White Rose

Research Online

"#$H#%
& '( &
Y* )+ - )0 1)2+ 31"45
(6 07 ( 8 1 6 . (
91 1):; <$8#= > ? ;"=#8%;%#

CH@ 6( NS

( 6 0 066 / ( 82066 8?
300 AB8?08? 5 1

) ( c 1 66
6

ﬁ \\Eﬁ’/ University of

UNIVERSITY OF LEEDS S Sheffield



mailto:eprints@whiterose.ac.uk
https://doi.org/10.1016/j.ymben.2023.11.005
https://eprints.whiterose.ac.uk/id/eprint/206367/
https://eprints.whiterose.ac.uk/

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ 2

$

METABOLIC

journal homepage: www.elsevier.com/locate/meteng
Check for
updates
! mn $ % n &
' ( & % ) ) % +
% s
!
# $%& !
( ) $ *+ !
( , -
) - / Co 0o -) -
'/ 0 1 #
) * 2 *34 56
$ 7
58 ( 9*: 7
$ 9 ( 7 ) : 96: 95:
( 9;: 93:
<; " 9=: '
- & & 7 >
)! - >
( ?
(
9 6ADL 4 B448
64 4AR0 6AL* 4 6A** #$
9 > 64*A & 6 A6 4 6 M54
& 646A > 6466
@ 1
9 6A** 6A44 &
64*B . 7 >
( R
1
&
92 6 A = 6A64
6 ADC 6:4*8 9 58 &
9 & 7 & 9 6C 55 (
+9 6A4L; 64*C
? (
1 0! E 7 9> %
i F > G 6 - D > 03 C DO G
F?? ?*4 *4*=7| 6465 ** 443
) 5* § 6465A ) 3" 6465A *B ' 6465
$YDLODEOH RQOLQH 1RYHPEHU
< 7KH $XWKRUV 3XEOLVKHG E\ (OVHYLHU ,QF RQ EHKDOI RI ,QWHUQDWLRQDO OHWDEROLF (QJLQHF

%< 1& 1' OLFHMQWE FUHDWLYHFRPPRQV RUJ OLFHQVHV E\ QF QG


mailto:d.c.james@sheffield.ac.uk
www.sciencedirect.com/science/journal/10967176
https://www.elsevier.com/locate/meteng
https://doi.org/10.1016/j.ymben.2023.11.005
https://doi.org/10.1016/j.ymben.2023.11.005
https://doi.org/10.1016/j.ymben.2023.11.005
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ymben.2023.11.005&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

644K (

O RO

6AH ;

*63

96

*34

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

64M C 0 6 4:* & &
& #
92 9 6:4 6-6 &
> 22 2 &
&
& & &
7
& &
644=
* 2 $$ 2 o
- * 2 9 A
& D 0 D : & & |/ I >
*(%4 & &
9 9
( 7 956 3J 4 *:4 *34
9. <; & &
H(*4 i 8
7 C
& 5 ; 3 6(*4 '
( & 5 ; : 6(*4
9) ) *34
& %8 A
( > 58 580 58 :
& 7 & 56 9 A 56 560 56 @ &
&
$ % 4&5 6
$ & & 9844 :
3(*2 & > )
@ 7 ) $ aL. </' $ G
) &
6444 9- "
# 0 9 7
I > 9 $ - % 6"
= $
G : & $ & & 9844 :
& & 9D0 A
x4 3] ¢ D G 9% & * ).D 9-
" 7 & D >
( 9- 7
D & D 0
/' H)90 > > 9- 7
& F & 93=6 D& 1
H-S 90 - > D G :
9*
$ 7 8 943
2 ) H Yy ) 9- 7 &
& F 6 ( 7 $ 3
9)- 54 G
96: & &
9644 3 & & & DO
7( & ;J97?:D' ( & 0o )
& 90 0 ( G y ==4
95: 7
$ x| +1
<0 & & F $
* ( 9+ 4 & & $ H
9- " 7 4 4C: 5 58
9& 6A*4 56 D 56 &
BE =4 9684 C 934



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

$ c )- & 7( & 34 - 9-DD - & #
7 95F* F C$ & -H& D&o9- "
4 7( 7 -H 9*F6: ( &
& 6 )- - & : *6
9- 7 *F634: x4 & 9 @ 3
& F< 0 58 56 & 9*844:  3J
9- 7 *F;: & < 58 56 6 & 43 9
DH 9 : 634 A "-$09- 7 5 = B
$ & *44H OH3*
$ $ + )
$; < |/
$ & 9684
$ & o*L: & 92 F *; 5*4 "
9644 3 7( :J9?2:D" & & DO 9844 4 90 )
9644 3 & 43 ¥ D.?)" G : 4 44 -/
9- 7 54 )- & 9544 2" B44 < D
& 0o ).." & 90 0 :H %90 ) -*83 I > 9-
356 ( & 3C3?:6 77 34 & $33 9 # 0 :
9*4) ¢ C31J : 58 56 58 56
$ = ) 6" 6; 34 T *94$83
$ H: & 7 $H $ 34
< & ( & *63
0 9) 1 ( G : / I > & 68%H
/ 9/
9'/ & 0 $ 2" @ +- 5) <1 )
90 G :F o0 | & ( *F* &
3J 97 - 9%4 444 3 <: &
- 968 ! 0 / < 7 > 9) 0 0 N
9 G : &
& & 134 D& 1 "%H
4 5 = B 9"0 : - (
7 20% : & $ - @ +- 5) <1 )
22
) < & 7
$ > 5 ) - D > 9</ 0o >
G D 7
- ( 9 ) & & 6C4 " % 6444
H"6; 9 0 D & DO 64
0 $ # $ 964*C: 7
) & 58
56 & 7 $ * 3 $ 7 &1
4 835 " D *$ ?) H"6;
9 58 56 : 7 I y - <; & 7 D K
( ) & # < D 9D K G
9 LG '- > " 7 Fo | 7
22 9 9D'<
-D > ( > &
7 9 2 & 6 # [ 96
& 0 964%*: & < >D
@ 9 G : &
9 -D D9 D & < &
: 9/- : 9 . 1 GD
# $ 964*C: /I & 6 1 0/ < 91
G
$ # &5
$ * 4&5 6
D < &
# 0 - & ( 56 58 &
) 7 L. </' D D < > 5 "0 (9 G
9L. </ @ 54 L
& & "L B?7?2&&&
$ % 1) " ) >?2 1?2 @7 &
9< "0445==C4;3 50 < D.) *4: & -) 9
@ 9+*4 2 F WF 4 & 64*%5 @ 7


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

9 64%) & & 7
( ( /<< &
& /| @6 9 64%*;2
92 -: & #
D # - 7 &4 4B !
& 6 & 2
& 0 -90 -
G $ & 9D. )
9<) b5B: $ / #
& < 9 6 ALA OB *BB8
646* /<< & 9 < 6 4A 4 &
6466 - @ 98 6:4*8
/19 0 & 64*Y & & 9
< /<< & 9 *34
9 / # < & :
0 9 $ 560 56
& 7 >B3J 9

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

( > <
23 /
<*
&
&
- * 2
A D DO D : &
58 56 9
958 580 58 :
&

Ly
o
@ 0.7
3
— 06
[«}]
e
o
05
=
=
o 04
.
o
($)
= 03 0.8 Inset A
8 —
% 02 _:3).6 -
% 01 =
o 0.4 Tt T T
O 37A 37B 37C 32A 32B 32C
B)
__ 4000
™
]
=
2 3000
€
3
<)
>
= 2000
[«}]
o ﬁ4ou) Inset B
Q E =
o) E
(3] )
o 1000 § 200
e)
> 3
< 3
0 " Y ?
O : : : : ‘ 37A 3’|7B 37C 32A ‘32B 32C
0 20 40 60 80 100 120 140
Generation number
* 2 &
1 > I > & 9 58 1 > D6 : *34
958 580 58 : 956 560 56 7
& ( 5 ; T *9 0 >
N 0 & @
~ 5:90 >



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

56 - > <4?2<x*
463 " 4=5 "9 * ( 9
@ 58 <6?% > 56 >
/ 7 < @ 446; > 7 &
6*:5 ° 5388°9*8 "A 0: & "9 6
4 3%6 9M55 : D 9M*B
o4 =3 " & & : & &
9 64*5 9 b " - >
& 7 " 09
& .
9 & : & >
9& 9 co1
: - * ( L) 9 &
954: & & 9 > D&
9 & &
> 7
9 64K 6
$ 2 23 / ) & 6 4 N8 6446
9
D 7 &
9 & 6 AD 4 $ GNK*3 >
64*4 $9 0 64*6 & 23 /
- &
56 & &
& ) 1 &
( 58 56 9 6 0: 958 580 58 : &
& 56 & 7 956 560 56 :
)' 9M* C* <A4 46: 9M* ==< 4 A6: - & & &
& 581 > 56 58 @ &
& $
56 (9 > '
9 6 A%5 6 4%
64%A" > 6:4* @
# & 56
' ' & @ (
$ ( 58 56
9 BA4*3 6448 & & (
' 9 ) &
56 & ' > F -D
( 56 & ( 7
D ' "9 5 56 ( 7
| & 9  6A- & ( & 9 ( F
' * 8= < 4 4*A -D F * C5< 4 44*A (
& & F * 35 < 4 43A >F * 36< 4 43A
B} <*?2<4 F*:;3 <4 4*A &
<67% & 56 58 & 9
( <* @ > <6
$ & 7
& < #9 64*3 98C B C* CJA (
D /
2 7 < & ) ) 0 9 D 0 9
9 5 9 : 9 9 . "
D 6*** 8 *3 B; 4 368 *B * = ;6 *=B 3
DO 6*;4 C *3 =4 4 3;C ;3= 644
D 644B 8; *3 =4 4 3*3 ; 84 *CB 3
58 6*6B = *3 8= 4 =66
580 6654 ; *= 5; 4 =5=
58 6*8C 4 *3 B6 4 =:6
! 56 5885 B *B 5B 4 =*; 55 *5;3 C 88 56; 6
560 5;88 8 *C = 4 =5; 8 8= 6B= C
56 53=3 C *C C3 4 =6; 8 C= 54B 3




OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

32°C

3rc

8 8 8 8 8 B
® & & v -

=

[,-1199 6d] uiajoud sen|a9 lejol

[,-190 Bd] wN¥ Jenjjeg jejoL

32°C

37°C

- g (b
QA\OA/MQ
- /), (b
- s,
o %0\
8 8 % 8 °
Jaquinu awosowo.lyd
i
=)
X
)
T
£
<
P4
_ o
o
Q
o
) !
S 8 8 8 8 8 88 8 83 °
0 < < (3] ™ N N ~ —

sjuno’n

e |
. R ?;Mrﬂ
7, —

(AL :
%_. ¢ 4 N
. A
S f ° 2B R
rﬁo- m \ S0 m
«,.a, fw.n M&.W
*i =N,
5\ W
[ s. P
o~ et o

h.m M nﬁv/@n m
A S ,
S,

N e 1 .w 4 .mm“
9 h’#iw \
& e\ - ,@.u -
3N
& T

Parental (P-A)

Evolved (32A)




&

444 # $ &

*

2
9

-56 )"
58 |/

<& B3Ds,HD 4* 5B 44* 3 (

! D 56

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

56
56
" D6=A

A

900

A)
800 -

700 -

600 -

500 -
s

400

300 -

OCR [pMoles min-1]

200 -

100 -

*

1

-

m

-

ATP
turnover

Basal resp.
resp.

200

capacity

Maximal Protonleak Spare resp. Nonmito.

resp.

B)

Unstained samples

180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 .

60

Side scatter - A [x1000]

AN

o

1
cmcomes o
wocsemens wo o

20

Stained samples

&
@

0 T T
2

Log(Relative ROS fluorescence)

5656
#

7 58 9 >
D 4* B 44* )
> 56 9

&<H AB
58 9

64*6

)

$
$/$ !

58 56

~ 5.8 7 9
> *49444

6448B

58 56

56



Metabolic Flux [nmol mm hr]

Metabolic Flux [nmol mm hr]

Metabolic Flux [nmol mm= hr]

60

45

30

15

-15

-30

-45
60

45

30

15

-15

-30

-45
60

45

30

15

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

) 58 69 6:44C
(
@ "
86 & - )
)
1 &
)
"9 > 6A* 6
I [ Early-exponential phase (Day 0 to 3) .
. ]
[
1 B) Exponential phase (Day 3 to 6) i
] [
| el ‘ ‘ ‘
| et B
=
sy
1 C) Stationary phase (Day 6 to 9) sy
e = — =
| R
Glucose Lactate Glutamine Essential AAs Non-essential Total AAs FBC
AAs Performance
58 56 &
"0
.2 2 : ( - >
77 5: 8 & 58 56

<& 3D, b 4%

LS B 44%

&

500

400

300

200

[ 7w 4y cww] ADAI 2AREINWIND

100

1800

1500

[e)) «© —_
[ ) s | N
o o 8
[-7w 2y swiw] ADAI 2AREINWND

w
o
o

3000

2400

1800

1200

[1- 7w ay cww] ADAI @A3EINWNY

600

56

58



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

19

64*5 2 9 G: 56 &
! 58 3
9 6ABA ; 644C
& & 58 56 58
( 9 5 ( 9 = - . <
0: 9 "B "0 & 58 56
7 1 ( ! 9 : & &
9 - - 7 &
& MB3J MC3J 56 58 9
9.2 2 56
<: 9* *;
9 0: 56 = 9* 86" B &
> 96 6 9 * B8 : - & <; 9686
58 ¥ " 9646 58
- > | (
& 96 & " 7 (
56 ( 9* 5 > 9 -/: 56
58 ( 9: 958 56 : . <; = -9
> 9* 3 ( 56 7
9 0: "9 I (
& 58 56 & " &
9 0: 1 & 58
56 > 96 3 <;
* B I (& # - 7 @
58 56 58 >
56 9 64*3 GD &
7 X 4 43: 58 56 & & ' 7 & 58 56
< " 9= 0: -
& 56 9* B &
- > @
7 1 & &
S &
9 (
(
@ & *
" 48&5 )"
&
1
9 6M 4@ &
64*A *RC= 6 AD= > 6466 ( - ( 9
5: 56 58 & ) @ D
7 8 ) ) ) ) @ "9 & & 58 56
( 7 &
- & 56 1 58 56
& 9BB55: 7 < 49B3:! (
<: 58 56 *3J 9*:58: 6 9 &2 *A 6:
( & &
- < " & $
58 56 & "9 g &
58 56 9 3 &
7 934J =41: 9 '
& 7 & 9
9 & : G 9 5& 9/- (
58 56 5656 58 : 9 :
9* 54 * 6C <; 9 ?
A 3 & .2 & (
9 & 566 58 -
9* 88 * B <: 9 C
A3 2 96 3= 6 =4 <
A & : D - &
58 9 356 9
58 56 & 94 58 4 5= 7 F <*
<: " Jis; .2 94 :5 4 :8<*? /| <6 <6?%$ $
<: A & : 09 644456 7 (
58



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

. <3

%- ( . < D
& 58 56 - & & *4 "0
56 D & *4 - > 58 56
7 g 5:& <& B3D,D 4* 5B 44* 2 & >
B & 58 56 - > 58 56
&D ! 7 . <; " 58 56
958 58 A 56 56 : D & *4 "0 - > 58 56
7 09 & & <& B3Dg,D 4* 5D 44> -
' 4 "0%:F <4 <4" $ 3 <Fm o< <6" 9& & F
@ E F E - > 58 56
7 & <* 56 & 56 " [0)8¢]
( / ) & >
( /6 * /6 6 & & ( -
<*? 9
6448 A4*5 646* ( 9 > & & &
0 > 9 64 63 - &
*, 95 5 @ > (
<6 $ 644C (
( ' & (
( ( )
K 9 (
) 6 4 A% 6AL* 5 6464 9 @
( &
9 A 8 $ #
7 "9 ! 9
9 9 *34 ( 56 >
& | > (
7 " 8 &
& ( & )!
56 & >
>



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

( & 58 56 - & > ( 58 56
)y @ D & 58 56 « - 7 7
( gD 43: 58 56 & & B2 * - &
( 9 < /<< & ( 9 6 . 56 58
i &
& 9 & *HAB %
B 64 4R 644=
58 56 9 . 7
wx 9 6A 4 > 9 644
64 4A * BASB 6 A% C * BB 8 &
) 64:46 <* ( 9
7 6 A% C 0 6 408 64%5
o°) 6AL 4 64 St ( "Co9
643 64%6 <* & (
& & 58 -9 # > 644B
& & <* & 9% $: 09
$ 644; > ( 19 6464
& <* 9
& - ) 64* &
7 &
& Q 6A*4 -
$ 0 6 ADG $ BAK*3 > . @
64*4 &
(
& &
$ 9 64A5 9 64*6
*BB3 -
. & .
@ S 9 & 64*8

( T )



< *

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ



OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

( ) 9 K 6M4B
9# $ BAK* ; 64 6&
64*C -9 9G D :
64*R @ & 9
" 644C &
& > & # G D
-1 $9 # Bdr= # AD1 64
646D ) & & 6 9 GA** 6M4C
9 64*5 & & 6 A} = K 644B &
( 7 (
& ( 6:9) & D< *
D9 *BBC
& >
( & 7
"0%$9 646* & &
&
S
& &
9
64*A > 648 64DC > 6466 9 64D 4 A448 6A4C
( & 0 BAL* 4 BA™* # % A4*C
& & 6 AB 4 6 45 4 6 6 *
58 & & > 6466 (
9 644B 9 6 A*6 >
6 AD5 > 6486 - (
( & &
9 & & & F
: "0 ( ( # 9 6AL 4 6A 45
7 & & 64 A 64K /9
& 7 645 ) 644M
0 9 6AD= > BA * =
9 T & & 9 # $ A4*C 6 A5
& > 6A66 (
7 ) 9% G A6 * -9
> 64*=A H 9 B * *
- 64*3A 0 9 6A64
( 64*= 7
- 9
' "6 ( &
- & 7
- >9 7
6464 . & 7 &
>
( 9 & & &
@
9 “R/C= 6 MD= > 64566
1 & ( @
9 64%5 9 & 7 1
6:4*= 9644=-
&
( > & @ ( 9
- & @ &
# * 29 64*5
& > D<&* & & (
7 9 & ( 9
6448 ( 64*5 - &
( 9D A4= 6:4 %= & > (
> @
9



00 )

%

%

6B8 64**:

%

% @

& 7
& >
# 0
F "
2 2 # 1
& ! F
2 # 1
0 1 2 F 2
1 & 3
# 1 & 6 5
F &
! " )
1 &
u @ )
$ 1 &
D | n @
> & $ > 7
& )!
% % + ) %+ 644C |/
0 0 *4* *BE5
) % $ % $ 644= -
F
0 0 BG53 6B
0 > % 0 0 % $
/ % - $ D -
$ % ) % /) & $ )
< 6444 < F 7
636B3
644; $ % F )
* 678
> - 6443 $ ( /
% $ 0 ) $ 64*5
' ) $ 0 36C3*C
% ) $ 644; G &
6*9 *D*: .
0 C3B;B;*
0 o ' 64%4 * &
. 0 % B4B&B4
< B4 9.
0 % ;58 383 383
- % D % ) % 0 & ) <
$ o+ ) %) % $ 6464
( /)
$ / 3&*645
> & # |/ 0 $ $ $ &
# *8B *3B

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

& ( % 644B D< * ) -* $D
( 43 BC
/o< 0% G ) ' $
) ) % /o D - D
/ $ % % + % ! H
## < 0 &
$ % - 2 < " R
< % 20 - % < D
# % $ $
# 0 D $ < )
$ < $ $ % % > )
- ) o $ D D D
+ ) $ ) &
) 2 0 > % )
> % D > $ $
) 1 2 % 0 % 0 /)
& $) < - > % & > /
D - s 2 $ 1 % D $ &
0 % D > ( $ % % $
< & " 646* - < F
' ) ;B 5B83;
2 3% . $ % - 6445 $
& 68 ( $ 0
> > )y 1 % 1 1 L
D K % 6466 $
F &
*
& 2 > ) D $ 6464 |
& #
1) % 0 3C ;B
<$ 6444 - F $
$
% B
64*= 2
0 / % **H *4,;
) ) $/ @ $ ) # %
0$ D
C: D**6 D**6
& 64*B - 7 > F &
0 =4 *GG
! ) D % ! < ) / _
0 C
< ) ) % o+ ) %
) 0
0 **4 668,
- ! > % 0 $ > $
64*6 > &
% 64*6 *B6345 *B6345
" >& % K > %
$ < -) 64*5 - )F )
0 6B 63
% ) % 64*5 -
% *65=B6C3
+ / 0 % $
% 644B /(
0 0 *45C 3B6
% " $  64** | (
- #
0 0 *4C=€35
1 & / 0 1 $ % 0o o0
< B 64*6
% . *66 55528
§ s $ > 0 64*4 <
& # 0 )BE&*)B8B
) % $ o+ $ 644=
368
) K 8 ) $ 64*5 G >
N D [
64 4 $)8D D 64%4
# ' / 5
" ) % 64*5 -
> F
D 0 * 3@8
+ 2 % $ % 1 )
$) 64*3
0 0
36%353
'g§ > D2 > + 64*6 $
0 & *3* %544
#$ % +0 % 64*C $
0 0 **3==43
/(

% 0
D
$
! <
K D
@ ) )
)
K - &
$ %
D
$/
<
D %
> %
/ )
<
*8585 =;
#
)
64**
39
"% 64*4
D
%
%
@
< 0
-)
33
1
*xg
C



%

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

$0 1 ) $ 1) 644; 1% 0 & 64*5 D &F )20 > &
( ( <$ " # 0 6/BC 5%C 5 4
% 0 *4BB** 8B $ $ 0 $ 644B F
) D G + %< 1 644; $ ( # ) B *85=
# ¥ ) % " $0 G $ ") % $ 64«
( 0 0 c3C%88 $ & ) | 7
. % N .
% 64*C $ 0 5B8=B
0 0 **3 GBSG $ 0 % 64*6 # - 8=3 6C 3=4
% $ 64~*; $ # % $# D ! % 64*= -
% - 0 588 **6 (
% " ) 64*3 ' ! & # 0 0 56 *@&4 3
D 0 8 $ $ ) ## < & $ % ) ) -
# $0 ) $ 64*3 9 # 64*=5,;C > > - 6
% $ <1 64*C G & - ? & 0 0 **5B 3@ ; 6
G D G BBCC==606 $ - 6445 0 % 0 54355*
) - /| 64*8 HF ) > $ & >) / 0 > % $ 1 K "
& 0 55* ¥4 ; < % 646* (
# % $ # K -0 # < $ 7 ( 7 0 0 xxC
# 0 0 $ % 2 0 < $ D 6568558
! % & o 6464 < $ $ % < % 0 $ % D
& C - ) - *BB8 /
. &5 ;8
) / < o+ < 646* # 1 *BC= $
" o 0) 1' 0 - *: 66B@B5
$1 ) < > 2 2 > ) D$ O $ /1 + ) % < % 1 ) %
! 64*C # 64*3 &
0 0 D 5*%644C8
0 **3 *B65C D $ ! < D 0 < $ " 1
& $0 *BB; [/ o+ |/ 6== 1 ) ) ! 64*3
*C6*™*C6C !
> 2 1 >( D > 7 2 $ $ 36365B
$ @ - ) < # < 1 % 644* . D H 1! ) $ / 64*8 $ #
9 D : # $ 0 *4*
F Ch5%= 8* C*4*C**5
S - 644C > D > % ' $ 1 %) % 1 <$ 64*= 2
F 7 P ) $ 0 B B*4 G6= <*
$ 2 2 "2 1 ) % 64*= - 0 % **BsC8
( D > % G % 0 > % + 6466 /
) D 8C;;65 9 : F % / 5B4=>4B8
D/ 0 % & $/ ! D & 0 B4*5 / (O > 1D 6448
>6 & Q Q o D 65
> % *F6*8648 ;3C =
% % % ) % /s & ) 1 D D D 1 K D > 1 < y 1 $ 0 s
R 0 ) & # % 64*5 ( )
& D ! B6 CGBB
G x4 CCCB8 ) / K ) 644B (
$ " $ + & $ 1 $ 6466 % 0 C 3cC F 3C
/<< ( & ' ) 3% Y1 6446 > *
3C83B6 96465: *=B*83
$ < 6444 |<<F > ' < *BB3 <
) 6C B8 & # & 9 / /
$ # H " $ 0 % |/ *BBB . & *46 ;556
& 64*8 -
0 0 =5 333B6H D $ 8
$ 1 > - $ % 2 $ < % ! > - 1 % ) 0 %
< 64*= § @ 6466
$ B / 66;568
< ) $ 6448 7 $ ) 6444
"4 0 0 *&BB*CC & $ 0 *$38;B
- > K % - B4 -# 1 + % D % $1 3 )
# 8B 33B4 & # ' $ B
$ - % $ #> D / B*41
) - -# > 3 2 % $ 644C D > % G $ % $ ) % %
G D* 0 0 0 *8&8* =58 K ! % + 1 0 ) 0$ 64
% 0 / "> & 0 > < " % 644= ( D< *
) <96:7% *684GB8
<96: > % 0 6C* 0 # D 0 " $ 64*;
5C445C4B $ ( F
. D " D 644= D 96 G D* > > % /( O 658 =6,
& ? ( D *C8 83 - - 0 $ 644C
D K) $ % < &1 0 D 6;
64*6 $ CB®B4=
% 0 *B6B56*4 - # > - 644B (
% $ ) % 644B / F & > C 5BB&4
< 65 66588 - ! % ) D + % 64*5 D >
+ < 1 64*; F 7 & (
@ 0 B%4 B65 0 0 **4 164*5
+ 644= " ( & - 0 > " 64*4 $
D D B5654 0 64)6BE3
$ % D 6448 - <67?7% > - > - > > % D # !
) L=6=* > $ 6464 " (
$ . 1 64*; $ > 7 D B
)’ @ & /I @6 < 0 *3 - + 64*= $
$ % 1D ) 64*8 - % 0 658 *66



,

%

*C "SGR

0

*,6'568B

+

>

>

$
< H
**64’5*

K

%

OHWDEROLF (QJLQHHULQJ

4%

/6" H $ H 0 $ /I 64*= - D<
& >
$ % 64*5"* * '§) 8
+ 1 ) D K 10 " % < / & -
< / 6446 2
K + " > 1 % D 5B8 5B*
1+ % % + D > 1 <$ 644=
& F &
& % 0 *6,86;=5
+ & <$ 644; |/ &
0 ' 7 F
& 0 D 64*=*E€C5
+ % 64*5 $ I ( &
0 6; **C3
64** K #K + + H % 1 K % 1 L 0 + <
D L 646* '
0 & . % 0 6C848 6C35
K % 6 K*B > % 1 $ 0 % ! D 6
0 6643 64*4
K % ) 6444 D F

7 > I( *$C 5



