conf — Limite de
confianca inferior. Up. Conf — Limite de confianca superior.
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Tabela 2 — Valores de Concentracao de inibi¢ao (CI) e limite de confianca superior e inferior
para o parametro niumero de geragdes para 4. brasilense AbVS5 e AbV6 em meio de cultura
DYGs contaminado com Fipronil, Piraclostrobina e Mistura Piraclostrobina + Tiofanato
metilico + Fipronil.

Ing;fiisnte (Sr(z) Te(lfll)po Modelo  R? (ue (r:r{L'l) Lo. Conf Up. Conf
8  Logistico 0,984 87 74 101
Fipronil 450 16  Logistico 0,990 136 122 151
24 Logistico 0,983 112 95 128
8  Logistico 0,987 34 32 37
540 16 Hormesis 0,965 29 23 35
24  Hormesis 0,893 35 20 49
8  Logistico 0,979 108 88 127
690 16 Logistico 0,985 170 150 190
24 Logistico 0,977 157 131 182
8  Logistico 0,987 29 27 32
Piraclostrobina 450 16 Hormesis 0,964 25 21 30
24 Logistico 0,984 30 27 33
8  Logistico 0,987 34 32 37
540 16 Hormesis 0,965 29 24 35
24  Hormesis 0,963 30 23 36
8  Logistico 0,975 39 35 44
690 16 Hormesis 0,939 38 27 49
24  Hormesis 0,937 37 26 48
8  Hormesis 0,990 231 206 256
Mistura 450 16  Logistico 0,993 133 121 144
24 Logistico 0,995 151 142 161
8 Hormesis 0,949 115 76 154
540 16 Logistico 0,994 134 124 145
24 Logistico 0,995 150 140 159
8  Hormesis 0,987 137 123 152
690 16 Logistico 0,993 125 114 136
24 Logistico 0,994 143 134 153

Mistura - piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil CO — Comprimento de onda. Lo. Conf —Limite de
confianga inferior. Up. Conf — Limite de confianga superior.
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Tabela 3 — Valores de Concentracao de inibi¢ao (CI) e limite de confianca superior e inferior
para o parametro taxa de crescimento instantanea para A. brasilense AbV5 e AbV6 em meio de
cultura DY Gs contaminado com Fipronil, Piraclostrobina e Mistura Piraclostrobina + Tiofanato
metilico + Fipronil.

Ing;c}/ignte (Sr(z) Te(lfll)po Modelo  R? (ue (r:r{L'l) Lo. Conf Up. Conf

8  Logistico 0,984 87 74 101

Fipronil 450 16  Logistico 0,978 244 218 271
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,989 35 33 38

540 16 Logistico 0,936 88 61 114

24 Logistico 0,865 36 20 52

8  Logistico 0,979 108 88 127

690 16 Hormesis 0,984 265 241 288
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,989 30 28 32

Piraclostrobina 450 16  Logistico 0,939 71 50 93

24 Logistico 0,884 43 24 63

8  Logistico 0,989 35 33 38

540 16 Hormesis 0,941 82 56 107

24 Logistico 0,820 25 12 39

8  Logistico 0,986 39 36 43

690 16 Hormesis 0,933 86 60 113

24  Hormesis 0,896 32 21 43

8  Logistico 0,986 152 134 170

Mistura 450 16  Logistico 0,951 97 69 125
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,987 149 132 165

540 16 Logistico 0,962 82 58 105

24  Hormesis 0,813 190 20 361

8 Hormesis 0,803 43 15 71

690 16 Logistico 0,962 63 45 81

24  Hormesis 0,809 192 21 362

Mistura - piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil CO — Comprimento de onda. Lo. Conf —Limite de
confianga inferior. Up. Conf — Limite de confianga superior.
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3.4 DISCUSSAO

A curva de crescimento, fornece informagdes sobre a inibi¢ao de crescimento da espécie
A. brasilense cepas AbV5 e AbV6 no tempo de exposi¢do. Durante o periodo de incubagdo a
capacidade de suporte de crescimento de A. brasilense cepas AbVS ¢ AbV6 em meio de cultura

DYGS foi atingida no periodo de incubagdo de 24 horas.

A primeira fase de crescimento bacteriano € a fase lag, um periodo de adaptagdo ao meio
ambiente ao qual foram expostas, com intensa atividade metabolica e produgdo de enzimas que
sd0 pré-requisitos para a sua divisdo (TRABULSI & ALTERTHUM, 2011). Neste estudo, o
intervalo de tempo de incubagdo de 0 a 8 horas representa bem a fase lag da curva de

crescimento.

Ap6s 8 horas de adaptacao a bactéria inicia a fase log ou de crescimento exponencial,
caracterizada pela multiplicacdo celular até o tempo de exposi¢do de 24 horas. Nesta fase ocorre
a divisdo celular em velocidade maxima e constante chegando a um ponto em que ha caréncia
de nutrientes, e entdo o namero de cé¢lulas em divisdo se torna igual ao nimero de células mortas

(ALTERTHUM, 2008), iniciando-se entdo a fase estacionaria.

Ao atingir o periodo final de exposi¢do 48 horas, pode-se observar um crescimento mais
lento devido ao estresse celular causado pela intensa multiplicacdo na fase anterior. Quando
observada, a reducdo na capacidade de suporte do crescimento na presenca dos agrotdxicos
pode estar associada a menor eficiéncia de utilizacdo dos recursos presentes no meio pela
bactéria. Em condicdes de estresse, parte da energia disponivel ao organismo ¢ despendida para
manter mecanismos celulares ¢ bioquimicos de tolerdncia ao estressor, em detrimento do

crescimento, reduzindo o crescimento microbiano.

Para todos os parametros avaliados exposi¢ao total, nimero de geracdes e taxa de
crescimento instantdnea nos ingredientes ativos testados os valores das concentragdes de
inibicdo foram observados efeitos negativos no crescimento das cepas AbV5 e AbV6 de A.
brasilense a partir do tempo de exposi¢ao de 16 horas. Diversos autores relatam que o uso de
agrotoxicos na agricultura conduz inevitavelmente a exposi¢ao de organismos nao-alvos, aos
efeitos indesejaveis que podem ocorrer em espécies, comunidades ou em ecossistemas como
um todo (ALCANTARA NETO et al., 2014; CAMPO et al.; 2009; PEREYRA, 2009; ARAUJO
& ARAUJO, 2006).
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Em geral os agrotoxicos contém moléculas potencialmente toxicas que podem causar
toxicidade as células das bactérias podendo afetar a sobrevivéncia e o metabolismo celular. A
magnitude dos efeitos variou entre os agrotdxicos e isso se deve ao fato de que cada agrotoxico
atua de modo distinto no crescimento e no tempo de exposigdo da rizobactéria promotora de
crescimento vegetal A. brasilense. Notou-se a seguinte escala decrescente de concentracao de
inibicao dos ingredientes ativos: mistura piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil, seguido

do fipronil e piraclostrobina.

A comparacdo entre os valores dos parametros de numero de geragdes e taxa de
crescimento instantanea obtidos pela concentracdo de inibicdo observa-se uma minima
diferenca entre os comprimentos de onda 450, 540 e 690 nm para os ingredientes ativos
piraclostrobina e a mistura piraclostrobina + tiofanato metilico, permitindo mostrar que a
concentracao de inibig¢do foi quantificada mesmo na baixa concentracao dos ingredientes ativos,
indicando que os dois pardmetros sdo um preditor confidvel para protocolos em ecotoxicologia.
Por outro lado, o pardmetro exposi¢do total observou-se um distanciamento maior entre os

valores de concentracdo de inibi¢do entre os comprimentos de onda.

Embora a bactéria E. coli tem sido utilizada como organismo teste em ensaios
ecotoxicologicos nos diferentes ecossistemas devido ao conhecimento aprofundado de sua
fisiologia, bioquimica e a facilidade de manipulacio genética (EFREMOVA et al., 2015). O
uso de E. coli nao ¢ adequado para todos os estudos de avali¢do ecotoxicoldgica por ser uma
bactéria que habita naturalmente o trato intestinal. Em vez disso, ¢ recomendavel que o efeito
de agrotoxicos seja avaliado para espécies representativas da biota terrestre, vinculando aos
conceitos de servigos ecossistémicos para que, por meio do resultado obtido com o organismo
mais sensivel, ¢ possivel estimar informagdes com mais seguranga na compreensao dos efeitos

dos agrotoxicos nos solos.

Além da importancia ecologica da RPCPs A. brasilense, os ensaios demonstraram
resposta de sensibilidade na concentracdo de inibigdo promissora para a indicacdo de
organismo-teste ecotoxicoldgico. Outras caracteristicas que também devem ser destacadas de
A. brasilense como organismo-teste sdao: facilidade de cultivo e adapta¢do as condi¢des de
laboratorio, fisiologia, genética e comportamento bem conhecidos, uniformidade e estabilidade
genética nas populacdes, representatividade nos servigos ecossistémicos, ampla distribuicao e

importancia comercial.
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3.5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram obtidas informagdes para conhecer o comportamento de A.
brasilense em condigdo de maxima exposi¢cdo aos agrotoxicos. Os estudos preliminares
permitiram uma compreensdo basica acerca de algumas das especificidades da espécie.
Somente apds essa etapa inicial de investigagdo, foi possivel ajustar as condigdes de
crescimento da cultura e definir o tempo de exposi¢do dos ensaios. Por fim, a toxicidade dos
ingredientes ativos foi obtida para a espécie através da concentragdo de inibigao, utilizando os

tempos de exposi¢cdo na fase log de crescimento.

Os resultados apresentados demonstraram a viabilidade de aplicagdao dos ensaios com
A. brasilense, que apresentou caracteristicas favoraveis principalmente pelo crescimento
rapido, comportamento estavel em condigdes controladas e sensibilidade frente aos ingredientes
ativos avaliados. Nao existem outros estudos publicados envolvendo ensaios ecotoxicologicos
para a espécie supracitada, de modo que o protocolo desenvolvido neste trabalho pode
contribuir com uma expansao de conhecimento nessa area. Assim, considerando que o tema
ainda € pouco estudado e a abrangéncia das pesquisas neste campo de conhecimento sdo
amplas, espera-se que o protocolo proposto possa ser utilizado também como base para
trabalhos futuros, visando o aperfeicoamento dos ensaios de toxicidade com a espécie em

questao.
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4 CAPITULO 2: PROTOCOLO PARA AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE
FUNGICIDA E INSETICIDA SOBRE RIZOBACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFATO Bacillus megaterium e Bacillus subtilis

RESUMO

Nas ultimas décadas, ficou claro que os agrotoxicos representam um desafio ambiental global
devido a sua presenca crescente nos diversos ecossistemas. Os micro-organismos sao
indicadores sensiveis a poluicdo ambiental devido ao seu tempo de geracdo muito curto e
resposta rapida a poluentes quimicos, alta reprodutibilidade, facilidade de cultivo € manutengao
em laboratorio. O género Bacillus exibe uma ampla gama de habilidades fisiologicas que lhes
permitem viver em todos os ambientes naturais, B. megaterium e B. subtilis suportam varias
fungdes do ecossistema e desempenham um papel fundamental ndo apenas nos ciclos
biogeoquimicos, mas também em uma ampla gama de servigos ecossistémicos. Nosso objetivo
foi desenvolver um protocolo ecotoxicoldgico para avaliar o efeito de sensibilidade dos
agrotoxicos no crescimento bacteriano e os efeitos das concentragdes de inibicdo nas
populagdes do género Bacillus (B. megaterium e B. subtilis). O método foi baseado na diluigdo
em microplacas das concentragdes dos ingredientes ativos dos agrotoxicos em meio de cultura
LB contendo as suspensdes bacterianas e incubadas ao longo de 48 horas de incubagao a 30 °C.
Os resultados mostraram que B. megaterium e B. subtilis sao sensiveis ao efeito dos agrotoxicos
no crescimento bacteriano atingindo a fase exponencial em 15 horas de incubacdo apds a
contaminagdo. Os dados de crescimento bacteriano permitiram calcular as concentragdes de
inibicdo média que variaram de 61 a 216 ng mL™! para os pardmetros niimero de geragdes e a
taxa de crescimento instantaneo. Os resultados mostram que B. megaterium e B. subtilis

fornecem informagdes ecotoxicoldgicas para monitorar a qualidade do meio ambiente.

Palavras-chave: Bacillus; Bioensaios; Crescimento bacteriano.
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4 CHAPTER 2: Protocol for ecotoxicological evaluation of fungicide and inseticide on

phosphate solubiling Rhizobacteria Bacillus megaterium and Bacillus subtilis

ABSTRACT

In recent decades, it has become clear that pesticides represent a global environmental challenge
due to their increasing present in diverse ecosystems. Microorganisms are sensitive indicators
of environmental pollution due to their very short generation time and rapid response to
chemical pollutants, high reproducibility, ease of cultivation and maintenance in the laboratory.
The genus Bacillus exhibits a wide range of physiological abilities that allow them to live in all
natural environments, B. megaterium e B. subtilis support multiple ecosystem functions and
play a key role not only in biogechemical cycles but also in a wide range of ecosystems services.
Our objective was to develop an ecotoxicological protocol to evaluate the effect of pesticide
sensitivity on bacterial growth and the effects of inhibition concentrations on populations of the
genus Bacillus (B. megaterium e B. subtilis). The method was based on the dilution in
microplates of the concentrations of the active ingredients of the pesticides in LB culture
medium containing the bacterial suspensions and incubated over 48 hours of incubation at 30
°C. The results showed that B. megaterium and B. subtilis are sensitive to the effect of pesticides
on bacterial growth, reaching the expotential phase within 15 hours of incubation after
contamination. The bacterial growth data allowed calculating the mean inhibition
concentrations that varied from 61 a 216 ug mL"! for the parameters number of generations and
instantaneous growth rate. The results show that B. megaterium and B. subtilis provide

ecotoxicological information to monitor the quality of the environment.

Keywords: Bacillus; Bioassays; Bacterial growth.
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4.1 INTRODUCAO

A maioria dos trabalhos de ecotoxicologia para avaliar os efeitos dos agrotoxicos em
micro-organismos do solo utilizam o monitoramento através de técnicas dependentes de
cultivo, testes bioquimicos como a atividade de transformagdo de nitrogénio e carbono ou
tecnologias envolvendo DNA em cletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE),
sequenciamento de proxima geracdo (NGS) nas comunidades bacterianas (ROMDHANE et al.,

2019).

Recentemente a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA)
recomendou o uso de metodologias moleculares em comunidades microbianas, mas destaca as
dificuldades de interpretar os resultados complexos para fins regulatorios (VISCHETTI et al.,
2020). A necessidade de introduzir metodologias de andlises simples, rapidas, de baixo custo
e facilidade de manuseio para avaliar os potenciais efeitos dos agrotoxicos baseado na inibi¢ao
do crescimento através de um bioteste com RPCPs podem revelar um potencial de informagdes

nas investigacoes.

O uso dos agrotoxicos para os ganhos de rendimentos desejados controlando pragas e
doengcas podem ter efeitos colaterais as diversas formas de vida e aos ecossistemas (SCHAFER
et al, 2019). Os agrotoxicos interagem com o0s micro-organismos rizosféricos tanto
positivamente e negativamente (KARPOUZAS et al., 2016). O comportamento do agrotoxico
no solo depende das caracteristicas do solo, do manejo do solo, das propriedades fisico-
quimicas do agrotoxico e das condi¢des climaticas (BERNARDINO, 2021). A aplicagdo
excessiva pode provocar efeitos deletérios nos micro-organismos do solo ndo-alvo podendo
causar danos ao DNA, proteinas, oxidagdo da membrana, na sinalizag¢do ¢ na fixagao biologica
de N>, na redug¢ao de assimilacao de fotossintatos, no crescimento celular e na sobrevivéncia

(KAHN et al., 2021).

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RCPs) estimulam o crescimento
das plantas por meio de mecanismos diretos e indiretos. Mecanismos diretos incluem a ciclagem
da matéria organica, fixacao de nitrogénio atmosférico, solubilizagdo do fésforo e potassio,
producdo de sideroforos e producao de horménios de crescimento. Os mecanismos indiretos
compreendem a desintoxicagdo de poluentes, tolerdncia ao estresse e agentes de biocontrole

(LEONCIO & BOTELHO et al., 2017; MUNDI et al., 2020).
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Bactérias como Bacillus spp., incluindo as espécies Bacillus megaterium e B. subtillis
sd30 comumente encontradas no solo atuando principalmente como RPCPs. Uma das
caracteristicas mais importantes ¢ a sua capacidade de formar esporos e sobreviver no solo
aumentando a sua capacidade de resistir em condi¢des desfavoraveis (HASHEM et al., 2019).
Sao um dos micro-organismos mais estudados como biodefensivos ¢ inoculante
microbiologicos. Recentemente vem sendo utilizado em tratamentos de sementes ou aplicagdes
diretas no solo auxiliando no crescimento de plantas devido a fixa¢do de nitrogénio,
solubilizacdo de fosforo e potéssio, sintese de fitormdnios, melhoria das condi¢gdes do solo e

capacidade de controlar patogenos (CHAGAS JUNIOR et al., 2021).

O objetivo deste estudo foi estabelecer protocolo par avaliagao dos efeitos da molécula
fungicida piraclostrobina (Comet®), do inseticida fipronil (Source®) e da mistura fungicida +
inseticida piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil (Standak Top®) no crescimento do
género Bacillus por meio de testes ecotoxicoldgicos em microplacas. As seguintes hipoteses

foram estudadas:

1. As populagdes de RPCPs do género Bacillus sdo sensiveis a presenga de agrotoxicos e sua
sensibilidade correlaciona-se positivamente ao intervalo de tempo de exposicao que define a

fase log de crescimento.

2. Os valores de concentragdo de inibi¢ao do crescimento bacteriano podem ser utilizados para
indicar a toxicidade tanto de fungicidas, inseticidas ou ainda de mistura sobre populacdes de
Bacillus e sua sensibilidade correlaciona-se positivamente com o tempo de exposicao,
diferentes leituras do comprimento de onda e aos pardmetros de exposi¢do total, nimero de

geracgoes € na taxa de crescimento.

3. O inoculante comercial a base de populacdes de RPCPs do género Bacillus podem ser
utilizados em protocolos ecotoxicoldgicos padronizados para avaliagdo do efeito de agrotdxicos

em rizobactérias.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Nesse capitulo os produtos avaliados, os testes de toxicidade bacteriana in vitro,
caracteristicas avaliadas e andlise estatistica, seguiram exatamente como descrito no Capitulo
2, nos itens 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4 e 3.2.5, respectivamente. Especificidades de cada item desse

capitulo sdo descritos abaixo.

4.2.1 Microrganismo estudado

O inoculante comercial de RPCPs utilizado para os testes foi cedido pela empresa Bioma
(Fazenda Rio Grande — PR — Brasil). O inoculante formulado com a espécie Bacillus
megaterium BRM 119 e Bacillus subtillis BRM2084, ¢ um inoculante liquido registrado para

milho e soja, contendo 4x10° células viaveis™.

4.2.3 Teste de toxicidade bacteriana in vitro

O indculo inicial foi preparado em frascos contendo 30 mL de meio liquido Luria
Bertani - LB (por litro: triptona 10 g; extrato de levedura 2 g; cloreto de sédio 6 g, pH 7,0) e
autoclavado a 120 °C, 1 atm de pressao, durante 20 minutos. Apos o resfriamento, em camara
de fluxo, foi adicionado ao meio de cultura 3 mL do inoculante contendo as espécies Bacillus

megaterium e Bacillus subtillis.

4.3 RESULTADOS

Na figura 3 sdo apresentados os resultados do crescimento celular através da
absorbancia em fun¢do do tempo. Pode-se observar que as absorbancias apresentaram de modo
geral comportamento semelhantes.

A curva de crescimento foi obtida para defini¢ao do tempo de incubagdo definido pela
fase log de crescimento. Observa-se que B. subtilis e B. megaterium apresentaram a fase log a
partir de 8 horas de incubagdo apods inoculagdo e contaminagdo com os agrotoxicos atingindo
sua fase estacionaria apos 15 horas de crescimento e a partir das 24 horas de incubacgdo

apresenta redu¢do no crescimento a8 medida que se aproxima da fase estacionaria (Figura 3).
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Figura 3 — Curva de crescimento de Bacillus em fungdo do tempo de exposicao (h), nas
absorbancias 450, 540 e 690 nm em meio Luria Bertani (LB), 30 °C, 100 rpm.
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O ingrediente ativo fipronil e a mistura piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil
apresentaram os menores valores de média de concentragdo de inibicdo de 286 pg mL™'! no
tempo 8 horas e apresenta valores estatisticamente distintos para o parametro de exposi¢ao total
para o ingrediente ativo piraclostrobina (Tabela 21).

Todos os ingredientes ativos apresentaram valores de concentragdo semelhantes
independente do tempo de exposi¢do de 8, 16 e 24 horas, ¢ a leitura dos comprimentos de onda
450, 540 e 690 nm para B. subtilis e B. megaterium (Tabela 22).

Na Tabela 6 onde foram calculadas a taxa de crescimento instantdneo ndo foi possivel
ajustar o modelo de regressdo no tempo 24 horas apos a exposi¢do para os ingredientes ativos
testados. O valor médio de concentracao de inibigdo para ingrediente ativo fipronil foi de 217
pg mL! no tempo 8 horas e 73 pug mL™! para o tempo 16 horas. Observa-se que houve
comportamento semelhante dos resultados para o ingrediente ativo piraclostrobina, com valores
médios de 72 e 43 pg mL™! para os tempos de exposi¢do de 8 e 16 horas respectivamente.

Os valores para a mistura piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil apontam que a
concentragdo de inibigao foi similar para os tempos de exposicdo 8 e 16 horas e as leituras de

comprimento de onda de 450, 540 ¢ 690 nm (Tabela 23).
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No APENDICE B estio apresentadas as tabelas dos pardmetros exposi¢o total, nimero
de geracdes, taxa de crescimento instantaneo de B. subtilis e B. megaterium contemplando todas
as concentragdes utilizadas, bem como os controles nas absorbancias de 450, 540 ¢ 690 nm

(Tabelas 24 a 41).

Tabela 21 — Valores de Concentracdo de inibi¢do (CI) e limite de confianga superior e inferior
para o parametro exposi¢ao total para Bacillus em meio de cultura LB contaminado com
Fipronil, Piraclostrobina e Mistura Piraclostrobina + Tiofanato metilico + Fipronil.

Ingrediente CO  Tempo > CI
Ativo (nm) (h) Modelo R (ug mL™) Lo. Conf  Up. Conf
Fipronil 450 8  Hormesis 0,989 265 245 285
16  Logistico 0,876 1203 483 1922
540 8  Hormesis 0,977 267 238 295

16  sem ajuste

690 8  Hormesis 0,986 320 295 345

16 sem ajuste

Piraclostrobina 450 8 Hormesis 0,990 670 636 704
16  Gompertz 0,768 566 nc nc
540 8  Hormesis 0,987 818 774 862
16  Logistico 0,730 >1280 nc nc
690 8  Hormesis 0,973 1152 1071 1234

16 sem ajuste

Mistura 450 8 Hormesis 0,984 270 244 295
16  Logistico 0,964 421 354 487

540 8  Logistico 0,977 279 248 310

16  Logistico 0,952 432 348 516

690 8  Logistico 0,960 318 273 363

16  Logistico 0,901 619 459 778

Mistura - piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil. CO — Comprimento de onda. Lo. Conf — Limite de
confianga inferior. Up. Conf — Limite de confianga superior.
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Tabela 22 — Valores de Concentragao de inibi¢ao (CI) e limite de confianga superior e inferior
para o parametro niumero de geragdes para Bacillus em meio de cultura LB contaminado com
Fipronil, Piraclostrobina e Mistura Piraclostrobina + Tiofanato metilico + Fipronil.

Ingerlfidvignte (gn?) Te(r}?)po Modelo  R? (ug(féL‘l) Lo. Conf  Up. Conf

8 Hormesis 0,995 216 204 228

Fipronil 450 16  Logistico 0,938 73 46 100
24 Sem ajuste

8  Hormesis 0,996 203 189 217

540 16  Logistico 0,904 81 43 120
24 Sem ajuste

8  Hormesis 0,994 231 217 245

690 16 Logistico 0,886 64 30 99
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,993 68 64 73

Piraclostrobina 450 16  Logistico 0,944 52 36 67
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,991 81 76 85

540 16  Logistico 0,946 36 23 48
24 Sem ajuste

8 Hormesis 0,947 68 47 89

690 16 Logistico 0,946 40 26 54
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,993 126 118 135

Mistura 450 16  Logistico 0,979 132 114 150
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,993 132 123 141

540 16  Logistico 0,973 131 110 153
24 Sem ajuste

8  Logistico 0,991 134 124 145

690 16  Logistico 0,976 132 110 154

24 Sem ajuste

Mistura - piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil CO — Comprimento de onda. Lo. Conf —Limite de
confianca inferior. Up. Conf — Limite de confianca superior.
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Tabela 23 — Valores de Concentragao de inibi¢ao (CI) e limite de confianga superior e inferior
para o parametro taxa de crescimento instantanea para Bacillus em meio de cultura LB
contaminado com Fipronil, Piraclostrobina e Mistura Piraclostrobina + Tiofanato metilico +
Fipronil.

Ing;fiisme (Sr(z) Te(lfll)po Modelo  R? (ue (r:r{L'l) Lo. Conf Up. Conf
8  Logistico 0,991 216 202 230
Fipronil 450 16  Logistico 0,982 173 150 196
24 Logistico 0,978 214 183 246
8  Logistico 0,991 206 192 220
540 16  Logistico 0,977 175 149 202
24 Logistico 0,975 240 202 277
8  Logistico 0,991 231 216 245
690 16 Logistico 0,973 179 149 208
24  Hormesis 0,987 292 193 392
8  Logistico 0,985 68 63 74
Piraclostrobina 450 16  Logistico 0,973 72 63 80
24 Logistico 0,978 92 83 100
8  Logistico 0,981 81 75 86
540 16  Logistico 0,982 81 74 89
24  Logistico 0,979 103 93 114
8  Logistico 0,978 93 85 101
690 16 Logistico 0,986 88 79 96
24 Logistico 0,980 126 114 138
8  Logistico 0,985 126 115 137
Mistura 450 16  Logistico 0,990 129 118 139
24 Logistico 0,985 126 114 137
8  Logistico 0,991 133 124 143
540 16  Logistico 0,989 134 123 146
24 Logistico 0,987 134 122 145
8  Logistico 0,985 132 121 143
690 16 Logistico 0,984 132 119 145
24 Logistico 0,983 132 120 144

Mistura - piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil CO — Comprimento de onda. Lo. Conf —Limite de
confianga inferior. Up. Conf — Limite de confianga superior.
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4.4 DISCUSSAO

Observamos que a curva de crescimento das espécies B. subtilis ¢ B. megaterium foram
significativamente afetadas pela presenga dos agrotdxicos. O periodo de 15 horas foi o tempo
maximo que as RPCPs B. megaterium e B. subtilis puderam suportar o crescimento em meio

de cultura LB contaminado.

Os testes realizados apresentaram perfil que reflete as quatro fases do crescimento
bacteriano: fase lag, log, estaciondria e declinio comprovando que pode ser combinado com os

estados fisioldgicos dos sistemas microbianos (TRUSHIN, 2003).

Durante as primeiras 8 horas de incubacdo as espécies B. megaterium e B. subtilis
encontravam-se na fase lag da curva de crescimento. Esta fase corresponde ao periodo inicial
de ajuste ao novo ambiente em que o numero de células sofre pequenas varia¢des devido ao

fato de que as bactérias ndo se reproduzem imediatamente apos o contato com o0 meio.

Apo6s 8 horas de adaptacdo da fase lag até 15 horas de exposi¢do as espécies B.
megaterium € B. subtilis apresentaram um crescimento exponencial, periodo em que as células
iniciam seu processo de divisdo celular intenso por fissdo bindria atingindo um tempo de
geragao constante e corresponde ao periodo de maior atividade metabdlica das células. O género
Bacillus apresentou reducdo na fase log nos testes (Figura 3). Logo, a provavel redugdo do

crescimento deste género pode ser devido a exposi¢ao dos ingredientes ativos.

A queda brusca na curva de crescimento a partir de 24 horas de exposi¢ado € justificada
pelo esgotamento dos nutrientes do meio de cultura e pelo aumento dos produtos toxicos
provenientes do proprio metabolismo bacteriano. Nesse periodo o nimero de cé¢lulas mortas
excede o numero de células novas. Notou-se nos testes que todos os ingredientes ativos
apresentam toxicidade para o género Bacillus nos parametros avaliados exposi¢ao total, nimero
de geracdes e taxa de crescimento instantanea nos ingredientes ativos testados os valores das
concentragdes de inibi¢do a partir do tempo de exposicao de 8 horas. A piraclostrobina seguida
da mistura piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil apresentaram as menores

concentracoes de inibigao seguido do fipronil.

Para os parametros niimero de geragdes e taxa de crescimento instantanea € possivel observar
nas diferentes faixas espectrais dos comprimentos de onda 450, 540 ¢ 690 nm a mesma

concentracdo de inibigdo dos ingredientes ativos, mostrando que ndo existe diferenca nas
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leituras entre os comprimentos de onda e sim da concentracao de inibig¢do entre os ingredientes

ativos.

Muitas espécies sdo utilizadas como organismo teste em ensaios ecotoxicologicos, a E.
coli tem sido utilizada como organismo teste a nivel de bactéria pela facilidade das diversas
caracteristicas que apresenta, porém expressa aspectos parciais da qualidade do solo por ser
uma enterobactéria e ndo ocorrer naturalmente no solo. As RPCPs B. megaterium e B. subtilis
utilizadas nos testes estdo envolvidas nos servicos ecossistémicos e podem detectar informagdes
mais realista dos efeitos dos agrotoxicos nos solos e construir uma base de informacdes para

atender o banco de dados na ecotoxicologia terrestre.

A utilizagdo do género Bacillus na agricultura além da importancia ecologica da RPCPs,
os ensaios demonstraram resposta de sensibilidade na concentragdo de inibigdo promissora para
a indicacdo de organismo-teste ecotoxicologico. Outras caracteristicas que também devem ser
destacadas de B. megaterium e B. subtilis sdo: amplamente distribuidas em todo mundo, sendo
o solo o seu principal habitat, facilidade de cultivo e adaptagdo as condigdes de laboratdrio,
fisiologia, genética e comportamento bem conhecidos, uniformidade e estabilidade genética nas

populagdes, representatividade nos servigos ecossistémicos e importancia comercial.

4.5 CONCLUSAO

Este estudo demonstra a viabilidade do uso do género Bacillus (B. megaterium + B.
subtilis) como micro-organismo teste para pesquisas ecotoxicoldgicas. Seu perfil enquadra-se
como uma RPCPs abundante no solo, facil cultivo no laboratério e de alta importancia
econdmica. Além disso, demonstra excelente padrdo de resposta quando exposto aos
agrotoxicos.

A busca de novas espécies com representacao local e de novos testes que visem
processos ecoldgicos ainda ndo contemplados nos atuais protocolos € algo que, sem duvida,
contribuird para o aumento da relevancia da mensuracdo dos impactos ambientais dos
agrotéxicos de um modo geral. E necessario, no entanto, um longo trabalho de padronizacio e
valida¢do das novas espécies e testes, além, de uma ponderagdo entre custo e eficiéncia de

resultados gerados por novos protocolos.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Considerando as condigdes aplicadas e apresentadas, as RPCPs, A. brasilense ¢ as
espécies B. megaterium e B. subtilis sdo promissoras para serem exploradas para testes de
avaliacdo de agrotoxicos e apoiar sua padronizag@o e uso em protocolos regulatorios.

O género Bacillus foi mais sensivel a presenga de agrotoéxicos do método in vivo,
entendido como um protocolo a nivel de low tier.

Meétodos de avaliagdo em niveis complexidade para completar os resultados podem ser
desenvolvidos. A utilizagao de solo artificial tropical e de solo natural como substrato teste
utilizando as populagdes de RPCPs da espécie Azospirillum brasilense e do género Bacillus (B.
megaterium + B. subtilis), como organismos-teste sdo promissores para uma avaliagdo
intermediaria (intermediate tier) entre os protocolos em laboratério € os experimentos que
simulam condi¢des de semi- campo (higher tier) do tipo Terrestrial Model Ecosystems (TMEs)

para avaliacOes mais complexas.



79

REFERENCIAS

BERNARDINO, M. M. et al. Ecotoxicity of imidacloprid to soil invertebrates in two tropical

soils with contrasting texture. Environmental Science and Pollution Research, v.28, n.22,
p.27655-27665, 2021.

CHAGAS JUNIOR, A. F. et al. Bacillus sp. como promotor de crescimento em soja. Revista
Ciénicas Agrarias, v.44, p. 170-179. 2021.

HASHEM, A.; TABASSUM, B.; FATHI ABD ALLAH, E. Bacillus subtilis: A plant-growth
promoting rhizobacterium that also impacts biotic stress. J Biol Sci. 26(6): p.1291-1297. 2019.

KARPOUZAS, D. G. et al. “LOVE TO HATE” pesticides: felicity or curse for the soil
microbial community? An FP7 IAPP Marie Curie project aiming to establish tools for the
assessment of the mechanisms controlling the interactions of pesticides with soil

microorganisms. Environmental Science and Pollution Research International, v.23,
p.18947-18951. 2016.

KHAN, N. et al.Insights into the interactions among roots, rhizosphere, and rhizobacteria for
improving plant growth and tolerance to abiotic stresses: A review. Cells. v.10. 2021.

LEONCIO, M. R. & BOTELHO, G. R. Isolation and characterization of plant growth
promoting bacteria isolated from garlic (Allium sativum). Scentia Agraria v.18, p.95-106,
2017.

MUNDI, W.; GOSAL, S. K.; KAUR, J. Effect of pesticides on growth kinetics and plant growth
promoting activities of biofertilizer. The Pharma Innovation Journal, v.9, n.5, p.442-446.
2020.

ROMDHANE, S. et al. Ecotoxicological impact of the bioherbicide Leptospermone on the
microbial community of two arable soils. Front Microbiol, v.7. 2016.

SCHAFER, R.B. et al. Future pesticide risk assessment: narrowing the gap between intention
and reality. Environmental Sciences Europe, v.31. 2019.

TRUSHIN, M. V. Studies on distant regulation of bacterial growth and light emission.
Microbiology, v.149, n.2, p.363-368. 2003.

VISCHETTI, C. et al. Sub-Lethal Effects of Pesticides on the DNA of Soil Organisms as Early
Ecotoxicological Biomarkers. Front Microbiol. v.11. 2020.



"7T0T ‘eloine ep oBdNPOId :01u0, s00d10das sep seipow oes sopep sQ ‘oeiped o11d F (G0°0>d) Sie A -[BSTLIY 9P 9159 ], 0]od d[onu0d OB
0Bde[d1 WO SEANBIIUTIS 9JUOWEIIISIIL)SO SEIUDIJIP WedIpUl BY[dA Bp 030[ *(50°‘0>d) pouun( op 93591, 0[od 9]013U00 0B 0BIB[II WIS SBAIIBOIJIUTIS JJUIUWIBDIISI)BISO SBIUSIDJIP WEIIPUI SOISLI)SY

CLO0FO0T0  SPO'OFLLT'O %LTOOFO6STO LPOOFLET'O 9Y00FSTT'0  9¥0°0F80T'0  9¥0°0F860°0 LEO'OFILOO0 SHOOFCET'0  €20°0F9S0°0 09¢¢
6v0'0FLCI'0  B8COOFEVT'0 %LEOOFIECO STO0FOPI0  610°0F8F1'0  TCO0FYOT0  €¥00FCLIO0  TCOOFSCIO  +HI00FCYI0  YLOOFLETO 08¢I
eP0'0FSSO'0  8¥00FESO0  YEO'0FSE00  910°0FSE00  0£0°0F090°0  STO0F990°0  +IO0FISO'0  CTOOFELO'O  TCO'0F980°0 8IOO0FVFI0 09
ITO'0F9I0°0 ¥I0O0FSE0'0  ¥EO'0FO6F00 SEOOFEIT'O €O OFPET'0  TPOOFSIT'O  T€O'0OFSIT'O 0€O0F6IT'0  9C0'0F9CI'0  CCO0FEET 0 0ce
SCO0F80°0  SCO0F660°0 TI00FCOI'0 CTEOOFLST'O  8CTOOFIIT'0  9CO0FCST0  LIOOFCLT'O 9I0°0FC8I'0 #6I0°0F861°0 #CI10°0F¥9CC0 091
PSO0FERI'0  9SO'0FISTO  0SO0FROI'0  %9€0°0FOLI0 %SPO'OF8ITO %6E0°0FEITO #YIO0FOITO #PI0'0FSECO #CTOOFEYT O #810°0F0STO 08
9v0°0F9¥0°0  TEO'0FTEO'0  000°0F000°0  +¥TO'0FPTO'0  €0'0FI90°0  6€0°0FLYO0  SPO'OFLSO'0  TSO'0F980°0  LSO'OFTLLI'0O #EEO'0FIITO oy
6€0°0¥890°0 vI0O0FPCO'0 610°0F6I0°0 OI00OFICO0 6000F,I00 900°0FLO00 800°0F8T00  900°0F600°0 ITO0FCLOO  6CO0FLCIO 0¢
090°0FIST'0  T€00FF60°0 8€00FI600 LEO'OFISO0  €40°0FSLOO  9€0°0F8SO'0  OI0°0FOI00  +C0'0F6€0°0  TO0OOFI000 €00°0FLOOO 0
Uesl Urvl yoel Uscl qocl el U0l 496 438 4yos BUIQONSO[ORIL]
odway, asoq
“RNUNUOD
I0°0F980°0 %610°0F8CI0 x610°0F6C1'0 %0C0'0FSSTO %910°0FCE0'0 %0C0'0F8Y0'0 x9C0°0Fr90°0 %CCO'0FEBO0 *xE€T0°0FCP0O'0 %L00'0FLCO0 09¢¢C
00T°0FIST'0  %LOO'OFELT'O %LOOOFLIT'O +TCOOFFIT'0 HCTOOFESE0D 9I00FOLED T€00FCSE0 %«LEO'OFLITO %ET00FSOI'0 %L00'0FOI0°0 0871
STIO0FLBI'0  «PCO0F6ETO %STOOFOTED *ICO0FCHE0 8SOOFLEY'O  O0T0°0FE8S0  6I0°0F6YS' 0 xET0°0FSLY' O %800°0FSFE0 %S00 0F9¥0°0 0%9
610°0FLYT'0  %CCO'0FECTO %0C00FO0E'0 %600°0F66€0 SOT'0F681'0 TSO'0FLEY'O  OI00FILSO0  +910°0F9IS0 OT0°0FCSS O «€T0°0FCIT0 0ce
#CZI0'0FSTT O %S00°0FEECTO %STO0FO6CED «LTOOFLYE 0 LO60OFCIY'O0  TCO'OFCSO0  6000F6€9°0 «IT0°0FC8S0 O0T00FCEQ'0  %800°0FOFC 0 091
#0CO'0F6ET0 xICO0FSETO %600°0FE0E0 xL20°0F9CE0  PLOOFLCI'O0  9E0°0FC6S0  LOO0OFI9S0  x900°0F9€S0 %900°0FLS9'0 +SO00°0FLSTO 08
€€0°0F90T°0  %LEO'0FSOT'0 %I€00FCBI'0 x9TO'OFSLI'0O  SSO'OFE60'0  $SO'0FCSS'0  TI00FLIOO %600 0FFES'O xE10°0F#99°0 %L00 OFE]T 0 oy
#GEO'0FSTTO #8I0°0FIVI0 %6CO0FCITO «LI00FCECO TI900FILI'0  €C0°0F609°0 8000FC8S0  x€00°0FILY'0  LOO0OFIE9'0  %L00'0F06CT 0 0¢
[100°0F100°0  000°0F000°0  000°0F000°0  9T0°0FEYO'0  CTO0°0FEYE0  CTIOOFFPIO0  6C0°0FS8Y'0  600°0FLOY'0  $TO0FLE6S O ¥00°0FCCED 0
YeL uv9 uos sy uoy Uce Uyt Ul U8 4o BUIQONSO[ORII]
odwoy, asoq

WU ()G BIOUBQIOSQE “BUIqONSO[OBII WOD Opeurueiuod snjj1ovg eied (- Jw 3r) [e103 ogdisodxo onowered op sAIO[BA — 7 B[OQRL

q dOIANddV

08



"720T ‘e1oine ep 0BINPOI] :93u0,] '$90310do1 sep seipouwt oes sopep sQ ‘oeiped 0110 F '(0°0>d) SI[EAN-TESNIY] 9P 91591, 0[od 9[013U00 OB 0BIL[o1 WO SEANBIJIUSIS
QJUOWIBOSTIBISO SBOUQIQJIP WedIpul ey[oa ep o3or ‘(So‘p>d) nouung op 91soL, o[od 9[0Ju0d O' 0BL[ol WO SEANROLIUSIS JJUOWEINSEISO SEIUIOJIP WEDIPUl SOOSLIdISY

890'0F6TT0 «bF0'0FI8T°0 %610°0F98T0 OvOOF6IT'0  OFO'OFLIT'O  8€O0FOIT'O 8EO0OFIOT'0  OVO'OFOIT'0 8E€OOFSIT'O  0£0°0FLLOO 09s¢
9b0°0FOVI'0  LTOOFEIT'0  +H0O'0FC8I'0  8YOOFILI'0O LIOOFHITO  €TOOFIEI'0  8E€00FOEI'0  1T0°0F860°0 +TO'0FITI'0  0TO0FOLT 0 0821
SP0'0FS90°0  LYO'0FF90'0  9%0°0F6+0°0  STOOFLIT'O  0€0'0FIIT'0  +TO0FECI'0  9TO0FYSI'0  8TO'OFHFSI'O  9€0°0F691°0  %6£0°0F681°0 0t9
LTOOFYPO'0  €TO°0FSLOO  vHOOFIOI'0  %EV00FLETO xSPOOFIET 0 %SHO'OFSITO +1€0°0FEETO #EFO'0FEITO #0¥0'0FRIT0O x9€0°0F99T 0 (1143
TEO'0FC8I'0  8TO'0F00T0 %6I10°0FCITO %0¥0'0F88T0 SE0'0FT8T0 +EE0°0F69T0 +0TO0FOLTO %8T10°0F06T'0 #0TO0OFCOE0 0TO'0FS0E0 091
190°0FLETO  T90'0F861°0  +90°0FSHI'0  x950°0F89T'0 %1S0°0F99T0 +bF0'0FSSTO %LTO0FTITO TEO'OFSIE0 #OEO'0FTTE O +8T0O'0FSTE 0 08
870°0FES0'0  9€0°0F6£0°0  000°0F000°0  H¥0'0FI90°0  IH#0°0FLSO0  +E00FHP0'0  LPO'OFSLOO  €90°0FOCI'0  TOO'OFSTI'0  %IS0'0FISI 0 1]
820°0F9S0°0  600°0FLI0O0  T10°0FITO0  O¥0'0FSTO'0  SIOOFITO0 €I00FEIO0 910°0F6100 TTOOFSTO'0  €TO'0OFLSO0  0£0°0F880°0 0T
090°0F8TI'0  €£0°0F9LO0  8TO'OFFHO'0  ST0'0FLLOO  9€0°0FS90°0  0£0'0FIF0'0  8Y00F8F0'0  ST00FLZO0  €00°0FS000  810°0F610°0 0
uzsi Uyl [CH uszI 4ozl uzIl U0l 496 Ugs 4os BUIQONSO[OTII]
odwa] aso
“ enunuod
¥€0'0FOIT0  %0£0°0FSTI'0 %8TO'OFHTI'0 %IH0°0FC6T'0 €€0°0F661°0  9TO0OF6ITO  STO0FO6T'0 x910°0F960°0 %I110°0F£90°0 =00 0FCE00 095¢
*610°0F9ST'0 %610°0FS61°0 +LIOOFIITO %ETOOFIGT0 SEOOFISTO LYOOFOSTO +EEOOFITH 0 «ST00FI6T0 %ST0O0FL6T O *IT00FLZO0 0821
+8€0°0FITT0 +6€0°0FFLT 0 +LPOOFISE0 +1H0'0FELED +SHOOF68E'0  880°0FOFT0  6£0°0F8ITO  «TEO'OFESHO %L00°0F88E 0 *900°0F901°0 0t9
*CE0'0FELT O %TEO'OFE6T 0 +9TOOFSLED %910°0FEPY'0 %6T00FLLY'O  880°0FI9T0  6T0°0FHET O +6€0°0FEPF'0  LOOOFILY' O *L000FCST'O 0zg
*810°0FS6T'0 +¥10°0F98C0 +0TO'0FCLE'D %0TO'0FE0Y 0 «LI00FBLY'O SHOOF6ECO  8TO'OF69T0 +PI00FIECO %900°0FL8%'0 YO0 OFVITO 091
x0€0°0FLOE'0 %9T0°0F88T0 %600 0FSTE0 %¥T0'0FHFTE0 +ETOOFCHY' 0  TTOOFI0L'0  8I0°0FSSE0  +ST00FISTO %S00°0F887°0 *£00°0FI0TO 08
x0S0'0FLFT'0 %0SO'0FEET'0 %9S0°0FOLI'0 %ISO'OFCLI'0 LSO'OF6ETO  #SO0FO61'0  9TO'0FOTTO 070 0F60€0 %£10°0F88%°0 +¥000FOIT0 0¥
*LE0'0FSIT'0 +EEO'0FIET0 %LEOOFISI'0 %8T0°0FITTO  TTO'OFSITO  OVOOFI8I'0  9€0°0FIBTO «810°0F8SE0  S00'0F8SH 0 *V00'OFIITO 0T
000°0F000'0  000°0F000°0  000°0F000'0  TIO'OFITO'0 O0SO'OFFIT0  680°0FESI'0  1€0°0FO8T0 0£0°'0F99S0  TIOOFSEF'0  CO00FPETO 0
yzL U9 49¢ yst 4ot yze (144 y9 T ug 40 BUIQONSO[ORII]
odwa, asoq

WU ()69 BIOURQIOSqE ‘BUIQOI)SO[RII] WO OpeuItejuod snjjrovg exed (. Tu 3r) (8103 ogdisodxa onawered op saI0[eA — ST B[aqRL

18



"720T ‘eome ep oednpoid :93uo,] 'so0dnodar sep seipour ogs sopep sO ‘oeiped o110 F *(G0°0>d) SI[EA\-TESNIY] Op 01897, 0[od 9[0JU0D OB 0BIL[oI WO SEARIIJIUTIS
OJUOWIBOSIIE)SO SBOUQIQJIP WedIpul ey[oa ep oJof *(S0‘0>d) nouung op 91so, o[od 9[0U0D O' 0BIL[OI WO SEAIROJIUSIS JJUOWEINSIIEISO SEIUDSIOJIP WEDIIPUl SOOSLINISY

#200°0FC00°0 #I00°0F€00°0 %+00°0FET0°0 000°0F000°0  000°0F000°0 #000°0F000°0 000°0FI00°0 xI100°0FC00°0 %+000FO10°0 +I100°0F200°0 09¢¢
000°0F000°0  ¥00°0FLZ0'0  000°0F000°0 %Z00°0FF00'0 <C00°0F900°0 #000°0F000°0 %CI0'0FSE0'0 %000°0FI00°0 %CO00FLIO0 %100°0FI00°0 0871
#100°0F€00°0 #700°0FL00°0  CO0°0FC00°0  T00°0FC00°0  000°0FIO0°0 #000°0F000°'0 SO00FCIO0  TO0'0FSO000 %C00°0F600°0 +I100°0F€00°0 0¥9
€00°0FL000  900°0FF10°0  000°0F000°0 000°0FI00°0 T100°0FE00'0 TOO0FCO0'0  €00°0FS00°0 C00'0F9000 «I00°0FIT0O0 %I00°0FS00°0 0ce
$00°0¥600°'0  LOO'0FIC0'0  000°0F000°0  000°0F000°0 TOO0FCO0'0  900°0FLIOO +O00OFITO0  T100°0F900°0 %I00°0F010°0 %I100°0FC00°0 091
Y00°0F110°0  600°0F810°0 000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  800°0FFCO'0  €00°0FE00°0  CO0'0FSO0'0 %C00°0F800°0 00 0F00°0 08
€00°0F700°0  ¥10°0¥6C0°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  SO0'0FOIO0  CO0'0FCO0'0 %000°0F000'0 #I100°0FE000 %£00°0FCI0°0 ov
¢00°0F€00'0  ¥I0°0F6¥0°0  000°0F000°0  000°0F000°0  €00°0F€00°0  9T10°0F6S0°0  900°0F800°0 x000°0F000°0 %£00°0F800°0 xS00°0FCIO0 0¢
000°0F000°0  600°0FLSO'0  000°0F000°0  000°0F000°0  T00°0FC000  SIOOFLSO'0  000°0F000'0 CO0'0F800'0  €00°0FSEO0  TI00FEOI0 0
yesi Rizd! yoel UgcCl 4ozl Yerl LI 496 88 4yos BUIQONSO[IRII]
odwsa], =Ng|
“BNUNUOD
€00°0FS00°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 LOOOFICO0 900°0F910°0  CO00F+00°0 %000°0F000°0 #0000F000°0 %000°0F000°0 *L000FLCO0 09s¢
100°0F100°0  200°0F700°0  SO0'0FOIO'0  000°0F000°0 IZO'0FE90°0  TOO'0FCO0'0 %000°0F000°0 #000°0F000°0 x000°0F000°0 %L00°0FOI0°0 0871
100°0¥200°0  100°0F€00°0 ¥00°0F9I0°0 900°0F8I00 %SO00°0FESI'0  000°0F000°0 x000°0F000°0 #I100°'0FI00°0 *x000°0F000°0 %S00°0F9+0°0 0¥9
100°0F900°0  C00°0F610°0 CO0'0F9I00  COO'0FLOOO xSTO0FI01'0 x610°0FS800 xE00°0FITO0 #LOO'0FICO0 x000°0F000°0 =*ET00FCITO 0ce
[00°0F100°'0  SO0'0F8IO0  SO00FLCO'0  COO'0FSO0'0 CE0'0F8LO0  8CO'OFIO00 LEOOFIYI'O STO0FSSO'0 %000°0F000°0 +800°0F0¥C0 091
¢00°0¥C00°0  CO0'0F8IO0  CO0°0FO¥0'0  €00°0FLIOO  900°0FLIO0 %¥C0'0F880°0 %SIO0FIITO 9I00FSEL'0 %600°0FICT0 xSO0°0FLSCTO 08
900°0FL00°0  SO0'0FFCO'0  0I0°0F¥80°0 xL000FCFO'0 8000FC0'0  SO0'0FPE00  ICOOFITII'O0  ¥CO0OFCICTO 8IOOFCEV' 0  xL000FE8TO 017
x900°0F€I0°0 O0I00F9S0°0 CTO0'0FE8O0  «€I0°0FSE0'0 0CO'0FOSO'0  0I0°0F6C00 LEOOFYCI'O  9CO0FLO6T'0O  OI0°0FCES O  %L00'0F06C0 0¢
000°0F000°0  OI0°0F0¥0°0  900°0F990°0 €00°0F800°0 CIO'0F9€00  900°0FIT0O0 600°0F,IT'0 SIOOFLZED PTO0FIESO 00 0FCTE O 0
yzL Ur9 4yos Uy L0174 yce Uye ol Us 4o BUIQO1ISO[ORII]
odwa ], aso(q

8

WU ()G BIOURQIOSqE “BUIQOIISO[IRILJ WO Opeurwejuod snjjovg ered (. qu Sri) [D [ onowered op saiofeA — 97 B[oqeL



"720T ‘eome ep ogdnpoi :93uo, 'so0dnodar sep seipour ogs sopep sO ‘oeiped o110 F *(0°0>d) SI[EA\-TESNIY] Op 01597, 0[od 9[0JU0D OB 0BIL[OI WO SEANRIIJIUTIS
QJUOWIBONSIIE)SO SBIUQIQJIP WedIpul ey[oA ep oJof *(S0‘0>d) nouung op 91so], o[od 9[0)U0D Oe 0BIL[OI WO SEAIROJIUSIS JJUOWERINSIEISO SEIUSISJIP WEDIIPUl SOOSLIASY

#700°0F600°0 %£00°0F0T00  TOO'0FI00'0  000°0F000°0 #000'0F000°0 <CO00'0FS00'0  CO0'0FLOO0  Z10'0FLFOO  #000 0F000 0 095T
S00°0F6£0°0  000°0F000°0 %L00'0FLIO'0 %€00°0F600°0 TI0'0F610°0 80007000  TOO'0FE00'0  $00°0F910°0 <00 0FOL00 08¢1
800°0F910°0  000°0F000°0 ¥00'0FIT0°0  L00'0FL000 #I000FI100°0 <ClO0OFFCO'0  CTO0'0F900°0  ¢00'0F600°0 £00°0FOL00 0t9
#€00°0FO10°0  000°0F000°0  TO0'0F600°0  000°0F000°0  L000F9L00  C00'0FF00°0  CTOO'0FS00'0  Z00'0FOL0'0  COO'OFII00 (1743
LOO'0FIE00 0007070000  €00°0F600°0 0000FI000 600°0F6€0°0 Y00'0FLO0'0  100°0FS00°0  Z00'0F900°0 #2000 0FC00°0 091
010°0T020°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0 TT10°0F6£0°0  S00°0FS00°0  CO0'0FE00'0  #z00'0FZ00'0 010 0FFI00 08
610°0F6£0°0  €00°0FE00°0  000°0F000°0  100°0FI000 110°0FFc0'0  £00°0F£00°0  000°0F000°0  #100°0FI000 SO0 0F610°0 ot
610°0T7S00  000°0F000°0  TOO'0FZ00'0 00 0FF00'0  120°0F€L0'0  [100FFIO0  100°0FLO00  #€00'0FS00'0 900 0FC10°0 0T
ZI0°0F9L0°0  000°0F000°0  000°0F0000  100°0FI00°0 910°0F8L0'0  600°0F600°0  €00°0F900°0 00 0FSE00  610°0FCLI 0 0
Uyl yogl UszI 4ozl yzil U0l 496 38 408 BUIQOSO[ORII]

odwo]. aso(q

renunuod
£00°0F600°0  #€00'0F700°0 #000'0F000°0 0T0°0FIE0°0  LOO'0FSTO0  #00'0F600°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000'0 *¥00'0FCE00 09T
200°0FS00°0  #C00°0FC00°0  LI0'0FIE00  810°0FSTO0  T1€0°0F960°0  +00°0FF00'0  SO0'0F610°0  x000°0F000°0 %000°0F000°0 *[10°0FLTO0 0821
200079000 #00°0F900°0  L000F¥CO'0  CTIO'OFIFO'0 «I¥0°0FO0T'0 +00°0F9000  LTOOFLTOO %0T0°0FIT0°0 %000°0F000°0 *900°0F901°0 0t9
100°0¥600°0  €00°0FSTO'0  #00°0FECO'0  T10°0FCE00  %9TO'0FISI'0 %ETO'OFIET'0 +00°0FFI00 «TI0'0FSFO'0 %000°0F000°0 *L000FCSTO (1143
100°0F100°0  €00°0FSTO'0  800°0F8E0°0  TOO'0F6000  6€0°0FLOT'0  +¥SO'OFPFI'0  LPO'OFEST'0  %TE0'0FL60'0 %600°0FCLO'0 YO0 OFFICTO 091
200°0F700'0  #00°0FLTO0  SO0'0F9SO'0  #00'0FCTO'0  900°0FFI00 +FEOOFEET0 +610°0FFLT0 %0T0'0FIFI 0 «C10°0F8SE0 *£00°0FI0CO 08
LOO'0FOI00  LOOOFZEO'0  TIOOFEOI'0  OI0°0FO90°0  €10°0F0SO0  LOOOFSFO'O  0£0°0F00I'0 «I1€0°0F8CT0 120°0F€€S0  *¥00°0F0IT0 ot
TIO0FETO'0  010°0F890°0  900°0FS60°0  0TOOFISO'0  €€0°0FILO0  SIO0FOFO0  +H0O'OFTEI'0  «SE€0°0FO0T0 TIO0OFH6S0 *V00'0OFIITO 0T
000°0F000'0  TI0'0FZSO'0  800°0FI60°0  L0O0'0FITO0 #I10°0FCFO'0  600°0F810°0  SIO0FFOI'0  610°0FELEQ  9TO'0F09S'0  CO00FHECO 0

uzL U9 49¢ usy yoy yze Upe U9 U 40 PUIQOSO[ORIIG

odwsa], =Ng|

€8

"W ()69 BIOURQIOSqR ‘BUIGOISO[ORIL] WIOD OpRUIEIUO0D snjjzovg eed (;Jw 31) [D], ondweied op saI0[eA — L7 B[PqeL



*720T ‘erome ep oednpoi :93uo, 'so0dnodar sep serpour ogs sopep sO ‘oeiped o110 F *(G0°0>d) SIEA\-TESNIY] 9P 91597, 0[od 9[0JU0D OB 0BIL[OI WO SEARIIJIUTIS
OJUOWIBONSIIE)SO SBOUQIQJIP WedIpul ey[oa ep oJof *(50‘0>d) nouung op 91soL, o[od 9[0U0D O' 0BIL[OI WO SEAIROJIUSIS JJUOWERINSIIEISO SEIUDSIOJIP WEDIIPUI SOOSLINISY

%000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000"0F0000 09sC
%000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 =000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 =%0000F000°0 =%000°0F000°0 =0000F0000 08¢I
%000°0F000°0 %000°0F000°0 %0000F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %0000F000°0 %000°0F000°0 %000'0F000°0 x000°0F000°0 %0000F000°0 09
*C10°0F6C0°0 %600°0FECO0'0 «0T0°0FLIOO0 %CIO0FB0T'0 %ET0°0FI0T°0 +CIO0FOOT'0 TCOOFSLOO %800°0F6L0°0 %L00°0F0LO'0 %900°0FCSO0 0ce
*GC0'0F99S°0 %STOOFEES0 %8TO0FO8Y'0 «EI00OFILS O %E€I00FCLS O %€10°0F89S°0 €I00FOSS 0 «I10°0FPES 0 «010°0FICS0 «0L00FLISO 091
970 0F680°T 770 0F690'T %9S0°0F670 T «9TO'0FLTI' T xSTOOFLET'T +¥10°0F8IT'T «FI00F6ETT «F10°0FFCI'T %600°0F901' T +S00°0F960 1 08
#VS0°0FOSTT «0V0°0FSSTT «1€O0FLITT #SPOOFLTE T «0V0°0FOVE T #PCO0FSEC T %60 0FLIET #8TO0FSTY' T +9TO0FLEY T %CCO0FC8Y'1 017
€S0°0F0ES T %CEO0FISS T %6C0°0FILY T x0€0°0FV6S T «¥CO0F809'T «V10°0F8I9 T «SCOOFPYS T «E€10°0FS8ST «810°0F0€9'1T 620 0F09'1 0C
VLO'OFOEO'T  SYO'OFLEI'T  ¥SO0F09'T  SYOOFCPLT  OVO'OFYIL'T  TEOOFILLT  LEOOF689'T  SIOO0F69'1T  CTIOO0F689'T  1CO0FSS9'L 0
yesl Uyl qoel Ug8<Cl qoct YCrl Uvol 496 88 o8 BULQOISO[ORII]
odwo], =Ng|
* eNUNUOD
%000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 #000'0F0000 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000'0F000°0 %000°0F000°0 %L000FLZO0 09¢¢
%000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 #000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 +%000°0F000°0 +%000°0F000°0 %L000FOI00 08¢l
%000°0F000°0 %000°0F000°0 «000°0F000°0 %000°0F000°0 #0000F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 =%000'0F000°0 %000°0F000°0 %S00 0F9+0°0 09
%*900°0FSY0°0 %S00°0FSE0°0 %¥00'0F900°0 «100°0FI00°0 #000'0F000'0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000'0F0000 x000°0F000°0 %E£I10°0FCIT0 0ce
*0T0°0FCIS0 «IT0O0FEIS 0 «LIOOFI6V'0 %0CO0F8SH'0 8IO0FESY'O «SLOOFILTO xE¥00FE0T'0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %800°0F0¥C 0 091
*S00°0F960°T +900°0FC60°T %800°0FE90° T x600°0F600° I VIO 0FSL6'0 x1CO0FCS6'0 xSE00FSTE0 +900°0FSES0 +€10°0FBIEC0 %S00 0FLSTO 08
*LTO0FOOV T +LTOOFIVE T +E€T0°0FI8ET +1CO°0FIETT €TOOFILI'T +ITOOFSOT'T +LT0OFEFO'T %670 0F6T6'0 %9TO 0FETI0 +L00 0FEST 0 oy
#*810°0F88S'T  8CO0F68S'T  0€00F80S'T  0TOOF6IV'T  TEOOFSHE'T  SSOOFELTT #ISO0FOCTT %€€00FCSO' T ST0°0FLILO  %L000FO6C0 0¢
€CO0FPCS' T LTOOF68S'T  0CTO0F60S'T  SE00FIEY' T 6€0°0FCCY 1T €SO0FCLE' T  THO'OFI9¢' T THO'OFCOT T  SEO'0FELL'O  ¥00'0FCCE O 0
el U9 4yos ysy 4oy yze Uye Uyl Ug 40 BUIQOIISO[ORII]
odwsa], =Ng|

¥8

"WU ()Gf BIOUBQIOSqR ‘BUIGONSO[IRIL] WIOD Oprunejuod snjj1ovg exed (- qw 3) DN onoweied op SaI0[eA — §7 B[oqRL



"720T ‘eiome ep ogdnpoid
:9)u0, "so0dnadar sep serpow ogs sopep SO ‘oeaped o110 F (50°0>d) pouun op 91591, ofod 9[0NUOO Ok 0BIL[OI WIS SLANLIIUSIS 9JUSWIBONSIIE)S SBIUQIOJIP WEIIPUL SOOSLI0SY

£000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000'0 +000°0F000°0 %000°0F000°0 %000'0F000'0 000'0F000°0 %000"0F000'0 %000 0F0000 09T
¥000°0F000°0  %000°0F000°0 x000'0F000'0 %000'0F000'0 %000'0F000°'0 %000'0F000'0 %000'0F000'0 000'0F000'0 %000'0F000'0 %000 0F0000 0821
£000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000°0 +000°0F000°0 %000°0F000'0 %000°0F000°0 000'0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F0000 0+9
*190°0F08T'0 %STOOFHCED *IT0°0FOSE0 %ETO'0F69Y'0 +ETOOFLSY' O %ETO'OFION'0 %STOOFOVY' 0 «810°0FCSH'0 *LI00OFSYY0 «ST00FOEY0 (1143
£9S0'0FLE6'D %SE0'0FTS6'0 +TH0O'0FLO6'0 %I1TO0OFO6I0T +€TO0FI00 T %ETO'0F900'T %0€0°0F6v6°0 x810°0FES6°0 *L10°0FIV6'0 «910°0FLEGD 091
*€90°0FSLE'T %090 0F6VE T VL0 OFOCE T %«THOOFESH T +LE00FIOF' T 8T0°0FI6F T «¥T00FOVY' T 120 0FC8F 1 *0CO'0FL8Y' T «L10°0F06Y'I 08
%690'0F0LE T %T90°0F08E'T xSSO'0FITE T %ILOOF8YY T %590 0FESY' T %8S0'0FLIS' T %T800FIIST S0 0FITO' T #6L00F8YIT +¥E00F069 1 1]
S80°0FOLS'T  +6L0°0FS09'T  0LOOFLTS' T +9L0°0FILY T %E90°0FCIL'T +¥SOOFOVL T «L90°0FFE9'T %9€0°0FpCL T LEOOFI8LT  ¥EOOFIO8'L 0T
080°0FCPL'T  #SO'0F608'T 090076691  190°0F¥88'1  LSOOFSI6T  LPOOFSE6'T  870°0FCT8T  0£00F€98 T CLO0OFOL8 T  $LOOFYIZ'L 0

yzs Uil qogT ygzl 4ozl yzil U0l 196 488 408 BUIQONSO[OTII]

odwo], =Ng|

“'eNUNUOod
£000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000°0 +000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 x000'0F000°0 %000°0F000'0 *¥000FCE00 09S¢
£000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000'0 +000°0F000°0 %000°0F000'0 %000°0F000'0 000'0F000°0 %000°0F000'0 *I10°0FLTO0 082I
¥000°0F000°0  %000°0F000°0 x000'0F000'0 %000'0F000'0 %000'0F000°0 %000°0F000'0 %000°0F000'0 000'0F000'0 %000'0F000'0 *900°0F901°0 0+9
#P10°0FSIH'0  TSLOYOTOF0 +ET0°0F99E€°0 %010°0FFEE0 +ET0°0FLITO %9T0'0F8F0'0 %000°0F000°0 000'0F000°0 %000°0F000°0 *L000FCSI'0 (1743
*L10°0FSE6'0 %0T00FI¥6'0 x6TO'0FLO6'0 %6£0°0FES80 +0700F6E8'0 x680°0F789°0 +STT0F88Y' 0 «¥SO'0FETTO *E10°0F701°0 Y00 0FVICTO 091
«€10°0FILY T +810°0FE8Y T +LIOOFEPY T %E€TO'0FEIET %9TOOFICE T TEOOFEICT sbbOOFITIT «6C0°0FITLO %L10°0F91S0 *E00°0FIOTO 08
I70°0FS99°'T  SPO'0FI99T  SHOOFPIOT  8S00F99F' T  $90°0F08E'T  690°0F80€ T  +LOOFEPTT +¥90°0F860'T 1€0°0F69L°0 V00 0FOITO 0t
*PE€00FII8 T  TEOOFCO8' T  I¥0'0FSOL'T  6£0°0FLIST  1H0'0FE6E T 8LOOFOGE'T  690°0FFTE T  «SHOOFIVI'T  LI0O'OFLSS' 0 *V00'OFIITO 0T
€€0°0FCSO' T LEOOFOVL'T  9€0°0FS99'T  €F00FEES'T  6V0°0FCOST  990°0FLYPF' T #SO°0FIFY T 1SO0FL6T T  8€0°0F808°0  C00'0FYETO 0

uzL U9 49¢ U 4oy yze Uie y91 U 40 PUIQONSO[OTII]

odwsa], =Ng|

S8

WU ()69 BIOUBQIOSqE ‘BUIGONSO[IRIL] WIOD Oprunejuod snjj1ovg exed (- 3) DN onoweied op SaI0[BA — 6T B[0qRL



"720T ‘eome ep ogdnpoid :93uo, 'so0dnodar sep serpour ogs sopep sO ‘oeiped o110 F *(G0°0>d) SI[EA\-TESNIY] Op 01597, 0[od 9[01U0D OB 0BIL[OI WO SEARIIJIUTIS
QJUOWIBONSIIE)SO SBIUQIQJIP WedIpul ey[oA ep oJof *(S0‘0>d) nouung op 91so, o[od 9[0)U0D O 0BIL[OI WO SEANROJIUSIS JJUOWERINSIEISO SEIUSISJIP WEDIIPUl SOOSLIAISY

0¥0°0F68C°0  CCO0FSPED  6C0°0F80L0  0€0'0FCICTO  6£0°0F68CT0  610°0Fe6C0 0CO'0FEOCTO  CEOOFESI'O  €+0°0F88I'0  L¥0'0FCOTO 09¢¢
x000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 9¢0°0FCFO'0 9I0°0FrE0'0 ¥IO0F8YO'0  0CO'0FCLO0  0SO'OFOLI'0O  690°0F€61°0 08¢1
90 0FC01'0  «SCO'0F8OI'0 %8I00FSOI'0 8IO'0FS60'0 190°0FC9I'0  9¥0'0F8YI'0  0CO'0FSOI'0  ¥CO0FFLOO0  LO9OOFLOT'O0  6L0°0F6ITO 0¥9
610°0F90T°0  €£0°0F8YCO  ¥E0'0F9ECO  6£0°0FICCO  SSO0F6STO  090°0FEIEC0  LYO'OFLECTO  ICI'OFIOC0 IVI'OFLEY'OD  LOTOFSLYO 1143
*910°0F910°0 x¥SO0FS80°0 xSSO0FSSO'0  LSO'OFELOO  SOT'OFCECO OIT0F6CED  90T°0FELY'O  %L90°0F0€9°0 %880°0F6LS0 680°0FC09°0 091
*890°0F890°0 %CI00FII0°0 +8CO'0FCSO0 9S0°0FIB00  8LOOFLI'0  88O'OFOPCTO €LOOFO8I'0  SLOOFI9TO  O00I'0FPSE0  €OI'0OFIBE0 08
€90°0FO¥I'0  x090°0F8CI'0  €SO'0F8TI'0  090°0FCYI'0  SLOOFLO6I'O0  ¥60°0FSICTO  S60°0FCYI'0  0€I'0F8C0  ICI'OFLYCTO  8OL'0FIETO V%
SYOOFECT0  +EVO'0FECT'0 «9€0°0FE8O'0 OVOOFSIT'O  6€0°0F601°0  8CO'0F060°0  LYO'OFI9I'0 0€0°0F8CI'0  9¥0'0FCII'0  +90°0F8ICTO 0T
9€0'0FCLTO  €€0°0F90€°0  ¥SOOFLLTO  TLOOFITTO 0LOOFCOTO 080°0FISCTO ¥80°0FSEL0  ¥LOOFICTO SSO0FBCCO  6£0°0F8810 0
yzsl Uyl Uyoel yscl 4yocl Yzrl U0l 496 Y88 4yos
T [tuoxdig aso
" "BNUNUOD
LEOOFYITO  6L0°0FLLTO  9V0O'0OFSLCO  TSO0FLOE0 «CVO'OFESH' O xSTOOFOSS'O TC€O0F88Y'0 #0€0'0F6Er'0 *CIOOFCIT'O #S00°0FEE00 096¢
080°0F8¥C'0  180°0F88C0  6¥0°0F9CE0  ISOOFYLED LyO'OFEYY'O *STOOFSISO +¥€0°0F06E€°0 #6C00FILY'0 *I10°0FF01°0 +CO0FOEL 0 08¢1
LEOOFCYT'O  T80°0F6SC0  8Y0'0FYSTO  ¥90°0F¥9€'0  0v0°0FICH'0  x0€0'0FIYY'0 x910°0FLCE0 #P00'0FECH' 0 «ET00FILO'0 CTIOOFLLOO 0¥9
081°0FE8S0  SOI'0FI8Y'0  8ST'OFCI90 8EI'0FCOY'0  ¥LO0OFI8E'0  SIO0FBIY'O  CIO0F6¥S0  800°0F609°0 +600°0F8CC'0  0CO'0FCETO 1143
#7S0'0FIIL0 x190°0FC89°0 %LSO'0FLEYO %0S0°0F9€9°0 x090°0F861Y°0 CSO'0OFECED «ITOOFSSE0 #6I10°0F8LY'0 %LOO0FSSS O  €00°0FCSE0 091
660°0FSEE’0  160°0FLYYO  PLOOFLYPEO0  O0LOOFEPE0 SEO0FLOTO  PEO'0FI9CO  +E€10°0F68E0 T10°0FC6S0  800'0FSF9'0  SO0°0FCSE0 08
91T10°0F96C°0 €01°0F9ST0  S8OOFY8I'0  8LOOFKOCO  LTO0F80I'0  9I0°0FOCTO «¥00'0FOPY'0 OI0°0FCEL'D  +00°0F889°0  CTOO'0OFEVE0 oy
9¢0'0FPO1'0  990°0FC9T0  T90°0F9€L’0  090°0F0LE'0  €SO0FP8C0O  6CO0FISCO  610°0F88Y'0 O0I0°0FIOL0  €00°0FSLI90  €00°0FIEL0 0¢
[€0°0FCCI0  ¥P0'0FS6I'0  $€0°0FISTO  OVO'OFILTO  €#0°0FO9C0  0SO0FEIL0  €00°0F9ES0  010°0F9E80  800'0FL99'0  £00°0F6£E0 0
ucL 49 4os Uy 4oy yce Ri44 491 us 4o
TENT [tuoxdrg oso

98

"wu ()Gf erougqrosqe ‘[ruoidi] wod opeurweiuod snjj1ong exed ([T 3i) [ei03 ogdisodxs onowgred op saI0[eA — (€ B[OqRL



"TT0T ‘eIome Ep 0BdNPOIJ
:91u0 ‘se0dnodar sep serpour oes sopep sQ -oeiped o110 F (50‘0>d) nouun( 9p 9IS, 0[od 9[0T OB 0BIL[DI W SBAIIRIIJIUSIS JJUIWEINSIIB)ISO SBIUAISJIP WEIIPUI SOISLII)SY

€EO'OFITED  #TEOOFI6E0 #6V0°0F66E0 6£0°0F6SE0 +b€0'0FHHE0  TTOOFLIEC0  €£0°0FSLTO  6£0°0F861°0  6£0°0FIGI0  6£0°0FL6TO 09$C
«P10°0FFT0°0  #Y0'0FTSO'0  6€0°0FLSO0  «870°0FFLO'0  SE0'0FER0'0  910°0FS80'0  SI0°0F680°0  0VO'OFFII'0  6€0°0FI61°0  +SO0FELT O 0821
€80°0FC8T'0  LSO'0F8STO  TSO'OF8HYTO  TSO'OFEYTO  THO'OFIETO +E0°0FCITO  THO0FIITO  %0v0'0FLOTO 640 0FOFTO  65S0°0F68T 0 0t9
670070620  6¥0°0F90€°0  670°0F96T0  TSO'0FI0E'0  €90°0FC6T0  8SO'OFEIE0  LYOOFHEE'D +E0T0F6IF'0 9ITOFCEF'0  9EI'0FCIH0 (1743
870°0F9L00  TLOOFSIT'0 vLOOFSEI'0  60°0FO081°0  901°0FLITO LOI'OFSSTO  CTITOFSHE0 %L80°0F66L°0 +180°0FTISO «180°0F6TS0 091
820°0F090°0  8TO'0FO80°0  LEO'OF6LO0  80°0L60°0  +¥SO'OF6TI'0  HLOOFSOI'0  +80°0FLSI'0  T6O'0FE6TO  960°0FITED  960°0FEEE 0 08
620°0FLY0'0  T¥0'0FELO0  9€0°0FELO0  #¥00FC60'0  ISOOFFOI'0  690°0FOEI'0  080°0FESI'0  €60°0FE0T0  960°0FEIT0O  €80°0FF81°0 (014
SPO'OF6IT'0  THO'OFFCI'0  [H0'0FL800  6£0°0F601°0  6£0°0FTOI'0  6€0°0FI60°0  LYOOFSTI'0O  THO'OF6ST'0  6£0°0FHSI'0  6¥0°0FI1T0 0T
TH0'0F90T0  0SO'0FE0T0  090°0FILI'0  €90°0FC6I'0  L90'OFL6I'0  8LOOFTOTO  I80°0FFHTO  +90°0FL9TO  SSO'0FRTTO  ISO'OFIITO 0
yzsi (24l yogl UszI 4ozl yzil U0l 496 38 408
T [tuoxdig aso

renunuod

€E0°0FIETO0  9€0°0FELTO  SEO0FLOSO  LYOOFIIED €40 0FT6E0  +bEO0F8PF0  €£0°0F80F0  €€0°0F8LY'0  ++10°0FL90°0 #0C0O'0F890°0 09T
LSO'0FSSTO  LSO'OFHOE'0  €40°0F6SE0  TEOOFO6E0  +E0'0FB0F0  x600°0F8ZF0  +E0'0F6E0  #9T00FEOF'0 +¥10°0F9L00 *VE00FEEL0 0821
¥S0'0F88C°0  S90'0FFIE0  T90°0FLEEO  ¥SOOFIOE0  OFO'0F8SE0  6C0°0F69€0 +E10°0F08T0 #900°0FCSE0 %C10°0F180°0 *C100FI0L0 0t9
*SETOFL8Y 0 «TETO0FYIY 0 «PCI'0FF6Y'0 vIT0F6PY0 L8O 0F66E0  SHO0FC8E0  €TO0FFOF'0  #10°0F687°0 «£10°0+F¢IC0 YI100F60C0 (1143
LLO'OFSSS0  %650°0F08S°0 %0L0°0FOFS'0  0LOOFL6Y'0  €LO°0F68E0  TLOOFOIE0 €SOOFELED #ECO'OFEIE0 010°0FEHP'0  SO0°0FLITO 091
T60°0FSSE0  TBO'OFO6E0  880°0FCIE0  LBOOFO9E0  690°0F8ITO  +€0°0FO0T0  8TOOF6IE0  SIO0FO9Y'0  LOOOFI6F0  S000FISTO 08
080°0F961°0  LLO'OFLOTO  LLO'OFSOTO  #90'0FLITO %0£0°0FFOI'0 +I00F8ST'0  €10°0F8ZE0  600°0FE9S'0  900°0F1150  £00°0FFSTO ot
LYO'OF6ITO  $SO'0FS9T0  T190°0FELTO  €SO0FHOEL0  TSO'OFITTO  SEOOFEFTO  0TO'OFLIE0  0I00FOLSO  900°0Fv6+'0  £00°0FEVTO 0T
€50°0F891°0  #SO'0F861°0  6¥0°0FOIT0  SHFO'OFIITO  9¥00F6¥T0  9¥0'0FF9T0  I+0'0FSTH'O0  010°0FEI90  600°0FCLY'0  C000FYYCT O 0

uzL ) 49¢ usy yoy yze Upe yol U 40
TN [tuoadry asoq

L8

"W ()69 erougqrosqe ‘[ruoidi] wod opeurweuod snjj1ong exed (T 3i) [e303 ogdisodxs onowgred op saI0[eA — ¢ B[RQR]



7207 ‘eione ep oednpold :91uo, soodnodar sep serpowr oes sopep sQ oerped o110 F (0‘0>d) SI[eA-[BSILIY] 9P 9359, 0[od 9[013U0D Ok OBIL[o1 WO SBANJBOIJIUTIS
QJUOWIBINSIIBISO SBOUQIOJIP WedIpul ey[oA ep o3or *(S0‘0>d) nouung op 91s9L ojod 9[0)U0d O' 0BSL[O] WO SEAIROIIUSIS OJUOWEINSIIBISO SeSUIOJIP WEDIPUl SOOSLIAISY

000070000  TO0°0FIO00 %I00°0FOT0O0 000°0F000°0 T00°0F~00°0 CO0'0FE00'0 000°0F000°0 CO0'0FCIO0 %SO00FLIO0 %200°0FF00°0 09¢¢
000070000  TO0°0FI000  T00°0FCO0'0  000°0F000°0 000°0F000°0 <CO0'0F00°0 T100°0FI00°0 #I000FFO0'0 +CO00FLIO0 %000°0F000°0 08¢I
000°0F000°0  T00°0FC00'0  000°0FOLO'0  000°0F000°0  T100°0FE00'0  T100°0F600°0 900°0FECO'0  000°0FLOO'0  %SO00FSIO0 %100°0F€00°0 0%9
000°0F000°0  TOO0FI00'0 T00°0F€00'0  000°0F000°0 000°0F000°0 COO'0FLOO'0  900°0FICO'0 <COO'OFITO'0 «¥00°0FIT00 %100°0FLO00 (1[43
000070000  TO0°0FI000 TOO0OFIOO0 000°0F000°0 000°0F000°0 T000FIO00 8000FSCO0 €000F7C00 900°0F9€0°0 %900°0FICO0 091
¢00°0F700'0  ¥00°0FET00  COO'0FLOO'0  COO'0FE000  T000FE000  ¥O00FLIOO  ¥IO0FLCO0 LOOOFICO0 SO00FICO0 «P00°0F0C0'0 08
¢00°0F€00°0  SO0°0F910°0  %€00°0FIIO0 <CO0'0FS00'0  +00°0F900°0 %9I10°0F€0'0 8I0'0F6¥O'0  €00°0FLCO0 T10°0F870°0 %CT0O0'0FOLO0 or
+700°0F800°0 «600°0FLZ0'0 000°0F000°0 C00'0FE00°0  LOO'0OF910°0  T00°0FI00°0  SO0O'0OFFIO0 6000FICO00 600°0F8CO0 x£00°0FCE00 0¢
[100°0F100°0  SO0'0FCIO0  €00°0FE00°0  CO00FC00'0  ¥00°0FCIO0  000°0F0000 ¥00°0F0€0'0  COO'0F8CO0  STO0FC90°0  ¥00°0F9S0°0 0
st Uyl yoel U<l 4yocl Lrqn! Lia0 96 Ugsy 4os
TN [uoxdif aso
" BNUTNUOD
$00°0FLI0O0  LOO'0FITIO0 %€00°0F800°0 <C00'0FL00'0 +00°0F600°0 €00°0F900°0  600°0FSC0°0 #600°0F9C0°0 %000°0F000°0 #S000FEE00 096¢
100°0F0T0°0  CO0'0FCIO0  %000°0F000°0 000°0F000°0 xS00°0F900°0 #600°0F9I1°0 #810°0FC80°0 #C000FC000 %000°0F0000 +CO0FOET 0 08¢l
#100°0F€00°0 %100°0F200°0 %000°0F000°0 000°0F000°0 CIO'0FCYO'0  #ICO'0FSYI'0 ICOOFILO'O #000°0F000°0 =000°0F000°0 CIO0FLLOO 0%9
¢00°0F800°0  ¥00°0F900°0  %t00°0¥800°0 000°0F000°0  900°0FSIO0  [T10°0F9CO°0 #800°0F9L0°0 ¥IO0F6ET0 x900°0FILI'0 0TO0FCECO 0Z¢
€00°0F0C0°0  €00°0F9C0°0  %€00°0F0E0'0 €00°0FS00°0  900°0FCIO0  SIO0OFSEO'0  8IO0FEI00  #600FSLO'O0  xS00°0FELED  €00°0FCSE0 091
900°0F7C0°0  ¥00°'0FSIO0 %C00°0FSEO'0  €00°0FF00°0  800°0F0CO0  +00°0F600°0 600°0F8E0°0  600°0FCIT'0  %900°0F0OLY'0 SO0'0FCSE0 08
S00°0FITO0  €00°0FSO0'0  %€00°0FI#0°0  000°0F000'0  TOO'0FZED'0  TOO'0FEO0'0  800°0FITO'0  0I0°0FSOTO  600°0FOES0  TOO'OFEYED ov
C00'0FITO0  SO0°0FOCO'0  %900°0FS¥0°0 $OO'OFITO0  LTOOFELOO  600°0F8I0O0 SIOOFLEOOD  €000FOFCO  SO00FLISO €00 0FIEE0 0¢
€00°0FCC0°0  €00°0F810°0  SO0'0FS90°0  €00°0FS00°0  CCO'0FC90'0  LOOOFSIO0  CO00FCO00  LIOOF6CED TI0°0FLYSO  €000F6€E°0 0
UcL U9 yos Ugy 4or uce e U9l us 4o
Y] [uoadi asoq

88

"W ()Gf BIOURQIOsqe Truoidi] wod opeurureuod snjj1ovg exed (. qu 81) 1D, ondwered op saIo[eA — 7€ B[oqe



"720T ‘elome ep 0BdNPoI] :93u0,] 's90310do1 sep seipout ogs sopep sQ ‘oeiped 0110 F *(G0°0>d) SI[EA-[RSNIY] 9P 9159, 0[od 9[0J3U00 OB 0BIL[o1 WO SBANBILJIUSIS
QJUOWIBO)STIBISO SBOUQIQJIP WedIpul eyea ep o3or '(So‘o>d) nouung op 91s9], o[od 9[01U0D Ok 0BEL[OI WO SEANBOIUSIS J)UOWEDNISLISO SLIUSIOJIP WEIIPUI SOISLINISY

000°0F000'T ~ €00°0F¥00°0  000°0F000'0  000°0F000°0  T00°0FI00°0  O0'0FE00°0  T00°0FI00°0  €00°0FS00°0  TOO'0FSO00  #000°0F000°0 09T
000°0F000'T  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0 #000°0F000°0 T00'0FLO00  #000°0F000°0 0821
000°0F000'T  T00'0FZ00°0  100°0FI00'0  000°0F000°0  000°0F000°0  ZO0'0FF00'0  +00°0F800°0 #I100°0FI100°0 +00°0F600°0 #100°0FC00°0 0t9
000°0F000'T  T00°0FI00°0  100°0F100°0  000°0F000°0  000°0F000°0  €00°0FS00'0  €00°0F900°0  TO0'0F900'0  +00°0F600°0  £00°0F600°0 (1743
100°0F100°'T  [00°0FC00°0  100°0FI100°0  000°0F000°0  €00°0FE00°0  S00'0FCO0'0  SO0'0FOI00  SO00FOZO'0  600°0FEL00  800°0FLTO0 091
100°0FC00'T  SO00°0FFI00  €00°0FF00'0  000°0F000'0  +00°0F900°0  ST0°0FII00  TIOOFLIOO LOO'OFEIO'0 O0OI0°0FILO'0  SO0'0FIE00 08
100°0F100°'T  LO0'0FOLI0'0  TO0'0FC000  100°0FI00'0 000070000  +00°0F900°0  [10°0FETO'0  £00°0FFTO0  910°0F890°0 800 0FFE00 ot
100°0FC00'T  910°0F8€0°0  S00'0F900°0  €00°0FS00'0  800°0FFI10°0  000°0F000'0  TOO'0FTO0'0  800°0FSTO'0  +I10°0FCEO'0  LOOOFIHO'0 0T
€00°0F€00° T LOOOFFIO0  L00'0F800°0  +00°0F900°0  €00°0FE00°0  100°0F100°0  #00°0FL00'0  SO0'0FOE0'0  LTO'0FO90'0  800°0F890°0 0
uzsi Uyl [CH uszTI qozl Uzl U0l 496 uss 408
TS [uoxdif aso

“renunuod

#200°0FL00°0  TO0'0F900°0  #£00°0F800°0 €00°0F0T00  «L00'0FFI00 L00'0FIZO0 900 0FF10°0 +TI0°0FETO'0 %000°0F000°0 *0TO'0F890°0 09$T
T00'0F0T0°0  TO0'0F600°0  #TOOOFITO'0 TO00F600'0 %T000F8I00 +610°0FS80°0 %610°0FFET'0 x900°0FL00°0 %000°0F000°0 *VE0'0FBEL0 0821
#100°0F800°0  €£00°0F900°0 #100°0FS00'0  #00°0F900°0  600°0FZ90°0  +0T0O0FOST'0 %¥TO'0F6IT'0 +ET00FEI00 00 0F700°0 *C10°0FI0I°0 09
S00°0F810°0  900°0FST0°0  #900°0FITO'0 S00°0F800'0  010°0FCEO0  900°0FOT0'0  +600°0FE60°0 %810°0FLIT'0 «S00°0FI61°0 ¥I00F60T0 (1743
900°0FST0'0  €00°0F8CO°0  SO0'0FLYO'0  S00'0FS00°0  600°0F9TO0  S00'0FS00°0  %0TO'0FILO'O %STO'OFLSO'0 %900°0FLIY'0 SO0°0FLITO 091
800°0FC€0'0  €10°0F920°0  #00°0FCSO'0  TIO'0FSIO0  600°0FEEO'0  SO0'0F600'0  800°0FITO0 %STOOFFLI'0 %800°0FI150 S00°0F9STO 08
900°0F8T0°0  L00'0FOI0'0  S00°0F9S0'0  €10°0FEI00  ¥00'0FLFO'0  000°0F000'0  SO0'0F9000 «SI0°0FBITO CTIO0OFSLSO  £00°0FFSTO ov
600°0F0C0°0  900°0F¥10°0  L00'0FS90'0  TIOOFCIO0 LEO'OFOTI'O  LIOOFSTO0 610°0F6£0°0  x600°0F69T0 90007090  £00°0FEYTO 0T
#00°0F920°0  ¥00'0F800°0  LOO'OFL60'0  TIOOFFIO0 LEO'OFE60'0  T10°0F610°0  000°0F0000  0TO'OFEIE0  SI00FI8S'O  CO00FHHCTO 0

yzL U9 [CH usy 4oy yze Uy y9| g 4o
odmo ] [uoadi] asoq

68

"W ()69 BIOURQIOsqe Truoidi] wod opeurweiuod snjj1ovg exed (. Tw 31) 1D, ondwered op saIo[eA — €€ B[oqe],



7207 ‘eione ep oednpold :91uo, soodnodar sep serpouwr oes sopep sQ oeiped o110 F (0‘0>d) SI[[eA-[BSIIY] 9P 9359, 0[od 9[013U0D Ok OBIL[o1 WO SBANJBOIJIUTIS
QJUOWIBINSIIBISO SBOUQIOJIP WedIpul ey[oa ep 030r *(S0‘0>d) nouung op 91s9L 0jod 9[0)U0d O' 0BSL[O] WO SEAIROIUSIS OJUOWEINSIBISO SeSUIOJIP WEDIPUl SOOSLIAISY

#000°0F000°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 #€00'0FE00'0 €00°0FLIO0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 09¢¢
#900°0F900°0 #900°0FS10°0 #0TO0FCSO'0 #LOO'0F0SO'0 #ITO'OFLLOO #600°0FS60°0 +00°0FS00°0 #200°0F900°0 %0I10°0F€60°0 %ET0°0F690°0 08¢I
#H7EOOFLLEO #ITOOFCOL'0 #610°0FCOY'0 #BI10'0F8BE0 #BL0'0FLOC O #610'0FS6€0 LOO0OFOFO'0  T000FOIO0 %910°0F6CE0 *0C0'0F0€ 0 0%9
LEOOFLEY'O  TCOOFYYPE0 #SYO'OFOIL'O #SYO'OFLIL'O #SPO'OFLIL'O #PPO'OFIEL'O0  600°0FIE00  €O00FSIO0 %E£€00FC8Y'0 xLTO0FLIYO 0c¢e
CE0'0Fr86'0  €CO0FL8Y'0  0SO0FECO'T  9¢€0°0F8860  SEOOFIIOT 8COOFIEOT 600°0FLCO0 ¥00°0FSE00 %LE00FO66'0 xCE00FE06°0 091
LLOOFCOY'T  OVO'OFLLY0  T80°0FI6E T  080°0FI8ET  SLOOFFEET  S90°0F6LE'T  9€00FILO'0 OI0°0F0E00 «ICOOFICTT «ICO0F68I'1 08
890°0FLYS'T  SEO0FOYL'0  0LOOFOEST  890°0FECST  €90°0F6IST  CSOOFCIST  9CO0FILO0  ¥00°0F6£0°0 %ECOOFOSET *110°0F99C 1 or
6L0°0FLLY'T  TPO0F908°0  9LO0OFOV9'1T  SLOOFLYO'T  890°0F8Y9'1T  8YO'0FHPYI'T  800°0F610°0  ¥00°0F9€0°0 x0¥0°0F909°1T 640 0FS9S'1 0¢
PSOOFYOL' T 8IO0OFILBO LIOOFIE8'T LOOOFO6E8'T 610°0F9E8T  1CO0FST8T  600°0FISO0 €00°0FI¥0°0  TT0°0FE9L'T  +vP0O'0F8SO'L 0
et Uyl yoel U<l 4yocl Lrqn! U0l 96 Ugsy 4yos
TN [uoxdif aso

" BNUTUOD

#00°0F000°0  #000°0F000°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 #000°0F000°0 x000°0F000°0 #000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 #S00'0FECO0 096¢
#800°0F960°0 #800°0F¥80°0 #L00°0F990°0 #900°0F€L0'0 #100°0FELO'0 %0TI0°0FI80°0 #+00°0F+00°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 ¥TO0FOEI 0 08¢l
#020'0F66C°0 #610°0F06C°0 #0TO'0FEO6T 0 #CTO'0FSOE'0 #ETO'0FOVE'0 %0CO0OFI8CTO #SCO'0FBSO'0 %000°0F000°0 x000°0FO00°0 <CIOOFLLOO 0%9
9C0°0FLS9'0  LTO0FI990 O0I0°0F¥¥9°'0  0CO0FETI0  910°0F9€9°0  %¥CO'0FII9'0 8CO0OFCISO xCCO0FIVY'0 %800°0FIYCT0 0CO0FCETO 0Z¢
Ce0'0F0L8°0  0€O'0FLYPE'O  CEO'0FOIB0 CHO'OFE08'0 9CO0F6LLO %9CO0FIIL'0 LIOOFSCLO %8I00FIS90 %8000F8ES0  €000FCSE0 091
IOOFIVYI'T  800°0FSOL'T  OT0'0FCLO'T  OI0°0FOCO'T  8IOOFCIO T %¥CO0FCO0'T 1C00F996'0 «II0°0FII60 600°0F8L9°0  SO0°0FCSE0 08
CIO0OFEET T  600°0F90C° T  800°0FO0C T  8000FOFI'T  SO00FO9I'T  %x900°0FSOI'T T10°0FS60°T %x6000F9%0°1 ¥I00FFIL'O0  COO0FEVE0 ov
€S00FCISTT  9S0°0F8BY'T  9S0°0F6SH'T  6S0°0FP6L T BYO'OFLBE'T  vEO'0FOYCTT  vEO'OFPITT  8000FELI'T  LOOOFBIZ0O  €00°0FIEEO 0¢
[SO0FP8ST  €S0°0FESST  [SO0FCEST  €S0°0FBEY'T  S€O'0FP6E T  LIOOFCITT  ISOOFLSTT  8I0°0FO9TT  910°0F06L0  €00°0F6€E°0 0

UcL U9 yos Ugy 4or uce e 4ol us 4o
Y] [uoadi asoq

06

"W ()Gf BIOURQIOsqe [ruoidi] wod opeurweiuod snjjrovg exed (. Jw 31) DN onowered op sQI0[BA — p¢ B[OQR],



"7T0T ‘e1oine Ep 0gdNpoiyd

:9)u0 'so0dnadar sep serpotu ogs sopep SO oeiped o110 F (50°0>d) pouun op 9359, o[od 901U 0L 0BIL[OI WO SLATIBOTUSIS 0OJUSWIEONSIIEISO SESUSIOJIP WEIIPUI SOOSLINSY

%000°0F000'T  %000°0F000°'T %000°0F000'T +000°0F000° T %000°0F000'T x000°0F000 T %000 0F000'T 000°0F000° T %000°0F000'T 000'0F000°0 09T
£000°0F000'T  %000°0F000°'T %000°0F000'T %000°0F000°'T %I100°0FI00'T ++00°0FIT0 T %+000FFI0T x900°0FSTO T %L000FSTO'T +000°0F000°0 0821
%9€0°0FIST'T %6C0°0FSLT'T *LTOOFIST'T +9T0°0FERT' T +PTOOF6ST T #ETOOFLOT T %ETOOFHOI'T +0T0°0FC6T' T %610°0FE6T'T x100°0FC00°0 0t9
#IC00FITET +bTO'0FCEST #STOOFLEE'T +LTO'OFELE T %9TO0FISET +bTO'OFCICT %TTOOFIIET +8T10°0FSIET %LI00FCIET E£00°0F600°0 (1743
#VIOOFLIV' T #CTOOFLEY' T +TTOOFOPY T %9C0°0FCSY' T +¥C00FI9H' 1T x0TO'OFSLY T %1C0°0F6LY T +0TO0FSLY T %1T0°0F69% T %800°0FLT00 091
#PTO0FLSS' T %STO'OFLIS T #PTOOFTIS'T +bTO'0FCIS T +ETO0FI9S'T +610°0F69S T +810°0FEIS T +PI0°0FIIS T %STO0FFSS'T S00°0F8E0°0 08
«PT0°0FY9ST %920 0FSLS T #ETOOFILS' T +ETO'OFILS T %I1TOOFSLS'T +810°0FS8S T +ST00FI8S'T «E10°0FK8S T %CI00FFLS T +800°0F7€0°0 ot
I€00FLYY'T  YEOOFISOT  0£00FOL9'T  T€00OFELO' T  8TOOFSHFI'T  0TO'OFOSOT  910°0FE99'T  €I10°0FSLOT  910°0FS99'T  %L00'0FCH0'0 0T
[€0°0F999'T  €T0°0FE89'T  6I0°0FI8YT  CTIOOFI6O' T  800°0F669'T  900°0FHOL' T  800°0F6IL'T 010°0FOCL'T  T10°0FLOL'T  800°0F890°0 0
uzsi Uil vog | yg8zl qozl uzIl uro1 196 g8 408
TS [uoxdif aso

“renunuod

£000°0F000'T  %000°0F000°'T %000°0F000'T %000°0F000° T %000°0F000'T %000°0F000 T %000 0F000'T 000°0F000° T %000 0F000'T *0C0'0F890°0 09$T
%L00°0FLTO'T +L00'0FITOT +ET0°0FSIOT +900°0F800°'T %S00°0FS00'T %Z00°0FC00'T %000°0F000'T 000°0F000° T %000 0F000'T *¥£0'0FBEL0 0821
*610°0F88T'T +610°0FEST'T +6V0°0FOST' T %ITOOFLLT'T +bTOOFYLI'T %E€TOOFIFT'T %000°0FI+0'T x000°0F000° T %£00°0FE00'T *CL00FI01°0 09
*PI00FPSET #STOOFSYE T +9€0°0F6EET %«STOOFLIE T «ET00FLTE T *LIO0F60E T +I1€00FLO6T T 1€0°0FIFTT %£00°0F0€T'T YI0°0F60C0 (/143
#9C0'0FEEY' T %STOOFITH' T «SLO'OFLOY' T %STO'OFCRE T %ITOOFSSE' T #1€0°0FIBE T #FSOOFE9ET #bSO'0F8IECT %£00°0F99C' T S00°0FLITO 091
*L10°0FOTS'T #LT0°0FFOS T %8S0°0FCO6V'T %1C0°0FI9F T «1T00FEOF' T %910 0FOFY T %0TO0FSTH' T %020 0FOIF T %700°0F8IET $00°0F9SC0 08
*€10°0FLTS' T +CIO0FFIST #PTOOFIIST «L00'0FF8Y T %E£00°0F¥8Y I %200 0F6SH T 110°0F6SY T «110°0F9%' 1 %L000FCSE' T  £00°0FYSTO ov
YTO'0FPEY' T 9TO'0FSTO'T  S80°0F6I9T  8TOOFO6S' T  STO'OFLEST  HTOOFEPS'T  T10°0F60S'T  T10°0FCOS'T  €00°0FL9¢'T  £00°0FEYTO 0T
9T0'0FCSOT  LTO'OFOPO'T  980°0FLEY'T  6TOOFS6S'T  9TO'0FS6S'T  TTOOFEEST  TEO'OFSIST  TEO'OFITS'T  800°0F9sE' T  CO0'0FHHCT0O 0

yzL U9 [CH usy 4oy yze ure yo[ g uo
odmo ] [uoadi] asoq

16

"W ()69 BIOURQIOsqe [ruoidi] wod opeurweiuod snjjrovg exed (. Tu 31) DN onowered op s9I0[BA — G¢ B[9QR],



7207 ‘eione ep 0BINPOI{ U0, "s90d0dal sep serpow oes sopep SO oeiped o011 F *(50°0>d) SH[BA\-[BSNIY 9P 9159, 0[9d 9[0JIU0D Ok 0BIB[91 WS SBAIBIIUTIS

oJUOWIBOTISIIE)SO SedUQIOJIP wedrpur eydA ep oSof '(50°0>d) nouung op 9o ojod o[onu0od or 0Bde[dl WO SEANEOIUSIS 0JUSWIEINSHE)SO SBSUIIQJIP WEDIPUI SOJSLIISY

LYO'0FIS00  %6T0°0FIS0°0 %ZH0'0FSST0 %0v00FS60°0 #TP0'0FIOT0 tHOOFLET'0  «LTO0FTST'0 %IE0°0FEET'0 9C0°0FCST 0 09T
%0L0'0FSST'0 %8€0°0F7690°0 %8€0°0FZIT'0 %STO0F060°0 TEO'0F660°0 620°0FL80°0  %0T0°0FL800 bE€0°0F991°0 10 0FLYI0 0821
«120°0F801°0 110°0FOZ0'0  910°0FSTO0  ZTIOOFIEO0 9I0°0FEOI'0  T10°0F0L0°0  800°0F9I00  LI0'0FOSO'0  L0OO0FTS0'0 0t9
900°0F0T0°0  000°0F000°0  +00°0F900°0  ¥00°0F900°0  #00°0F00°0  000°0F000'0  000°0F000°0  LOOOFOI00  +I10°0FSTO0 0ce
€10°07910°0  000°0F000°0  €10°0FITO0  €I0°0FLIO0  LI0'0FIZO'0  800°0F800°0  000°0F000°0 TIO0F6100 #10°0FLIO0 091
000°0F000°0  000°0F000°0  100°0FLI00'0  600°0F60°0  000°0F000°0 SI00FIZTO0 LOOOFLOO'0 S10°0FFTO0  1TOOFITO0 08
000°0F000°0  000°0F000°0  6T0°0F6T0°0  [€0°0FTEO'0  TOO'0FCO0'0  8TO'OFOSO'0  0TO'OFEEO'0  LTO0F690°0  690°0F060°0 ot
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  Z00'0FCO0'0  SI00FITO0 0T
000°0F000°0  000°0F000°0  L00'0FLO0'0  O10°0FOI0'0 000070000 OI0°0FFIO0 800°0FLI00  €00°0FSO0'0  9€0°0F080°0 0
Uil yocT 4ozl yzil U0l 496 uss 408 uzL doy
odwo], yepuel§ aso(q
“*BNUnuUod
«8T0°0FLOT'0 %ITO'0FO0T'0 1T0°0F680°0  TTO'OFLS0'0 #8T00FIOI'0 +ICTO'OFLST'O #P100FLOT'0 #I1TO0FFCI'0 #100°0F100°0 09$T
«ITO°0FF61°0 %STO0F6TT0 «bCO'OFLYCO 8I00FEITO  €I10°0F9IT0 %TEO'0FIOT0 #TI0'0F80T0 #810°0F080°0 #C00'0F¥00°0 0821
%600°0FICI'0 %1T0°0F8ET0 +9T0°0FYST'0 FI00OFSLI'0 TIO'OFITTO +6C0°0FS8T0O  600°0FE6T0 #IT0°0FEOT'0 #CI00FE00 0t9
TT0°0FCF0'0  $TO'0FISO'0  PEOOFLOT'O  €E€0°0FITI'O0  THO'OF6VTO  «LTOOFLIEO +SOOFISH'O 9T00FS61°0 ST0°0FOECO (/[43
800°0F800°0  €00°0FE00°0 [ZO0FEY0'0 9Z00F6IT'0  OFO'OFOLZO 890°0FEISO  S10°0F¥99'0  S000F064°0 CLO0FO6T 0 091
000°0F000°0 TIO'0F610°0  1TO'0FCLOO  LEOOFI6L0  €€0°0FCCE0  6E0°0FITO0  TIOOFI6L0  S10°0F¢8S0  810°0F6LTO 08
ZI0°0F810°0  010°0F0T0°0  LPOOFILT'0  090°0FE0E0  +10°0FI6F0  0SOOFISS O  TTO0F698°0 LOOOF8I90 €00°0F06T 0 0¥
S00°0FS000  TT00FITIO0 $€0°0F990°0  6V0°0FE9I0  €£0°0FIOT0  %980°0FCSH'0  LIOOFHILO  600°0F¢8s0 Y00 0FF6C 0 0T
20076700 L10'0F8E0'0 CTIOOFSHO'0 €80°0F8ETO  9SO0OFFPE0  LLOOFC99'0  €I00FEIB0  6000F+09°0 SO00°0FY0L0 0
U9 LCH usy 4o yze ure y91 g uo doy
odwa], JyepuelS asoq

"W ()Gt erougqrosqe ‘ruoadi,]
+ OJI[1}oUI 0JRUBJOL], + BUIQONSO[ORILJ BIMSIA WO OpeUIWERIu0d snjjovg ered (Tw 3n) [ejo3 ogdisodxo onowered op sOI0[BA — 9¢ B[9QR]

6



"720¢ ‘elome ep ogdnpoid
:9)u0,] 'so0dnadal sep serpow ogs sopep SO oeiped o110 F (g0°0>d) pouun( op 9159, o[od 9]0V OB OBIL[OI WO SEANEILJIUTIS OJUOWEINISIIBISO SEIUSIOJIP WEOIPUI SOISLI)SY

%601°0F6TT0 %£60°0FCET0O +S60°0F6EE0 SLOOFS61'0 «T0T'0FISE0 00T 0FE0E'0 SLOOFIOTO0  6LOOFLITO %990 0FFLT O 095¢
§SO'0F6ZI'0  ¥SO'0FSTI'0  0SO'0FHTI'0  0b0'0F660°0  T+00FEOI'0  LEOOFLITO  $€00FI600  +SO°0F6H1°0  +€00FCET 0 0821
610°0FISO0 020079200 610°0F8Z0°0  ZIO'0FEIO0  €T0°0F890°0  610°0FF#00  0L0°0FOI00  LOOOFOIO0  LOO'0FEZO0 0t9
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  +00"0FF00°0 0ce
ST0°0FLZO'0  000°0F000°0  000°0F000'0  000°0F000°0  600°0020°0  000°0F000°0  000°0F000'0  000°0F000'0  000°0F000°0 091
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  000°0F000°0  +00°0F00°0  +00°0F~00'0  T100°0FL00°0 000 0F000°0 08
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  000°0F000'0  000°0F000°0 LOOOFII00 T10°0FCCO0 #10°0F6T0°0 T900FSLO0 ot
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0 800 0FI10°0 0T
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0 000°0F000°'0  TOO'OFE00'0  SO0'0FOIO'0  SOO'OFSO0'0 620 0FTLO0 0
Uil yoegl yozl yzil U0l 496 ugs 408 uzL doy
odwo], yepuel§ aso(q
“'BNuUnuod
«1SO0FILT'0 %670 0FE8T'0 %SPO'0FEOT 0 SPO'0F660°0 THO'OFLSI'0 x6¥00F96T0 %0 0F6IT0 %9¥0°0F€81°0 +000°0F000°0 095¢
*C10°0F061°0 %0TO'0FFSTO «STO'OFI6T0 %120°0F99T0 LTOOFF8TO  LTOOFLSEO %0T0°0FILT0O x610°0F0L0°0 +000°0F000°0 0821
600°0FL90°0  800°0F801°0  %8T0'0FOST'0 9T0°0FEHI'0  600°0FFTT0O  +6C0°0F09T0 %0T00FI6CT 0 +E10°0F660°0 *E10°0FO¥0°0 0t9
T10°0F610°0  LT0'0F8E0'0  8TO'0FISO'0 8ZOOFIII'0  0SO'OFSSI'0  %9Z0°0FSOE0 +I+0°0FSHE0 +0S0°0F91Z’0 [10°0F0€C0 (143
000°0F000°0  000°0F0000 +10°0FSTO0  SI00FI90°0 PPO'OFO61'0  6SO0FEIFO  9T0°0FLPS O  LOOOFSOr'0  L10°0F6CTO 091
000°0F000°0  000°0F000°0 LI0'0FIEO'0 OVO'OFE6I'0  SEO'0FS6T0  0SO0FL6Y'O  ¥IO0FOF9'0  CI0'0FS9y'0  600°0FC0OT0 08
¥LO'0FL80'0  TIO'OFZIO0 8¥0°0F660°0 9TO0FLITO %9T00FEPF'0  OVO0FIPF'0  SIO'0F8L90  010°0F9Sy'0  €00°0FEITO ot
SI00FPI0°0  LOOOFLOO'0 PEOOFYOL'0  8EOOFILIO  8LOOFF6T0  9900FESE0  SIOOFLISO  LOOOFSTFO CO0'0FSITO 0t
LEOOFISO0  61°0F6£0°0  900°0FSY00  8PO'0FOSI'0  TSOOFIYTO  T90'0FL8Y'O  SI00FOI9°0  LOO0FOEH0  €00°0F0TTO 0
U9 (CH Uy 4o yze ure y91 g uo doy
odwa], JyepuelS asoq

"wu ()69 erougqrosqe ‘qruoadiy]
+ OJI[1}oUI 0JRUBJOL], + BUIQONSO[ORILJ BIMSIJA WO OpeUIWeju0d snjjovg ered (Tw 3n) [ejoy ogdisodxo onowered op sOI0[BA — L€ B[OQR]L

€6



7207 ‘e1oine ep 0BINPOI{ U0, "s90d0dal sep serpow oes sopep SO -oeiped o1 F *(50°0>d) SH[BA\-[BSNIY 9P 9159, 0[9d 9[0JIU0D Ok 0BIB[91 WS SBAIBIJIUTIS

oJUOWIBOTISIIE)SO SeSUQIOJIP wedrpur eydA ep oSof '(50°0>d) nouung op 9o o[od o[onuod oe 0Bde[dl WO SEANEOIUSIS 0JUSWIEINSHE)SO SBSUIIJIP WEDIPUI SOJSLIAISY

#000'0F100°0 %C00°0FE00'0  000°0F000°0  T00'0FI00°0  000°0F000'0  T00'0FI000 %000°0FI00°0 #000'0F000'0 100 0FOT0°0 09T
#000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  €00°0FITO0  000°0FI00°0  €00°0FS00°0  «000°0F000°0 #000'0F000°0 #000 0F000°0 0821
#000'0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0 %€00°0FLIO0 ZTO0OFLIO0  #00°0F900°0 +#00°0FS00'0  900°0FSI0O'0  #000 0F000°0 0t9
600°0F7€0°0  000°0F000°0  «T00°0FIT0°0 %I00°0FETO'0 #2000FOF0'0 %C00°0FLZO0 %100°0F100°0 LOO'0OFOZO'0 000 0F000°0 0ce
800°0FCE0°0  000°0F000°0 %100°0FZC0'0 %Z00'0FFTO'0  TO0'0F6T00  %£00°0FI9T0°0  900°0FEZO0  SO0'0FCSO'0  +00°0F600°0 091
S00°0FI80°0  000°0F000'0  TO0'0F800°0  %900°0FETO'0 LOOOFITO'0 %E000FEIO0 SO0'0FOTO'0 +I10°0FE900  010°0FLTO O 08
910°0F890°0  000°0F000°0  000°0F000°0  €00°0FFI0°0  100°0F100°0  CO0'0FLO0'0  800°0F910°0  TIOOFIOL'0  SOO°0FH10°0 ot
610°0FZ80°0 000070000  TOO'0FF00'0  +¥00°0FF00'0  000°0F000°0  100°0FI000  SO0'0F600°0 107072900 900°0FS10°0 0T
TIOOFLET'O  000°0F000°0  TOO'OF00'0  100°0FE00°0  100°0FI000  100°0FE00°0  TOO'0OFETO'0  SO0'0OFFOI'0  €00°0FLIO0 0
Uil yocT 4ozl yzIl U0l 496 uss 408 uzL doy
odwo], yepuel§ aso(q
“*BNuUnuod
200078000  T00'0FZ00'0  T00°0F900°0 #100°0F100°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F000°0 %000°0F000°0 #I00°0F100°0 09$T
100°0F¥00°0  T00°0FE00'0  000°0FETI0°0  #100°0FC000 %000°0F000°0 %100°0FI00°0 %000°0F000'0 %000'0F000°0 #C00°0F~00°0 0821
200°07#00°0  +00'0FIT0°0  CO0'0FFZO'0  100°0FS00'0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000'0F000°0 #C10°0F8L0°0 09
T00°0F900°0  LO0'0F9T0'0  €00°0FETO'0  €00°0FSIO0  +000°0F0000 %100 0FI00°0 %600°0FI1+0°0 000070000 ST00FOETO 0ce
T00°0F900°0  #000°0F000'0 SO0'0FSI00  #00°0F600°0 x000°0F000°0 %£00°0F900°0 %L00'0FIEI'0 %000°0F91C’0 Cl100FO6C 0 091
LOO'0FSTO0  £00°0FS00°0  %200°0FE00°0 00 0FOIO'0  %Z00'0FC00'0  €00°0F9S00 %IT00FSOT0 %800°0FS0y'0 810°0F6LT0 08
700°07920°0  #000°0F000°0 SO00'0FLI0°0 #000'0F0000 %900°0FFC0°0 %L00'0FIOT'0 810°0F98T0  600°0F8¥S'0  €00°0F06C0 of
«P00°0FLTO0 TIO'0FOLO'0  800°0FSTO0  SO00FETO0  800°0FLEO'0  010°0F990°0 %C10°0FTIT0 8100700 V00 0FV6T 0 0T
$00°0FF10°0  010°0T6£0°0  S00'0FOTO'0  SI00OFSHO'0  9T00FISO0  €T0°0F8H00  S10°0FSISO  0O100FILS O  SO00F0E0 0
U9 LCH usy 4o yze ure u91 g uo doy
odwa, JyepuelS asoq

"W ()G§ erougqlosqe
‘[ruoxdr,] + OJI[HOW 0JeURJOL], + BUIGOISO[ORIL BIMSIJA WOD OpRUIWeiuod snjjovg eied (qw 31) [DI ondweied op sdIoeA — ¢ B[oqe]

V6



"720T ‘eloine ep 0BINPOI1d :93u0,] 's90310do1 sep seipouwt oes sopep sQ ‘oeiped 0110 F *(G0°0>d) SI[[EA\-[RSNIY] 9P 9359, 0[9d 9[013U0D OB 0BIB[O1 WO SBANBIIJIUTIS

QJUOWIBDNSIIBISO SBOUQIOJIP WedIpul ey[oa ep oSor ‘(S0‘0>d) nouung op 9159, o[od 9[01U0d Ok 0BIL[O] WO SEAROIJIUSIS OJUOWEINSILISO SeIUIOJIP WEDIPUl SOISLIAISY

000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  100°0F00°0  «000°0F0000 €00°0FST00 09ST
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  €00°0FIT0°'0  000°0F000°0  $00°0FZ10°0 *000°0F000°0 ,000°0F000'0 %000 0F000 0 0821
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0 %S00°0F0Z0'0 +00°0FII0°0 SO0'0FI10°0 ¥00°0F900°0  ++¥00°0F800°0 000 0F000 0 0t9
000°0F000°0  000°0F000°0  T00'0FC00'0 %£00°0F8Z0°0 %900°0F0F0'0 %200 0FF€0'0 €00°0FE00°0  x900°0F~10°0 4000 0F000 0 0ce
000°0F7000°0  000°0F000°0  %Z00°0F9Z0°0 %900°0F9Z0'0 %£000FTE00 %£00°0FIE0'0 LOO0FLZO0  +¥I0°0F6¥0°0 00 0FLOO0 091
000°0F000°0  000°0F000°0  €00°0F700°0  %800°0FLZ00 %L00'OFSTO0 +00°0FLIO0 900°0FICO0 +LI0°0FEY00 0100FOTO0 08
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000'0  €00°0FZI00  Z00°0FC00'0  £00°0FL00°0 SO0'0FLOO'0  ¥I0'0FOLT'0 00 0FIT10°0 0¥
000°0F000°0  000°0F000°0  000°0F000°0  £00°0FE000  000°0F000°0  000°0F000°0 900°0F800°0  1TO'0FC60'0  L0OOFLIO0 0T
000°0F000°0  000°0F000°0  ¥00°0F100°0  ZOO'0FE00'0  000°0F000°0  +00°0FS00'0  CO0'0F8CO'0  ¥10°0FOTI'0  $00"0F810°0 0
Uil [CH 4ozl yzll ro1 496 33 yos uzL doy
odwo], yepuel§ aso(q
renunuod
Z00°'0F€00°0  TO0'0FI000  TOO0FS00'0  %000°0F000°0 x000°0F000°0 000°0F000°0 x0000F000°0 %000°0F000°0 *000°0F000°0 09$T
100°0F100°0  TO0'0FS000  100°0F610°0 %100°0FI00°0 x000°0F000°0 000'0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 *000°0F000°0 0821
000°0F100°0  SO0'0FZIO'0  COO'0FLZO0  100°0F900°0  %000°0F000°0 000°0F000°0 %100°0F100°0 x000'0F000°0 *E10°0F0¥0°0 09
100°0F100°0  LOO'0FOTO0  TOO'OF6I0°0  €00°0FFIO0 «000°0F000°0 000 0FI000 %0T00FI+0'0 %L00°0FL000 L10°0FOECO 0z€
100°0F100°0  T00°0FI000  +00°0FOT00  +000F800°0 000070000 +00°0F900°0 %600 0FFST'0 %810°0FCzz0 L110°0F6CT0 091
800°0F020°0  ¥00°0F00°0  #000°0F0000 €00°0FIT00 %E£00°0FE00°0 900°0F8S0°0  %CI10°0FIET 0O %£TO'0F6CH 0 600°0FC0T0 08
£S00°0FSTO'0  %000°0F000'0 L0O0'0FSTO'0  %000°0F000'0 9T0'0FESO'0  %800°0F801°0 %E10°0FL8TO T110°0FI09°0 €00°0FEITO ot
#«P00°0FSTO'0  T10°0F8S00  T110°0F920°0  800°0FEE0'0  PIOOFYSO'0 ¥I0°0F8900 %ST00FLST O %610°0F6€S0 CO00FSITO 0t
€00°0F010°0  €10°0FSSO'0  L00'0FZZO'0  0ZO'0F090°0  TTO'0FC90'0  000°0F000°0  SI00FSIE0 €10°0FL6S O  €00°0F0TTO 0
U9 49¢ ygy 4oy yze (144 U9 us 40 doj
odwo, Yepuels asoq

"W ()69 erougqlosqe
‘[ruoxdr] + OJI[HOW 0JeURJOL], + BUIGOISO[ORIL BIMISIJA| WOD OpRUIeiuod snjjovg eied (qw 31) [DI ondwered op sdI0BA — 6€ B[PqeL

S6



7207 ‘eione ep 0BINPOI{ U0, "so0dr0dal sep serpow oes sopep SO -oeiped o110 F *(50°0>d) SH[BA\-[BSNIY 9P 1S9, 0[9d 9[0J3U0D Ok 0BIB[91 WS SBAIBIIUTIS

oJuUOWIBOTISIIE)SO SeSUQIOJIpP wedrpur eyeA ep oSof '(50‘0>d) nouung op 9o opod o[onu0od oe 0Bde[dl WO SEANEOIUSIS 0JUSWIEINSHE)SO SBSUIIJIP WEDIPUI SOJSLIISY

%000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F0000 %000°0F000°0 %000°0F000°0 000" 0F000°0 09T
%000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 000" 0F000°0 0821
%000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F0000 %000°0F000°0 %000°0F000°0 «000 0F000 0 0t9
#P10°0FCLT'0  %TTO'0FSTI'0 %0T0°0FOIT0O 010 0FL6T'0 %ITO0OFFIT'0 %800°0FL600 %TI0'0FLI0O'0 %8T0°0FELO'O x0T0°0FIE00 0ce
#P10°0FPSL'0  %TTO'0FILI'0 +TTOOFSTL'O +I1CO°0FF69'0 %910°0F0L9'0 +L10°0FSTO0 +LI10°0FL8S'0 %800°0FT8S0 LTO0F90S0 091
*8€0°0FSST'T  %EF0°0FISO'T %9€0°0F6TTT «0¥0°0FSTITT sbv0OFIST'T «8Y00FIST' T %ISO°0FS8TI'T %0SOOFIOT T LEO'0FESO'T 08
#SE0'0FEIP T xE€TO0FSIE T %900°0FI8S T x010°0F06S' T %IT0OFILS'T %ETOOFH6S T %9T0°0FE]S' T %910°0FI6S T +6€0°0F611 1 ot
«0FSO'0FETS T %0SO°0FSOY T %0¥0 0FLIY T %ETO'0F609'T %8TO'0F6E9'T %TTOOFISO T %TTO0FESIT «¥10°0FCEY T «1€0°0F0TS'| 0T
0S0'0FYIL'T  6€0°0FSSS' T TTO'OFO6L'T  TTOOFLSL'T  TTO'OFOSL'T  910°0F008'T  STO0FI6L T  €I10°0FEIL'T  810°0FLIY'T 0

Uil yocT qozI yzil U0l 496 ugs 408 uzL doy

odwo], yepuel§ aso(q

“'BNuUnuod
%000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 #100°0FI00°0 09$T
%000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000'0 000 0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 #C00'0F~00°0 0821
%000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000 0F0000 %000°0F000°0 %000°0F000°0 #CI0'0FE00 0t9
£010°0FLED'0  +600°0FEE0°0 «STOOFSE0'0 +I[T10°0FLIO0 %000 0F000°0 %ST0°0FOF0'0 TTO0FFSO'0 0001070000 SI00F0LCO (/143
#€C0°0FPIS0  %I1T0°0F60S'0 +bTOOFIISO %8CT0°0FEIF'0 «LIOOFILY'O «b10°0FH0S0 %800°0F80S°0 =CLOOFCIE0 CI0'0F06C 0 091
+6V0°0FCLE'0  «8V0'0FIE6'0 «1€00FIT6'0 %EV00FS96°0 #1+0°0FTH6'0 +9+0°0FES6'0 «120°0FC88°0 *CI00FF8S0  8I0'0F6LCO 08
«TP0' 0T8OS T xSPO'0TISE T %9€0°0F8SE T x600°0FIEET 9ZOOFTHP' T €20°0FCLE' T  0£00F0T 1 €L00FI6L'0  €00°0F06T 0 ot
«1P0°0F6SY T %EP0°0FOSY T %«SEOOFLSE T «LEOOFESE'T  TTOOFEECT  SEOOFIFTT  %610°0F0ST 1 *SCOOFOSL'O  ¥00'0F¥6T 0 0T
610°0FS09'T  9T10°0FI8S'T  8TOOFEOS'T ITOOFPIST T0OFILET  €SO0FLOET 0p0'0FesTT  SIOOFFC80O  SO00FYOL0 0

U9 LCH ugy 4o yze ure y91 ug uo doy

odwa], JyepuelS asoq

‘wu ()G BIougqlosqe

‘[ruoxdr] + 0dI[pOW 0jeURJOL], + BUIQONSO[ORIL BINISIA WO Opeurwejuod snjjrovg ered (;Juw M) ON onowered op saIo[eA — Of B[PqeL

96



"720¢ ‘eome ep ogdnpoid
:9)u0y 'soodnadai sep serpow ogs sopep SO oeiped o110 F (G0‘0>d) pouun op 9159, 0[od 9[0JUOO OB OBIL[OI WS SBANEOIIJIUTIS OJUOWEIISIIBISO SEIUSIOJIP WEOIPUI SOISLI)SY

£000°0F000°0  %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 +000°0F000'0 %000°0F000'0 x000°0F0000 %000 0F000 0 09T
£000°0F000°0 %000°0F000°0 «000'0F000°0 %000°0F000°0 x000°0F0000 x000'0F000'0 %000°0F000°0 x000'0F000°0 %000 0F000 0 0821
£000°0F000°0 %000°0F000°0 «000°0F000°0 %000°0F000°0 %000 0F000°0 x000°0F000°0 %000°0F000'0 «000°0F000°0 %000 0F000 0 0t9
xL10°0FZS0°0 %8T00FIE00 %STO0FOST'0 %9T0°0FLST'0 +LI0OFLIT'O x020°0F090°0 *VI00FECO0 «ICO0FYE0'0 4$10°0F0Z0'0 (143
*6T0°0FIYL'0 %620 0F619°0 %8C0°0FLSL'O %9T0°0F6VL0 «610°0FLIL'O «0TO0FIL9'0 *810°0FICI0 %810°0FI8S0 ,9¢0'0FITS 0O 091
#LSO'0F80T T %8S0°0F066°0 «SSO'0OFELT T %6S0°0F89TT %S90°0FOET T %0L0'0FEIT T *ELO0OFO8T'T «890°0F6ST'L  4,0L0'0FLIO'T 08
#6V0°0FSHY T 4E€00FHEC T «0€0°0F969' T +EE€0°0FHTLT +b€00FLOL T %8€0°0FCEL'T *CVOOFECLT «8Y0'OFCOL'L 4950 0FHHS 1 (14
«VLOOFCIST «IL00FISET %8S0°0F869° 1 %0S0'0FCEL' T «THOOFIVL T «€€O0FI6L'T *1€00FPO8T «I1CO0FERL'T  6€0°0F0S9'1 0t
8Y0'0FFL8' T TY0'0FOY9' T  LIOOFLYG'T  CTIO0F8S6'T  S10°0FC96'T  S10°0¥7986'1  1CO0FIB6'T  9T00FSY6'l 870 0FTLL'1 0
Uil [CH yozl uzrl U0l 496 ugs yos uzL doy
odwao], yepuel§ aso(q
“'BNUnUOod
%000°0F000°0 %000°0F000°0 «000'0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000'0 %000'0F000'0 %000°0F000'0 x000'0F000°0 *000°0F000°0 09ST
%000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F000°0 %000'0F000°0 %000'0F000°0 x000°0F000°0 %000 0F000'0 %000°0F000°0 +000°0F000°0 0821
%000°0F000°0 %000°0F000°0 «000°0F000°0 %000°0F000°0 %000°0F0000 %000'0F000°0 %000°0F000'0 x000°0F000°0 *£10°0F0¥0°0 0t9
+L10°0FETO'0 «9T10°0FETO0 %910°0F8C00 +I110°0F9T00 +010°0FIT0°0 «810°0F0F0°0 %LTO0FI90°0 +I10°0FI10°0 TT10°0F0ECO 0z€
«0P0°0FLOS'0 %10 0FOIS'0 %P0 0FOISO +LE0'0F66%'0 «EE0'0F68F'0 «0€00FEES'0 %E£€00FHES'0 %920°0F0Ce 0 110°0F6CC0 091
£990°0FSTO'T  %S90°0F866°0 xL90'0FETO'T %090°0FESO'T %9S00FLTO T %£90°0FFSO'T %E¥00FHH6'0 x£€0°0F619'0  600°0FCOT0 08
£090°0FIZS'T %¥90°0FS8H' T  TSOOFITS'T  0VOOFE6F' T $EO'0FLIS'T  LTOOFI6F T  €€0°0FS0ST  910°0FL98°0  €00°0FEITO ot
6V0°0FPI9 T %600 0FSLS T  €HO0F60S' T  «SPOOFSSH T LEOOFI6ET  LEOOFEICT %E€00FTO61T %LTO0FSLL'O COOOFSITO 0t
TEO0FIPL'T  LTOOFIEL'T  €TOOFIYY T 6F0°0FLO9T  TLOOFYIY'T  190°0F68€T  LYOOFCSET  610°0F198°0 €00°0F0TT0O 0
U9 (CH Ut 4o yze ure y91 g uo doy
odwa], yepuelS asoq

"W ()69 BIOULQIOSqe

‘[ruoxdr] + 0dI[pOW 0JeURJOL], + BUIQONSO[ORIL BINISIA WOD Opeurwejuod snjjovg ered (Jw M) ON onowered op saIo[eA — [ B[oqe]

L6






