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要旨 
雌雄の制御は有性生殖の根幹ともいうべき過程である。個体の性を決定する性決定遺
伝子をもつ染色体は性染色体と呼ばれ、二倍体生物の性染色体や性決定様式は広く研
究がおこなわれ、性決定遺伝子も同定されている。しかし、X/Y染色体やZ/W染色体と
呼ばれる二倍体の性染色体と、U/V染色体と呼ばれる半数体の性染色体と性決定遺伝
子は異なる進化をたどると考えられており、半数体の性染色体による性決定に関する
知見が極めて不足している。 

本研究では逆遺伝学的にU染色体上の転写因子などの変異体を作出することで、苔類
ゼニゴケのU染色体上の性決定遺伝子Feminizerの同定を目指した。雄株に導入すると
雌性化を引き起こす遺伝子として同定された性決定遺伝子は植物に特異的な転写因子
であるBASIC PENTACYSTEINE (BPC) 転写因子ファミリーをコードしており、BASIC 

PENTACYSTEINE ON THE U CHROMOSOME (BPCU)と命名した。BPCUは、常染色体上
の性分化モジュールであるSUPPRESSOR OF FEMINIZATION (SUF) / FEMALE 

GAMETOPHYTE MYB (FGMYB)遺伝子座の発現制御を介して雌性化をおこなっていた。
このBPCU遺伝子を欠損させると、UV染色体をもつ異数性株は雌性表現型が雄性に転
換し、半数体個体では有性生殖誘導が阻害された。BPCUには性染色体間ホモログとし
てV染色体上にBASIC PENTACYSTEINE ON THE V CHROMOSOME (BPCV)が存在し、
BPCV遺伝子を欠損させた半数体個体でも有性生殖誘導が阻害され、2つのBPCは共通
した機能として有性生殖誘導に関与していることが分かった。コケ植物を中心とした
BPCの分子系統解析では苔類のBPCはBPCU型とBPCV型に分岐しており、ゼニゴケの
性染色体はおおよそ4億3000万年前に確立されたことが推測された。さらに、ドメイン
スワッピング実験により、高度に保存されたBPCドメイン中の特定のアミノ酸残基が
BPCUとBPCVの雌性化機能の違いに特に寄与していることが分かった。また、アミノ
酸置換実験でこの領域のアミノ酸配列をBPCUとBPCVが分岐する以前の推定祖先型に
置換したゼニゴケは雌雄混合した生殖器官を形成した。このためBPCUとBPCVが分岐
する以前の祖先型BPCは雌性分化能力を有していた可能性が考えられ、進化の過程で
BPCVは雌性化能力を失ったのに対して、BPCUは雌性化能力を保持または強化してい
るという仮説が立てられた。 

これまで二倍体生物において同定された性決定遺伝子は性決定機能に特化した遺伝子
であったが、本研究で同定された苔類ゼニゴケの性決定遺伝子BPCUは性決定機能と生
存に重要な機能をあわせ持ち、機能的な性染色体間ホモログBPCVが存在していた。さ
らに、BPCVの雌性分化機能の喪失がBPCUの性決定遺伝子としての成立に重要であっ
た可能性が示唆された。対立遺伝子の片方が機能を喪失することで性決定因子が進化
した例は二倍体の性決定でもしばしば報告されているが、半数体の性染色体上の性決
定遺伝子においては対立遺伝子の一方が性分化機能を失うことで性決定遺伝子・性染
色体が誕生した後も、性染色体間相同遺伝子の生存に重要な機能は保存されることが
示唆された。  
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略語一覧 
bHLH basic helix-loop-helix 

BNB BONOBO 

BPC BASIC PENTACYSTEINE 

Cas9 CRISPR-associated endonuclease 

cDNA complementary DNA 

CDS coding sequence 

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CUT & RUN Cleavage Under Target & Release Using Nuclease 

DEX dexamethasone 

FGMYB FEMALE GAMETOPHYTE-SPECIFIC MYB 

FR far red light 

GR glucocorticoid receptor 

gRNA guide RNA 

H3K27me3 histone H3 lysine 27 trimethyl 

MYB MYELOBLASTOSIS 

mRNA messenger RNA 

NLS nuclear localization signal 

PCR polymerase chain reaction 

PRC POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 

RT-PCR Reverse Transcription PCR 

RNA ribonucleic acid 

RNA-seq RNA sequencing 

PAM protospacer adjacent motif 

SUF SUPPRESSOR OF FEMINIZATION 

Tak-1 Takaragaike-1 

Tak-2 Takaragaike-2 

WT wild type 
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緒言 
有性生殖では2つの配偶子が接合することで新たな個体が生み出される。この生殖方法
では別個体の遺伝的変異が混合されることで遺伝的多様性が保持され、生物は環境の
変化に直面した際に自らの子孫が生き残る可能性を高めることができる (Otto, 2009)。
また、有害な突然変異が排除されやすいことも有性生殖の利点として考えられている
(Charlesworth B. and Charlesworth D., 1978)。単細胞生物の多くは同型配偶子の接合によ
って有性生殖をおこなうが、ほとんどの多細胞生物の有性生殖はサイズの異なる雌性
配偶子と雄性配偶子の接合によっておこなわれ、どちらの配偶子を生成するかという
性を個体レベルや組織レベルで制御する。 

これまでの性決定研究 

性が個体ごとに決定される雌雄異体・雌雄異株の種は常染色体に由来する性染色体を
獲得することで雌雄同体・雌雄同株から繰り返し進化してきたと考えられ、多様な性
決定機構はこれまで動物や被子植物で広く研究されてきた。哺乳類ではY染色体上に
存在するsex-determining region Y (Sry) によって性が決定することが知られている。Sry

は常染色体上のSox9を含む様々な転写調節因子や細胞増殖因子に働きかけることで精
巣への分化を促進するとともに卵巣の発達を抑制する (Larney et al., 2014)。魚類のメ
ダカ Oryzias latipesではDMドメインを持つ転写因子DMYが性決定因子である (Matsuda, 

et al. 2002、Matsuda, et al. 2007) 。被子植物においては、カキDiospyros lotusではY染色
体に由来するsmall RNAのOGIが相同な配列を持つ常染色体上のMeGI遺伝子の発現を抑
制する。MeGIは雄蕊の発達を阻害するので、Y染色体を持たない場合は雌花となりY

染色体を持つ場合は雄花となる(Akagi et al., 2014)。また、Y染色体上の二つの遺伝子
によって雌雄の制御を行う例も発見されており、アスパラガスAsparagus officinalisでは
Y染色体上のMale Specific Expression 1 (MSE1)/ DEFECTIVE IN TAPETUM 

DEVELOPMENT AND FUNCTION 1(TDF1)遺伝子とSUPPRESSOR OF FEMALE 

FUNCTION (SOFF)遺伝子によって性が決定される。雄個体ではMYB転写因子をコード
するMSE1/TDF1がおしべの発達を促進し、SOFFがめしべの発達を抑制することで雄花
となる。雌個体では二つの性決定遺伝子がないため、めしべの発達が抑制されずに大
きくなる一方で雄しべの形成が途中で止まり雌花が形成される (Harkess et al., 2017、 

Murase et al., 2017)。被子植物では花器官の一部である雄蕊・雌蕊の発達を抑制した
り促進したりすることで性決定を行っていると言える。以上のように動物や被子植物
の性決定とは二倍体の細胞組織における性決定であり、雌雄が決定されてから減数分
裂し半数体である雌性/雄性の配偶子がつくられる。 

二倍体の性染色体と半数体の性染色体 

先に述べたように、性決定研究はこれまで動物や被子植物で広く研究されてきた。こ
うした生物では減数分裂前の二倍体の組織で性が決定し、雄ヘテロ型の性染色体は
X/Y染色体、雌ヘテロ型の性染色体はZ/W染色体と呼ばれる。対して、半数体組織で性
が決定する生物の性染色体はU/V染色体と呼ばれ、二倍体の性染色体とは異なった進
化をたどる(図0-1)。二倍体のXX/XY様式の性決定では、雌個体ではX染色体が二本存
在し組み換えが起こるのに対して、雄個体ではX染色体とY染色体が一本ずつなので組
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み換えが制限される。この非対称性がY染色体のみでの変異を蓄積させると、X染色体
とY染色体のサイズが大きく異なる異形の性染色体が誕生すると考えられている
(Muller, 1918、Bachtrog, 2008)。一方で、半数体であるUV染色体の場合は二倍体世代の
胞子体で常にUV染色体の組み合わせで存在するので変異はU・Vどちらの性染色体に
も蓄積する。半数体世代においては対立遺伝子座が欠如しているために生存に不利な
変異は定着しづらい。したがってUV染色体では両染色体ともに重要な遺伝子を欠失し
にくく、比較的対称に進化する。こうした進化を経たUV性染色体では生存に必須な遺
伝子は両方の染色体で保存され、雌性配偶子形成に必要な遺伝子はU染色体のみに残
り、雄性配偶子形成に必要な遺伝子はV染色体のみに残ると考えられている (Bull, 

1978)。このような違いがあるにもかかわらず、半数体で一生のほとんどを過ごし性決
定をおこなう生物ではクラミドモナスChlamydomonas reinhardtiiなど緑藻の性決定因
子MID (Galloway and Goodenough, 1985)の報告は存在するものの性決定遺伝子の同定
例は限られており、陸上植物での報告はこれまでなかった。 

(上段) XY染色体の進化 

① もとの一対の常染色体上の一方に性決定領域 (⻘線)が生じるとY染色体が誕生する。 

② 性決定領域周辺に雄性配偶子形成に関与する遺伝子や、雄個体に有利な形質が集まった
組み換えの起こらない領域が生じる (水色部分)。対応するX染色体上の領域は雌個体で組
み換えが起こっているので比較的変化は少ない。 

③ 組み換えの起こらない領域が拡大し、繰り返し配列などの変異を多く蓄積したY染色体
はX染色体よりもサイズが大きい。 

④ 繰り返し配列は失われやすいので、極端なY染色体の退化がみられるようになる。 

(下段) UV染色体の進化 

① もとの一対の常染色体上の一方に性決定領域 (⻘線)が生じるとV染色体が誕生する。 

② 性決定領域周辺に雄性配偶子形成に関与する遺伝子や、雄個体に有利な形質が集まった
組み換えの起こらない領域が生じる (水色部分)。対応するU染色体上の領域にも同様に雌
性配偶子形成に関与する遺伝子や、雌個体に有利な形質が集まってくる (桃色部分)。 

③ 組み換えの起こらない領域が拡大し、U染色体・V染色体ともに変異が蓄積していく。
ただし、生存に重要な遺伝子は欠失しづらいので極端な欠失は起こりにくい。 

  

 

図0-1  XY染色体の進化とUV染色体の進化の比較 

X

Y

U

V

① ② ③ ④

① ② ③
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モデル植物としての苔類ゼニゴケと性染色体 

苔類ゼニゴケMarchantia polymolphaは生活環のほとんどを葉状体と呼ばれる半数体世
代で過ごす雌雄異株植物であり、近年分子遺伝学のモデル植物として注目されてい
る。無性生殖では無性芽として大量にクローン個体が得られるため、遺伝的背景が同
じ個体を取得しやすいことに加え、ゲノムの解読や形質転換法、相同組み換えやゲノ
ム編集技術の確立など分子遺伝学解析のための基盤が整備されている (Shimamura, 

2016、Bowman et al., 2017、Ishizaki et al., 2008、Ishizaki et al., 2013、Sugano et al., 

2014)。こうした背景を踏まえ、本研究ではゼニゴケを用いることで未だ知見の不十分
な半数体世代における性決定機構の解明を目指した。 

ゼニゴケの性は性染色体によって決定され、雌株はU染色体、雄株はV染色体を持つ。
U・V染色体は互いに相同な遺伝子を持つためこれらの性染色体も常染色体に由来する
と推測されるが、両染色体ともに常染色体よりも遺伝子密度が低く、互いに相同な遺
伝子位置にある遺伝子はほとんどないため組み換えは起こっておらず、それぞれ独立
に進化してきたと考えられている (Yamato et al., 2007)。これらの性染色体は苔類のオ
ーソログの系統発生分析の結果、ゼニゴケ綱の分岐よりも以前に獲得されたと考えら
れている (Allen, 1917、Berrie, 1960、Bowman et al., 2017)。遺伝子構成としては、U染色
体とV染色体には20の相同遺伝子が存在し、葉状体で発現しているために生存に必須
な機能を持つと考えられる (Bowman et al., 2017)。一方で、U染色体・V染色体に特有な
遺伝子は生殖器官特異的に発現しており (Bowman et al., 2017)、性染色体の進化の過程
で雌性/雄性いずれかの配偶子形成に必要な遺伝子が残るという予測 (Bull, 1978)が当て
はまる。実際にV染色体特異的な遺伝子のいくつかは精子の運動能に関与することが
報告されている (Yamato et al., 2007、Bowman, 2016)。その他にはU染色体には常染色体
と相同な遺伝子も見られ、これらは比較的最近になってU染色体上に移動してきたと
考えられている (Bowman et al., 2017)。 
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苔類ゼニゴケの有性生殖と性決定 

ゼニゴケでは、遠赤色光 (FR)補光された⻑⽇条件下においてU染色体を持つ雌株は造
卵器および卵を含む雌器托を形成し、V染色体を持つ雄株は造精器および精子を含む
雄器托を形成する。ゼニゴケで栄養成⻑から生殖成⻑への切り替えに関与する因子と
してbHLH転写因子BONOBO(BNB)が生殖系列細胞を規定することが明らかになって
いる。BNBの過剰発現株では恒常白色条件下においても生殖器官が誘導され、bnb機能
欠損株ではFR補光した⻑⽇条件下でも生殖器官は誘導されない。従ってBNBは有性生
殖誘導に必要十分な遺伝子だと言える (Yamaoka et al., 2018)。BNBは雌雄に共通な因子
であり、その下流で雌雄の配偶子がつくり分けられると考えられる。 

近年モデル植物として注目を浴びているが、古くからゼニゴケは研究対象として用い
られ、性染色体の観察結果から染色体の分配異常によりUV両方の性染色体を持つ個体
は雌の表現型を示すことが知られていた (Haupt, 1932)。U染色体が優性であることか
らU染色体上には雌性を決定する遺伝子Feminizerが存在すると考えられてきた
(Bowman et al., 2017)。さらに、最近の分子遺伝学的な研究により、常性染色体上で配
偶子の雌性を制御する因子も発見されており、FEMALE GAMETOPHYTE MYB 

(FGMYB)として同定されている (Hisanaga et al., 2019)。ゼニゴケのfgmyb機能欠損株
ではU染色体を有するにもかかわらず雄器托を形成し、運動性はないものの精子がつ
くられる。一方で雄株ではFGMYBは自身のコード領域の逆鎖から転写されるlong non-

coding RNAであるSUPPRESSOR OF FEMINIZATION (SUF)によって抑制され雄性分化す
る。sufの機能欠損株でもV染色体を持つにもかかわらず雌器托を形成し、成熟した卵
は観察されないものの造卵器を形成する。これらのことからゼニゴケの性分化は常染
色体上のSUF/FGMYBモジュールによって制御されていることが分かった。なお、雌性
化抑制因子SUFの発現の雄特異性は生殖成⻑期だけではなく、栄養成⻑期においても
確認されている (Hisanaga et al., 2019)。SUF/FGMYBモジュールと、ゼニゴケの雌雄が
性染色体によって決まることを考え合わせると性染色体上にはSUF/FGMYBモジュール
を介して雌雄を司る存在があるはずである。つまり、雌株ではU染色体上の雌性を決
定する遺伝子FeminizerがSUFを抑制することでFGMYBを発現させ雌性分化をおこなっ
ていると考えられる (図0-2)。本研究では、このFeminizerを同定することで半数体世代
における性決定機構の解明を目指した。 

 

図0-2 ゼニゴケの性決定モデル 
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本章ではCRISPR/Cas9システムを用いて逆遺伝的に候補遺伝子の機能欠損株を作製す
ることで、U染色体に座上し性決定を行っていると考えられる性決定遺伝子Feminizer

を探索し、いまだ知見の乏しい半数体世代における性決定の機構の解明を目指した。
野生型雄株に異所的にBPCUを発現させることでBASIC PENTACYSTEINE ON THE U 

CHROMOSOME (BPCU )がFeminizerであることを示し、BPCUとその性染色体間ホモロ
グBASIC PENTACYSTEINE ON THE V CHROMOSOME (BPCV )はともに有性生殖誘導に
関与することを示した。また、BPCU導入株でSUF/FGMYBの発現量を定量すること
で、BPCUはSUF/FGMYBモジュールを介して雌性を決定することを明らかにした。 

結果 
BPCUは雌性化に必要・十分である 

ゼニゴケの性決定因子Feminizerを探索するにあたって、ゲノム解析により明らかとな
ったU染色体上の遺伝子 (Bowman et al., 2017) が候補として考えられた。ここで、雌性
化抑制因子SUFが栄養成⻑期においても雌では発現しておらず、雄では比較的発現量
が高いという結果 (Hisanaga and Okahashi et al., 2019) に注目した。Feminizer遺伝子は生
殖成⻑期だけでなく栄養成⻑期においても発現し、SUFの転写を抑制している可能性
が高いと考えた。そこでV染色体上にホモログが存在する遺伝子も含めて栄養成⻑
期・生殖成⻑期両方で発現するU染色体上の遺伝子35個を候補とした (補足表1)。この
うち、転写調節に直接関与すると考えられる転写因子などのDNA・RNA結合すると推
定されるタンパク質をコードする遺伝子10個をCRISPR/Cas9システムによって機能欠
損させることを試みた (補足表2)。胞子を背景として形質転換をそれぞれ行ったとこ
ろ、8種類の遺伝子の変異体が獲得できた。得られた変異体をFR照射した恒常白色条
件下で生殖器托を誘導し、雌雄の表現型を確認した (補足表2)。 

このうち、bpcU変異体は雄の表現型を示した (補足表2 /図1-1A, C)。性染色体判定を行
ったところ、bpcU変異体では2ラインともUV両方の性染色体を持っていた (図1-1B)。
ゼニゴケでは偶発的にUV両方の性染色体を持っている個体は雌の表現型を示すことが
以前から知られている (Haupt, 1932、図1-1A)。これらのbpcU変異体はU染色体を持つ
にもかかわらず造精器を形成することから (図1-1A)、BPCUは雌性化に必要であること
が分かった。次に、雌性化に必要であることが明らかとなったBPCUのゲノム断片
(gBPCU ) を、V染色体を持つ野生型雄株に導入した。このgBPCU [V]は雌の表現型を示
した (図1-1A)。このことからBPCUは一遺伝子で雌性化に十分であることが分かった。
以上のことから、BPCUは雌性化に必要・十分であることが分かった。 
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図1-1 BPCUの雌性化機能 
A 野生型 (WT)およびbpcU [UV]変異体、gBPCU [V]の生殖器官の表現型 

FR補光した恒常白色光下で観察した生殖器托 (左) と造精器/造卵器 (右)。gBPCU [V]につい
ては代表的な表現型を示す個体の写真を示す。スケールバーは左1 mm、右50 μm。 

B 野生型およびbpcU [UV]変異体、gBPCU [V]の性染色体判定結果 

⻑いバンドはU染色体特異的領域の増幅、短いバンドはV染色体特異的領域の増幅を表す。 

C シークエンス解析によって明らかになったbpcU [UV]変異体の変異箇所の配列 

下線はgRNAの配列を、太字はPAM配列を示す。右にbpcU [UV]変異体の変異の詳細を示
す。 

  

WT [U] WT [V] UV plant

bpcU-101 [UV] bpcU-102 [UV] gBPCU [V]

A

bpcU [UV]
WT WT UV 

plant
gBPCU

[U] [V]
101

[V] #4
102

V marker
U marker

B

C
bpcU-101 [UV]

WT

bpcU-102 [UV]

1塩基欠失
13塩基欠失

5’-AAAGGCCACCTGAGCAGAAGCTCCTGATCTATCA-3’

5’-AAAGGCCACCT-AGCAGAAGCTCCTGATCTATCA-3’

5’-AAAGGCCACC-------------CTGATCTATCA-3’

#4
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BPCUと性染色体間ホモログBPCVは共通して有性生殖誘導に必要である 

U染色体上の性決定遺伝子として同定されたBPCUには、V染色体上に性染色体間ホモ
ログとしてBPCVが存在する (補足表2)。したがってスクリーニングで得られたUV両方
の性染色体を持つbpcU変異体では、U染色体上のBPCUは機能を欠損している一方でV

染色体上のBPCVは機能していると考えられた。そこで、一本の性染色体のみを持つ個
体でのBPCU、BPCVの機能を確かめるため、U染色体を持つ雌の野生株であるTak-2背
景およびBC3-38背景でbpcU [U]変異体を、V染色体を持つ雄の野生株であるTak-1背景
でbpcV [V]変異体を作出した (図1-2)。これらの変異体を用いてFR補光した恒常白色条
件下で生殖器托を誘導した。V染色体を持つ野生型雄株ではFR補光を始めてから10⽇
程度で、U染色体を持つ野生型雌株では2週間程度で生殖器托を形成したが、bpcU [U]

変異体およびbpcV[V]変異体はいずれも60⽇を経過しても生殖器托を形成しなかった
(図1-3A, B)。また、bpcU [U]変異体を背景としてBPCUを相補したgBPCU/bpcU [U]は生
殖器托形成⽇数が野生型雌株と同程度に回復し、雌の表現型を示した (図1-3A, B, C)。
bpcU [U]変異体を背景としてBPCVを相補したgBPCV/bpcU [U]は生殖器托形成⽇数が野
生型雄株と同程度に回復し、雄の表現型を示した (図1-3A, B, C)。これらのことから、
性染色体上の２つのBPCは共通して有性生殖誘導に関与することが示唆された。 
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図1-2 用いたbpcU [U]およびbpcV [V]変異体 
A BPCUおよびBPCV遺伝子の模式図 

CRISPR/Cas9システムによる変異体の作出に使用したgRNAのターゲットサイトを矢じり
で示す。転写される部分をボックスで示す。タンパク質として翻訳される部位は赤 (BPCU)

もしくは⻘ (BPCV)で、非翻訳領域をグレーで示す。縦線はアラニンジッパーを、ドットは
BPCドメインの領域を示す。 

B シークエンス解析によって明らかになった変異体の配列 

下線はgRNAの配列を、太字はPAM配列を示す。右または右下にbpc変異体の変異の詳細を
示す。 

  

A

V chr.

BPC domain

Alanine zipper

U chr.
bpcU-3 [U]

bpcU-1 [U]
bpcU-2 [U]

bpcV-3 [V]

bpcV-1 [V]
bpcV-2 [V]

BPCV

BPCU

500 bp

B

5’-GAGATCTAAATCTGCC ∼ ----------------------------- ∼ CCTTTGTGGTTAGTGT-3’

5’-GAGATCTA-------- ∼ GTTGGTATAGTGTGTTTAGCAAGCACTAG ∼ --------TTTGTGGT-3’

bpcV-2 [V]

WT
92塩基挿入

5’-CTTACCTTTCTGCCAATGAAGAGCGAGGGCACGA-3’

5’-CTTACCTTTCTGCCAATGAAGAG--AGGGCACGA-3’

bpcU-1 [U]

WT

6513塩基欠失
5’-GGTTCCATGTGAGAGA ∼ CCTTTGTGGTTAGTGT-3’

5’-GGTTCCAT-------- ∼ --------GTTAGTGT-3’

bpcU-2 [U]

WT

6713塩基欠失+29塩基挿入

bpcU-3 [U]

WT

1塩基欠失
5’-AAAGGCCACCTGAGCAGAAGCTCCTGATCTATCA-3’

5’-AAAGGCCACCT-AGCAGAAGCTCCTGATCTATCA-3’

bpcV-1 [V]

WT

2塩基欠失

5’-AAAGGCCACCTGAGCAGAAGCTCCTG--------------------------------------

5’-AAAGGCCACCTGAGCAGAAGCTCCTGTTTAGGTGATGGGGAGGAAACTGATCACTACTATGATC

5’-------------------------------------------------------CGAGGGCACGA-3’

5’-TCCATGTACCCGCTGCCGATGAATCCAACCAAAAGGGGATCAAGGTTGGCTGGTCGAGGGCACGA-3’

bpcV-3 [V]

WT

1塩基欠失
5’-TTGCACCATGCAATTGTCTATGTACGATCCACGA-3’

5’-TTGCACCATGCA-TTGTCTATGTACGATCCACGA-3’
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図1-3 bpcU [U]およびbpcV [V]変異体は生殖器托を形成しない 
A 野生株およびbpc変異体、相補株の生殖器托形成までにかかる⽇数 

恒常白色光で4⽇間生育させたのち、FR補光を始めてから初めに生殖器托を肉眼で確認で
きるまでに要した⽇数を測定した。グラフは各ライン15個体ずつ観察を行った平均値を示
す。バーは ±SEを示す。上部の記号はTukey-Kramer検定において P < 0.05で有意差のある
グループを示す。 

B 誘導開始後4週間後の生殖器托形成 

⻩の矢じりは生殖器托を示す。gBPCU /bpcU [U]およびgBPCV/bpcU [U]は代表的な表現型を
示す個体の写真を示した。スケールバーは5 cm。 

C 相補株の生殖器官の表現型 

FR補光した恒常白色光下で観察した生殖器托 (左) と造精器/造卵器 (右)。 gBPCU /bpcU [U]

およびgBPCV/bpcU [U]の代表的な表現型を示す個体の写真を示した。括弧内の数字は独立
に取得した形質転換体のうち代表的な表現型を示した個体数の割合を示す。スケールバー
は左1 mm、右50 μm。  



14 

 

BPCUは性決定機能を持っているがBPCVは性決定に関与しない 

性染色体を一本だけ持つbpcU [U]変異体も、bpcV [V]変異体も生殖器托の観察ができず
雌雄の表現型を確認することができなかった。ゼニゴケでは有性生殖誘導のマスター
因子であるBNBを過剰発現させるとFR補光を行っていない、本来生殖器官が誘導され
ない条件においても生殖器官を形成するようになることが知られている (Yamaoka et 

al., 2018)。そこで、生殖器官が誘導されなかったbpcU -3[U]・bpcV -1[V]を背景として
BNBの機能がデキサメタゾン (DEX) 依存的に活性化されるBNB-GR株を作出した (BNB-

GR/bpcU [U]およびBNB-GR/bpcV [V])。BNB-GR/bpcU [U]は5ライン得られ、BNB-

GR/bpcV [V]は2ライン得られた。DEXを添加しBNBを活性化させるとBNB-GR/bpcU [U]

は雄器托を形成し、 BNB-GR/bpcV [V]も雄器托を形成した (図1-4)。BNBを活性化させ
ることでbpcU [U]変異体およびbpcV [V]変異体が生殖器官を形成したことから、BPCU

とBPCVはBNBを活性化させることで生殖器官の形成をおこなっていると考えられた。
また、BPCVの機能を欠損していても雄の表現型を示したことから、BPCVは雄性化に
必要がないことが示された。性決定に関与しているのはBPCUのみで、BPCVは性決定
に関与していないことが示唆された。 
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図1-4 BNB-GR/bpcU [U]、BNB-GR/bpcV [V]の生殖器托 
野生型を背景としたBNB-GR雌株 (BNB-GR [U])およびBNB-GR雄株 (BNB-GR [V])、BNB-

GR/bpcU [U]、BNB-GR/bpcV [V]のジェンマを1 μM DEX含有培地上に置いて恒常白色光下で
生育させて観察した。左列はDEXによって生殖器托が誘導された植物体の写真、中央はそ
の生殖器托の写真、右列は造精器/造卵器の写真。スケールバーは左列5 cm、中央列1 mm、
右列50 μm。  

BNB-GR [U]

BNB-GR
/bpcU [U] #2

BNB-GR
/bpcV [V] #5

BNB-GR [V]
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BPCUは常染色体上の性分化モジュールSUF/FGMYBを介して雌性化を行う 

ゼニゴケの配偶子の雌雄は常染色体上の性決定分化モジュールSUF/FGMYBに制御され
ることが明らかとなっている (Hisanaga and Okahashi et al., 2019)。BPCUがこのモジュー
ルを介して雌性化をおこなっているのかを調べるため、bpcU [UV]変異体、gBPCU [V]

の生殖器官を用いてSUFおよびFGMYBの定量を行った。bpcU [UV]変異体ではU染色体
を持つにもかかわらずSUFが発現しFGMYBの発現が抑制されていた (図1-5A)。一方
で、gBPCU [V]ではV染色体を持つにもかかわらずSUFの抑制とFGMYBの発現が見られ
た (図1-5A)。これらの発現パターンは生殖器官の雌雄の表現型と合致しており(図1-

1A)、BPCUはSUFの発現を抑制しFGMYBを発現させることで雌性化していることが示
唆された。その他の雄特異的に発現する遺伝子や雌特異的に発現する遺伝子の発現の
有無についてもRT-PCRによって確認したところ、bpcU [UV]変異体が雄の生殖器官を
形成することと合致して (図1-1A)、bpcU [UV]変異体では雄特異的に発現する遺伝子は
発現しており、雌特異的に発現する遺伝子の発現は見られなかった (図1-5B)。
gBPCU[V]では雌特異的に発現する遺伝子は発現しており、雄特異的に発現する遺伝子
の発現は確認できなかった (図1-5B)。これらの結果はgBPCU [V]が雌の生殖器官を形成
すること (図1-1A)と合致している。 

また、BPCUによるSUFの発現制御が生殖成⻑段階に移行する以前の栄養成⻑の段階で
既に行われているのかを確かめるため、gBPCU [V]、bpcU [U]変異体、bpcV [V]変異体の
葉状体におけるSUFの定量も行った。gBPCU [V]におけるSUFの抑制は葉状体の段階で
も観察され、SUFの発現は見られなかった (図1-5C)。bpcU [U]変異体ではSUFの抑制の
解除が見られた (図1-5C)。このことから葉状体の生殖系列細胞が規定される前の段階
から既にBPCUのSUFを介した雌性の決定が行われていることが示唆された。また、
bpcV [V]変異体の葉状体でもSUFは発現しており (図1-5C)、bpcV [V]変異体を背景に
BNBを活性化させて観察される表現型は雄であること(図1-4) と一致してBPCVは性決定
には関与しないと考えられた。なお、bpcV [V]変異体におけるSUFの発現量は野生型雄
株と比較してやや低い傾向が確認されたが、bpcU [U]変異体と同程度であるため、こ
の違いは雌雄の制御としてBPCVがSUFの発現量に影響しているためではなく、BPCと
しての葉状体における機能が植物体の生育に影響を与えたためであると考えられた。
実際、これらのbpc変異体の葉状体は二叉分岐の角度が狭いように見られることから
(図1-6)、BPCUとBPCVは葉状体の段階でも細胞分裂や細胞の成⻑に関する共通した機
能を持つと考えられる。 

BPCはシロイヌナズナにおいてポリコーム複合体2 (PRC2)と相互作用し、H3K27me3を
付加することによって遺伝子を抑制することが知られている (Hecker et al., 2015、Xiao 

et al., 2017)。ゼニゴケにおいても、BPCUによるSUFの抑制にH3K27me3を介したクロ
マチン構造の制御が関与している可能性を検討するため、吉竹博士によりCUT＆RUN

実験がおこなわれ、野生型およびbpcU [U]変異体におけるH3K27me3の分布が確かめら
れた (図1-7中段)。野生型雌株ではSUFの遺伝子領域にH3K27me3ピークが検出された
のに対して、野生型雄株では同じ領域にH3K27me3ピークは検出されなかった。
bpcU [U]変異体でも野生型雄株と同様にSUFの遺伝子領域にH3K27me3ピークは検出さ
れなかった。これらの結果はRNA-seqによって検知されたSUF領域の転写状況とも一致
しており (図1-7下段)、BPCUはH3K27me3を介してSUFの発現制御をおこなっているこ
とが示唆された。 
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図1-5 BPCUの有無とSUF/FGMYB の発現量の関係 
A bpcU [UV]変異体、gBPCU [V]の生殖器官におけるSUF/FGMYBの発現量 

左のグラフは野生型雄株における発現量を1とした時のSUFの相対発現量を、右のグラフは
野生型雌株における発現量を1とした時のFGMYBの相対発現量を示す。EF1を内部標準とし
て用いた。バーは ±SEを示す。上部の記号はTukey-Kramer検定において P < 0.05 で有意差
のあるグループを示す。N=3 

B bpcU [UV]変異体、gBPCU [V]における雌雄特異的な遺伝子のRT-PCR結果 

EF1は恒常的に発現している遺伝子、PRMおよびLC7は雄特異的に発現している遺伝子、
5g13880、7g02820は雌特異的に発現している遺伝子である。 

C 恒常白色条件下10⽇目葉状体におけるSUFの発現量 

野生型雄株における発現量を1とした時のgBPCU [V]、bpcU [U]変異体、bpcV [V]変異体にお
けるSUFの相対発現量を示す。EF1を内部標準として用いた。バーは ±SEを示す。上部の
記号はTukey-Kramer検定において P < 0.05 で有意差のあるグループを示す。N=3 
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図1-6 野生型およびbpc変異体の葉状体 
いずれも恒常白色条件で16⽇間生育させて観察を行った。スケールバーは1cm。 

 

 

図1-7 野生型およびbpcU[U]におけるH3K27me3分布およびSUFの発現状況 
最上段はSUF/FGMYBの遺伝子座の模式図を、中段はCUT＆RUNによって確かめられた
SUF/FGMYB遺伝子座のH3K27me3の分布、下段はRNA-seqによる転写をIGVブラウザを用
いて示した。H3K27me3分布を示す図中の⻘いバーはH3をコントロールとしてSICER230に
よって検出されたピークの位置を示す。植物体はいずれも恒常白色条件14⽇目の葉状体が
用いられている。(梶原氏作図) 

WT [V]

bpcU-2 [U]

bpcV-3 [V]

bpcU-3 [U]

WT[U](Tak-2) WT[U](BC3-38)

bpcV-1 [V]
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BPCUとBPCVは4億3000万年前に分岐した 

ゼニゴケの性決定遺伝子として明らかとなったBPCUと、その性染色体間ホモログであ
るBPCVの起源を調べるため、モナシュ大学のSingh氏、Bowman博士によってコケ植物
のBPCの配列が収集され、系統樹が作成された (図1-8)。その結果、苔類のBPCはBPCU

型とBPCV型に分かれ、苔類が分岐するより以前にBPCU型とBPCV型が分岐したこと
が推測された。ツノゴケ類、蘚類はBPCを1分子種持つことや、苔類の系統関係を考え
合わせると、苔類のBPCU型およびBPCV型はもともと常染色体上の対立遺伝子として
存在していたものが分岐したもので、コマチゴケ綱 (Haplomitriopsida)とゼニゴケ綱
(Marchantiopsida)の分岐より以前に分化していることが推測された。年代としては苔類
のBPCU型とBPCV型は4億2000万年前から4億5000万年前に分岐したことが推測され
た。他の苔類ゼニゴケの性染色体間ホモログでも同様の解析がなされたが、BPCUと
BPCVはゼニゴケの性染色体間ホモログの中でも最も早い段階で分岐したと考えられる
7対の遺伝子のうちの一対であることが明らかとなった(図1-9)。このことから、BPCU

とBPCVの分化によって苔類の性染色体が誕生した可能性が考えられる。 
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図1-8 BPCUとBPCVの系統関係(Singh氏、Bowman博士作成) 
系統樹はトランスクリプトームから得られたコーディング領域全⻑の塩基配列をアラインメン
トして作成された。苔類の配列は紫で表示され、コマチゴケ綱は濃い紫色、ゼニゴケ綱は明る
い紫色、ウロコゴケ綱は赤紫となっている。BPCUとBPCVを含むクレードはそれぞれ⻩色と水
色で強調されている。蘚類は薄緑色、ツノゴケ類は濃い緑色、シダ植物は茶色、小葉植物はオ
レンジで示されている。系統樹内の数字は事後確率を示している。また、苔類のBPCU型と
BPCV型が系統的分岐したと推測される位置を矢印で示している。苔類ゼニゴケの性染色体間ホ
モログBPCUとBPCVを結ぶ矢印の近傍の数字0.77はpS値である。 



21 

 

 

 

図1-9 苔類ゼニゴケの性染色体間ホモログの分岐年代(Singh氏、Bowman博士作成、改変) 
左に苔類の系統関係と、推定される分岐年代を示す。右に苔類ゼニゴケのU染色体とV染色体の
性染色体間ホモログの位置関係を示している。性染色体中の色はそれぞれのホモログが分岐し
たと推定される時期を表し、左に示す系統樹中の色とリンクしている。 

  



22 

 

考察 
BPCUによるSUF/FGMYBの制御 

本研究はFeminizer候補遺伝子の変異体を作出することで、苔類ゼニゴケにおける性決
定遺伝子FeminizerがU染色体上に座上するBPCUであることを明らかにした (図1-1)。ま
た、BPCUは常染色体上のSUFの発現を抑制し雌性化因子FGMYBの発現を促進するこ
とで雌性化することが示された (図1-5)。BPCは植物に特有な転写因子であり、GAリピ
ート配列に結合し他の因子と相互作用することでクロマチン構造を変化させ、標的遺
伝子の発現を制御すると考えられている (Kooiker et al., 2005)。シロイヌナズナにおい
ては、PRC2と相互作用することでH3K27me3を誘導し標的部位をヘテロクロマチン化
することで遺伝子を抑制することも知られている (Hecker et al., 2015、Xiao et al., 

2017)。SUFの転写開始点付近にはGAリピート配列が多数存在することから、BPCUが
直接SUF領域に結合し発現を抑制している可能性が十分に考えられる。CUT＆RUN実
験によるbpcU [U]変異体におけるH3K27me3の分布も、野生型雌株に見られるSUF領域
のH3K27me3ピークがbpcU [U]変異体では見られなくなっており (図1-7)、このモデルを
支持している。つまり、BPCUはSUF領域のGAリピート配列に結合し、PRC等の
H3K27me3を誘導する因子と相互作用することでSUFの発現を抑制していると考えられ
る。 

上述のようなBPCUによるSUFの発現抑制と植物の生育段階の関係については、先行研
究で配偶子の雌性分化を制御するFGMYBは主に卵細胞を中心とした雌性配偶子で発現
するが、FGMYBの発現を抑制するSUFは栄養成⻑期においても雌より雄で発現量が高
いという結果が示されている (Hisanaga and Okahashi et al., 2019)。本研究においても、
葉状体でbpcU[U]変異体におけるH3K27me3の分布の雌雄差が確認されるとともに (図1-

7)、BPCU依存的なSUFの発現量の変化も確認された (図1-5C、図1-7)。これらのことか
ら、BPCUによるSUFの抑制は栄養成⻑の段階で既に始まっていることが示唆されてい
る。 

機能的な性染色体間ホモログを持つ性決定因子BPCU 

本研究において性決定因子として同定されたU染色体上のBPCUはV染色体上に性染色
体間ホモログBPCVが存在する。この2つのBPCは有性生殖誘導に寄与することが明ら
かになっており (図1-3)、共通して種の保存に重要な機能を持っていると言える。しか
し、変異体におけるSUFの定量結果 (図1-5C)やbpc変異体でBNBを活性化させた実験結
果 (図1-4)から、性決定に機能するのはBPCUのみで、BPCVは性決定には関与していな
いことが考えられた。つまり、性染色体上の2つのBPCは共通して有性生殖誘導の機能
を持ち、加えてBPCUは性決定機能を持っていると言える。このような遺伝子が性決定
遺伝子として報告されたことはこれまでなかった。従来の考え方では性決定因子は性
決定の機能に特化していると考えられ、これまで実際に二倍体生物での知見でもその
見解が否定されることはなかった。例えばアスパラガスにおいては、Y染色体上の雄
性機能を持つ性決定因子MSE1/TDF1遺伝子は雄蕊特異的に発現するMYB転写因子であ
り、X染色体にもその痕跡はあるものの遺伝子としての機能が失われていた (Murase et 

al., 2017)。しかし、ゼニゴケの性決定因子BPCUは機能的な性染色体間ホモログBPCV

が存在する。半数体の性染色体は祖先となる常染色体に性決定領域が誕生したのち、2
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種類の性染色体が独立に進化していく中で雌雄一方のみの配偶子形成に必要な遺伝子
が特異的な遺伝子として残り、種の保存に必須な遺伝子は両方の性染色体に共通して
残ると考えられている (Bull, 1978)。遺伝子の重複が少ないゼニゴケでは、このような
性染色体進化の過程で種の保存に重要な機能を持つBPC遺伝子が性決定遺伝子として
進化しても、配偶子の雌雄分化以外の面で代わりに機能を代替するような遺伝子が不
足していたために、BPCUとBPCVに共通した有性生殖誘導の機能は失われなかったと
考えられる。 

 祖先型のBPCからBPCUとBPCVに分岐した年代に関しては、コケ植物の配列を多く
含んだ系統樹 (図1-8)の結果からおおよそ4億3000万年前に分岐したと推測され、苔類
ゼニゴケの性染色体は現在知られている性染色体のうち最も古い起源を持つことが明
らかにされた。収集された苔類のBPCの配列はいずれもBPCU型またはBPCV型に属し
ていたことから、BPCによる性決定もしくは性分化が苔類である程度広く保存されて
いる可能性も考えられる。 
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第二章 

苔類ゼニゴケの性決定因子BPCUと 

性染色体間ホモログBPCVの性決定における機能差を

生み出すアミノ酸配列の解析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

  



25 

 

転写因子BPCとポリコーム複合体 

第一章でゼニゴケの雌性を決定していることが明らかとなったBPCUは植物に特有な
転写因子であるBPCをコードする。BPCは2002年にダイズGlycine maxでGAGA-
binding protein (GBP)として、2003年にオオムギHordeum vulgareでbarley b 
recombinant (BBR)として発見されたGAリピート配列に結合する転写因子である
(Sangwan and O’Brian, 2002、Santi et al., 2003)。シロイヌナズナArabidopsis thaliana
においてもBPCは7遺伝子座存在し、クロロフィルや花器官の形成に関わるMADS-box
遺伝子の発現を制御するなど、葉や茎頂の形成、花成を含む多面的な機能を持つ
(Sangwan and O’Brian, 2002、Meister et al., 2004、Monfared et al., 2011)。BPCの起
源としては接合藻Spirogloea muscicolaではBPC遺伝子が発見されているので、陸上植
物が誕生する以前のZygnematophyceae鋼が分岐した頃にBPC遺伝子が獲得されたと考
えられている(Cheng et al., 2019)。陸上植物ではコケ植物の蘚類ヒメツリガネゴケや
ツノゴケ類でBPCは1分子種のみ保存されており、陸上植物の祖先はBPCを１分子種
持っていたと考えられている(Bowman et al., 2017、Li et al., 2020)。分子構造として
は種子植物のBPCは分子系統解析からグループI〜IIIに分類され、全てのグループでC
末端側に5つのシステイン残基を含むBPCドメインが高度に保存されているが、N末端
側はグループごとに配列が異なっている(Meister et al., 2004)。特にグループIIではア
ラニンと酸性・塩基性の残基が規則正しく並んでいるアラニンジッパーが存在し、ホ
モダイマーを形成することが明らかとなっている(Wanke et al., 2011)。シダ植物やコ
ケ植物のBPCもこのアラニンジッパー構造を保存しているが、系統的にグループI〜III
には属さず、グループIVとして分類されている (Theune et al., 2019)。BPCはクロマ
チン構造を変化させる他の因子と相互作用し、BPCドメインを介してGAリピート配列
へ結合することで標的遺伝子の発現をエピジェネティックに制御すると考えられてい
る。BPCの代表的な相互作用因子として、ポリコーム複合体が知られている(Hecker 
et al., 2015、Xiao et al., 2017)。中でもPRC2は代表的なヒストン修飾マークであるヒ
ストンH3の27番目のリジン残基のメチル化 (H3K27me3)を触媒する因子で、
H3K27me3の修飾が見られる領域はヘテロクロマチン化され遺伝子発現が抑制される
ことが知られている。 

本研究では第一章でゼニゴケの性決定遺伝子FeminizerはBPCUであり、SUF/FGMYBモ
ジュールを介して雌性化をおこなっていることを明らかにした。さらに、U染色体上
のBPCUには性染色体間ホモログとしてV染色体上にBPCVが存在し、2つのBPCは共通
して有性生殖誘導に関与することを示した。本章では、共通な機能を持ちながら一方
のみが性決定機能を有するBPCUとBPCVについて、性決定機能に差を生み出すアミノ
酸残基をドメインスワッピング、アミノ酸置換の実験によって同定し、ゼニゴケの性
決定因子の誕生について考察した。 
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結果 

BPCUとBPCVの転写パターンやアミノ酸配列の比較 

共通な機能を持ちながら一方のみが性決定機能を有するBPCUとBPCVの機能差を生み
出す領域を特定するため、まずBPCUとBPCVの転写パターン及びアミノ酸配列を比較
した。まず、どちらもスプライシングバリアントが2つあった (図2-1A)。この二つのス
プライシングバリアントから翻訳されるタンパク質はBPCUでは開始メチオニンから12

番目までのアミノ酸残基、BPCVでは7番目までの残基に違いがある (図2-1B,C)。図2-2

に示すアラニンジッパーを有するグループIIに属するシロイヌナズナBPCとのアライン
メントから分かるように、BPCUとBPCVのドメイン構造としては、N末端のドメイン
であるアラニン・酸性・塩基性アミノ酸が規則正しく並ぶアラニンジッパーも、C末
端の5つのシステインを含むBPCドメインもBPCUとBPCVの両方に保存されていると考
えられた。また、アラニンジッパーとBPCドメインの間にはBPCUとBPCV間で保存さ
れた塩基性アミノ酸KRKIやKRが見られ、シロイヌナズナのAtBPC6で推測されている
ようなNLSモチーフKRxxK(Wanke et al., 2011)ではないものの、この領域は核局在を示
していることが考えられた (図2-2)。これらの保存されたドメイン構造はBPCU・BPCV

いずれにおいても2つのスプライシングバリアントの共通部分に存在していた (図2-1 

B,C)。ドメイン構造という観点からは、BPCUとBPCVには大きな違いは確認できなか
った。 
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図2-1 BPCUとBPCVの転写パターンおよびアミノ酸配列の比較 

A BPCUおよびBPCVのmRNAパターン 

上段はmRNAseqのリード (Bowman et al., 2017)を、下段は２種類のスプライシングバリア
ントのエキソン部分をボックスで示す。グレーは非翻訳領域、赤 (BPCU)および⻘ (BPCV)

は翻訳領域を示す。転写物の量から、var.1が主なmRNA配列であると思われる。 

B 異なるスプライシングバリアントからできた2種類のBPCタンパク質のドメイン構造 

翻訳されたときのタンパク質全⻑をボックスで示す。縦線部はアラニンジッパーを、ドッ
ト部はBPCドメインを示す。斜線部は塩基性アミノ酸が多くNLSの可能性がある領域を示
す。主なmRNA配列であるvar.1から翻訳されたタンパク質をCDS1、var.2から翻訳されたタ
ンパク質をCDS2で示す。 

C BPCUとBPCVのアミノ酸配列のアラインメント 
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図2-2 BPCU・BPCVとシロイヌナズナのグループII BPCのアミノ酸配列の比較 

N末端領域にアラニンジッパー構造が存在するグループIIに属するシロイヌナズナのBPC  

(AtBPC4、AtBPC5、AtBPC6)と、BPCU・BPCVのアミノ酸配列のアラインメント。BPCド

メインにおいて特に保存されている5つのシステインを*で、BPCUとBPCVで保存された塩

基性残基を青の網掛けで示す。AtBPC6で推測されているNLSモチーフKRxxK(Wanke et al., 

2011)は青で囲んでいる。  
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BPCUのC末端のアミノ酸は雌性化に重要である 

BPCUとBPCVの雌性化機能の違いを生み出す領域を明らかにするため、ドメインスワ
ッピング実験を行った。具体的にはBPCUのゲノム断片の一部をBPCVに置き換え、
bpcU [U]変異体に導入した。コーディング領域全てをBPCVにしたBPCUpro:BPCVでは
生殖器官を誘導すると雄の生殖器官を形成した (図2-3A,B)。次に、BPCUとBPCVの配
列を、アラニンジッパーを含むN末端領域とBPCドメインを含むC末端領域2つの領域
に分割し、スワッピングした (図2-3A)。BPCUの238番目のアミノ酸残基を境界として
スワッピングし、N末端側がBPCU由来でC末端側がBPCV由来の断片をBPCU(238)V断
片と、N末端側がBPCV由来でC末端側がBPCU由来の断片をBPCV(238)U断片を
bpcU [U]に導入した。BPCU(238)V株は生殖器官を誘導すると雄の生殖器官を形成した
(図2-3A,B)。一方でBPCV(238)U株は雌の生殖器官を形成した (図2-3A,B)。これらの結
果からBPCUの238番目以降のC末端領域のアミノ酸配列の違いが雌性化に寄与してい
ることが明らかとなった。同様にBPCUの272番目のアミノ酸残基を境界としてスワッ
ピングした。N末端がBPCU由来であるBPCU(272)V株は多くの造精器とわずかな造卵
器を含む生殖器官を形成した (図2-3A,B)。一方で、272番目以降のC末端側のBPCU配列
を持つBPCV(272)U株は完全に雌の生殖器官を形成した (図2-3A,B)。これらの結果は、
272番目以降のC末端側のBPCU配列が雌性化に特に重要であることを示唆している。 

第一章でBPCUはSUF/FGMYBの発現制御を介して雌性化することが明らかとなってい
る。そこで、ドメインスワッピングした植物体の表現型とSUF/FGMYBの発現量が相関
するのかを調べるため、SUF/FGMYBの発現定量を行った (図2-4A,B)。BPCU相補株
(gBPCU/bpcU[U])ではSUFは発現しておらず、FGMYBも野生型雌と同程度に高い発現
量を示していた (図2-4A,B)。この結果はこの植物が雌の生殖器官を形成すること(図2-

3B)と一致している。一方で、BPCUpro:BPCVとBPCU(238)V株ではSUFは野生型雄株と
同程度発現していたが、FGMYBは野生型雄株より少し高く野生型雌株に比べると低い
発現量を示した (図2-4A,B)。これらの植物は雄の生殖器官を形成していた (図2-3B)。
同様に多数の造精器と少しの造卵器が観察されたBPCU(272)V株 (図2-3B)でもSUFは野
生型雄株と同程度発現しており、FGMYBは野生型雄株より少し高く野生型雌株に比べ
ると低い発現量を示した (図2-4A,B)。完全に雌の生殖器官を形成したBPCV(272)U株
(図2-3B)では、SUFは野生型雄株と比較するとある程度抑制されており、FGMYBは野
生型雌株と同程度発現していた (図2-4A,B)。さらに、SUFとFGMYBの量的関係を包括
的に調べるため、log2(FGMYB/SUF)を計算した。定量化の結果、雄の生殖器官を形成
した野生型雄株およびBPCUpro:BPCV株、BPCU(238)V株のlog2(FGMYB/SUF)は負の値
を示した (図2-4C)。多数の造精器と少しの造卵器が観察されたBPCU(272)V株も、野生
型雄株やBPCUpro:BPCV株よりやや値は0に近い傾向が見られたが負の値を示していた
(図2-4C)。一方で、雌の生殖器官を形成した野生型雌株やBPCU相補株
(gBPCU/bpcU[U])は正の値を示しており、同様にBPCV(272)U株も値は小さいながらも
正の値を示した (図2-4C)。これらのことから、ドメインスワッピングした植物体にお
ける性表現とSUF/FGMYBの発現は相関しており、BPCUのC末端領域がSUFの発現制御
を介して雌性化に寄与していると考えられた。 

全体として、ドメインスワッピング植物の実験結果は、BPCUのC末端領域が
SUF/FGMYBの発現調節を介して雌性化に寄与していることを示しており、中でも
BPCUの272番目以降のアミノ酸配列が特に雌性化に重要であることが示唆された。 
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図2-3 ドメインスワッピング植物体の表現型 

A ドメインスワッピングした植物体で翻訳されると考えられるBPCタンパク質の模式図 

ボックスの縦線はアラニンジッパードメインを、ドットはBPCドメインの領域を示し、斜線は
NLSの可能性がある領域を示す。赤い縦線および数字はそれぞれスワッピングした箇所とBPCU

のアミノ酸残基番号を表す。 

B ドメインスワッピングした植物体の生殖器官の表現型 

FR補光した恒常白色光下で観察した生殖器托 (左) と造精器/造卵器 (右)。それぞれ代表的な表現
型を示す個体の写真を示す。括弧内の数字は独立に取得した形質転換体のうち写真と同じ性別
を示した個体数の割合を示す。スケールバーは左1 mm、右50 μm。 
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図2-4 ドメインスワッピング植物体におけるSUF/FGMYBの発現 

A 生殖器官におけるSUFの発現量 

野生型雄株における発現量を1とした時のドメインスワッピング植物体におけるSUFの相対
発現量を示す。EF1を内部標準として用いた。バーは±SEを示す。上部の記号はTukey-
Kramer検定において P < 0.05で有意差のあるグループを示す。N=3  
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B 生殖器官におけるFGMYBの発現量 

野生型雌株における発現量を1とした時のドメインスワッピング植物体におけるFGMYBの
相対発現量を示す。EF1を内部標準として用いた。バーは±SEを示す。上部の記号は
Tukey-Kramer検定において P < 0.05で有意差のあるグループを示す。N=3 

C 生殖器官におけるSUF/FGMYBの発現の量的関係性 

AおよびBで示した定量に用いたデータから、SUFの発現量に対するFGMYBの発現量の比
をlog2(FGMYB/SUF)として算出した。棒グラフの塗分けは、雌の生殖器官を形成した株に
ついては桃色、雄の生殖器官を形成した株については水色、造精器・造卵器の混合した株
については紫色で示している。バーは±SEを示す。上部の記号はTukey-Kramer検定におい
てP < 0.05で有意差のあるグループを示す。 

コケ植物のBPCにおけるC末端領域の祖先型配列の推定 

ドメインスワッピング実験の結果から、BPCUのC末端側のBPCドメインに相当する領
域が雌性化に重要であることが明らかになったため、その配列をBPCVの配列と詳細に
比較した。特に雌性化に重要であることが明らかになったBPCUの272番目以降の領域
中ではBPCUとBPCVの間で異なるアミノ酸残基は12残基あった (図2-5A 上段; 矢じり
のアミノ酸)。これらのアミノ酸残基のうち、どのアミノ酸残基がコケ植物の祖先の
BPC配列から変化したかを知るため、コケ植物のBPCの系統樹を作成しC末端領域の祖
先のコケ植物の配列を推測した。系統樹からコケ植物のBPCが苔類のBPCU型、苔類の
BPCV型、蘚類およびツノゴケ類の3つのグループに分類できた (図2-5B)。各3グループ
のアミノ酸配列の保存性を調べたところ (図2-5A 中段)、BPCUとBPCVの異なる12残基
のほとんどがそれぞれBPCU型とBPCV型の間で高度に保存されており、これらの12残
基がBPCU型とBPCV型の異なる機能に寄与している可能性が考えられた。この12残基
のうち8残基はBPCU型に特異的な残基であると考えられ (赤色と桃色の残基)、4残基は
BPCV型に特異的な残基であると考えられた (⻘色の残基)。ただし、BPCUの331番目の
残基にあたるVに関しては保存性がかなり低かった。また、BPCUの342番目の残基に
あたるRに関してはKも同程度保存されており、いずれも塩基性残基でBPCU型に特異
的であることから、これらのKとRは同等の機能を有することが予想された。系統樹か
ら推測された祖先型配列 (図2-5A 下段)でも各グループのアミノ酸の保存性で確認でき
たように、7残基が苔類のBPCU型の祖先配列で既に獲得されていたと推測されており
(赤色と桃色の残基)、苔類のBPCV型の祖先配列においても特異的な4残基が既に獲得
されていたと推測された (⻘色の残基)。注目した12残基以外ではBPCU型、BPCV型、
蘚類とツノゴケ類で基本的に全く同じ祖先型配列が推測されており、コケ植物の祖先
型のBPC配列のC末端領域から、それぞれ7残基、4残基のアミノ酸置換を経ることで
BPCU型とBPCV型に分岐したということが推測された。これらの解析に基づいて
BPCU特異的な残基とBPCV特異的な残基、祖先型残基の分類を図示したものが図2-5C

である。  



33 

 

 

Y N P K A K S V T R C I

H K Q R S T G L A N Y V

274 281 283 286 295 311 314 331 335 342 343 345

BPCU

BPCV

Y N Q R A K G L A N Y V
祖先型

BPC

aaC



34 

 

図2-5 コケ植物のBPCのC末端領域の祖先型配列の推定 

A コケ植物のBPCのC末端領域のアラインメント 

上段にBPCUとBPCVの配列を示す。矢じりはBPCUの272番目以降のアミノ酸残基でBPCV

と異なる12残基を表している。中段に苔類のBPCU型、苔類のBPCV型、蘚類とツノゴケ類
のBPCの3つのグループ別のアミノ酸残基の保存性を表すロゴを示す。文字の大きさが保存
性の高さを示している。下段にBで示す系統樹に基づいて推測された苔類のBPCU型、苔類
のBPCV型、蘚類とツノゴケ類のBPCの3つのグループの祖先型配列のロゴを示す。文字の
大きさが可能性の高さを示している。それぞれ図2-6で示す系統樹で桃色、⻘色、緑色の点
で推定されている。この祖先型配列は川村氏によって作成された。BPCU型に特異的な残
基のうち100%近く保存されている残基は赤色で、それ以外のBPCU型に特異的な残基は桃
色、BPCV型に特異的な残基は⻘色で表されている。 

B コケ植物のC末端領域で作製された系統樹 (川村氏作成) 

コケ植物の塩基配列のアラインメントのうち、BPCUの272番目以降のアミノ酸配列に相当
する部分を使用して作成された。苔類のBPCU型は桃色、苔類のBPCV型は⻘、蘚類は⻩緑、
ツノゴケ類は深緑で示されている。丸印はそれぞれ祖先型配列を推定した節を表している。 
C アミノ酸の保存性および推測された祖先型配列をもとに分類されたBPCUおよびBPCVの
アミノ酸と推定される祖先型配列 

BPCUの272番目以降のアミノ酸配列においてBPCVと異なっているアミノ酸12残基を抽出
してBPCVの残基、祖先型BPCの残基と並べて表示した。BPCUに特異的な残基のうち苔類の
BPCU型で100%近く保存されている残基は赤色で、それ以外のBPCUに特異的な残基は桃色
で示した。BPCVに特異的な残基は⻘色で示した。祖先型アミノ酸と考えられるアミノ酸は
⻩色で示した。上部の数字はBPUのアミノ酸残基の番号を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



lw
-U

-M
 p

o
ly

m
o

rp
h

a
 m

o
n

ti
v
a

g
a

n
s
 0

0
0

3
0

3
F

g
0

1
8

1
2

5
1

lw
-U

-M
a

rc
h

a
n

ti
a

 p
o

ly
m

o
rp

h
a

 M
p

U
g

0
0

3
7

0

lw
-U

-M
a

rc
h

a
n

ti
a

 p
a

le
a

c
e

a
 2

0
8

5
2

6
8

 L
F

V
P

lw
-U

-L
u

n
u

la
ri
a

 c
ru

c
ia

ta
 2

0
0

7
4

2
2

 T
V

X
B

lw
-U

-A
s
te

re
lla

 w
a

lli
c
h

ia
n

a
 D

N
1
1
1

3
0

lw
-U

-C
o

n
o

c
e

p
h

a
lu

m
 c

o
n

ic
u

m
 2

0
4

3
6

3
6

 I
L

B
Q

lw
-U

-B
la

s
ia

 p
u

s
ill

a
 c

3
2

6
8

7
9

lw
-U

-P
ti
lid

iu
m

 p
u

lc
h

e
rr

im
u

m
 2

0
1

2
0

0
3

 H
P

X
A

lw
-U

-S
c
h

is
to

c
h

ila
 s

p
 2

0
1

3
5

6
6

 L
G

O
W

lw
-U

-P
o

re
lla

 p
in

n
a

ta
 2

1
4

9
2

8
7

 U
U

H
D

lw
-U

-P
o

re
lla

 n
a

v
ic

u
la

ri
s
 2

0
1

8
8

2
7

 K
R

U
Q

lw
-U

-R
a

d
u

la
 j
a

p
o

n
ic

a
 D

N
1

6
6

6
6

2

lw
-U

-R
a

d
u

la
 l
in

d
e

n
b

e
rg

ia
n

a
 2

0
8

4
7

8
1

 B
N

C
U

lw
-U

-F
ru

lla
n

ia
 o

ri
e

n
ta

lis
 D

N
1

7
7

3

lw
-U

-F
ru

lla
n

ia
 s

p
p

 2
0

1
2

1
0

3
 C

H
J
J

lw
-U

-F
ru

lla
n

ia
 s

p
 2

0
0

8
5

7
1

 T
G

K
W

lw
-U

-M
a

k
in

o
a

 c
ri
s
p

a
ta

 D
N

4
7

9
3

lw
-U

-P
a

lla
v
ic

in
ia

ly
e

lli
i 
2

0
1

4
7

8
9

 Y
F

G
P

lw
-U

-A
p

o
p

e
lli

a
 e

n
d

iv
iif

o
lia

 D
N

5
5

6
3

2

lw
-U

-M
e

tz
g

e
ri

a
 c

ra
s
s
ip

ili
s
 D

N
6

9
7

3
8

 6
1

6
8

4

lw
-U

-M
e

tz
g

e
ri

a
 l
e

p
to

n
e

u
ra

 D
N

1
0

3
9

2
0

lw
-U

-A
n

e
u

ra
 p

in
g

u
is

 D
N

1
4

3
9

4

lw
-U

-P
lic

a
n

th
u

s
 h

ir
te

llu
s
 D

N
3

6
6

1

lw
-U

-B
a

rb
ilo

p
h

o
z
ia

 b
a

rb
a

ta
 2

0
0

9
5

3
2

 O
F

T
V

lw
-U

-S
c
a

p
a

n
ia

 o
rn

it
h

o
p

o
d

io
id

e
s
 D

N
2

1
0

0
5

lw
-U

-S
c
a

p
a

n
ia

 g
ri

ff
it
h

ii 
D

N
5

3
7

lw
-U

-O
d

o
n

to
s
c
h

is
m

a
 p

ro
s
tr

a
tu

m
 2

0
0

8
9

8
1

 Y
B

Q
N

lw
-U

-O
d

o
n

to
s
c
h

is
m

a
 g

ro
s
s
e

v
e

rr
u

c
o

s
u

m
 D

N
2

3
6

4
1

lw
-U

-N
o
w

e
lli

a
 c

u
rv

if
o

lia
 D

N
3

0
8

9
7

 1
6

0
3

2

lw
-U

-L
e

p
id

o
z
ia

 t
ri
c
h

o
d

e
s
 D

N
7

9
9

lw
-U

-B
a

z
z
a

n
ia

 j
a

p
o

n
ic

a
 D

N
5

9
7

8

lw
-U

-P
la

g
io

c
h

ila
 s

u
b

tr
o

p
ic

a
 D

N
1
1

2
8

4
4

 4
0

4
2

lw
-U

-H
e

te
ro

s
c
y
p

h
u

s
 z

o
lli

n
g

e
ri

 D
N

1
1

6
5

lw
-U

-H
e

rb
e

rt
u

s
 r

a
m

o
s
u

s
 D

N
5

3
1

lw
-U

-H
e

rb
e

rt
u

s
 d

ic
ra

n
u

s
 D

N
1
1

8
6

lw
-U

-M
e

ta
c
a

ly
p

o
g

e
ia

 a
lt
e

rn
if
o

lia
 D

N
7

0
6

lw
-U

-S
c
a

p
a

n
ia

 g
ri

ff
it
h

ii 
D

N
2

3
0

9
8

lw
-U

-M
y
lia

 n
u

d
a

 D
N

1
0

0
9

8

lw
-U

-T
re

u
b

ia
 l
a

c
u

n
o

s
a

 D
N

1
1

2
3

4
7

lw
-V

-L
e

p
id

o
z
ia

 t
ri

c
h

o
d

e
s
 D

N
6

4
3

6

lw
-V

-L
e

p
id

o
z
ia

 s
a

n
d

v
ic

e
n

s
is

 D
N

2
0

2
5

lw
-V

-B
a

z
z
a

n
ia

 t
ri
lo

b
a

ta
 2

0
9

0
0

1
1

 W
Z

Y
K

lw
-V

-T
ri
c
h

o
c
o

le
a

 t
o

m
e

n
te

lla
 D

N
7

1
7

3
9

lw
-V

-S
c
a

p
a

n
ia

 o
rn

it
h

o
p

o
d

io
id

e
s
 D

N
7

8
3

lw
-V

-S
c
a

p
a

n
ia

 g
ri

ff
it
h

ii 
D

N
4

9
0

lw
-V

-P
lic

a
n

th
u

s
 h

ir
te

llu
s
 D

N
7

5
2

4

lw
-V

-S
c
a

p
a

n
ia

 n
e

m
o

ro
s
a

 2
0

1
1

7
7

1
 I
R

B
N

lw
-V

-L
e

p
id

o
z
ia

 s
a

n
d

v
ic

e
n

s
is

 D
N

3
0

2
7

5
9

 1
8

5
3

0
5

lw
-V

-S
c
a

p
a

n
ia

 g
ri

ff
it
h

ii 
D

N
3

9
3

1
3

lw
-V

-S
c
h

is
to

c
h

ila
 s

p
 2

0
2

1
0

3
6

 L
G

O
W

lw
-V

-R
a

d
u

la
 j
a

p
o

n
ic

a
 D

N
1

4
4

6
6

2

lw
-V

-R
a

d
u

la
 l
in

d
e

n
b

e
rg

ia
n

a
 2

0
0

8
3

7
5

 B
N

C
U

lw
-V

-P
o

re
lla

 n
a

v
ic

u
la

ri
s
 2

1
1

2
4

1
6

 K
R

U
Q

lw
-V

-F
ru

lla
n

ia
 s

p
p

 2
0

1
9

3
7

4
 C

H
J
J

lw
-V

-F
ru

lla
n

ia
 o

ri
e

n
ta

lis
 D

N
5

4
7

2

lw
-V

-T
re

u
b

ia
 l
a

c
u

n
o

s
a

 D
N

5
9

7
3

3
 1

4
3

6
1

9

lw
-V

-A
n

e
u

ra
 p

in
g

u
is

 D
N

1
5

4
1

9

lw
-V

-P
e

lli
a

 n
e

e
s
ia

n
a

 2
1
1
1

3
1

4
 2

1
0

2
6

8
0

 J
H

F
I

lw
-V

-P
e

lli
a

 n
e

e
s
ia

n
a

 2
1
1

2
3

8
1

 J
H

F
I

lw
-V

-A
p

o
p

e
lli

a
 e

n
d

iv
iif

o
lia

 D
N

2
2

1
3

3

lw
-V

-L
u

n
u

la
ri

a
 c

ru
c
ia

ta
 D

N
1

4
6

9

lw
-V

-M
 p

o
ly

m
o

rp
h

a
 p

o
ly

m
o

rp
h

a
 0

0
0

0
6

5
F

g
0

0
6

1
6

8
1

lw
-V

-M
a

rc
h

a
n

ti
a

 p
o

ly
m

o
rp

h
a

 M
p

V
g

0
0

3
5

0

lw
-V

-A
s
te

re
lla

 w
a

lli
c
h

ia
n

a
 D

N
5

4
5

3

lw
-V

-M
a

rc
h

a
n

ti
a

 e
m

a
rg

in
a

ta
 D

N
4

1
7

4
2

 2
1

2
5

4

m
s
-C

e
ra

to
d

o
n

 p
u

rp
u

re
u

s
 2

0
5

7
4

4
3

 F
F

P
D

m
s
-L

e
u

c
o

b
ry

u
m

 a
lb

id
u

m
 2

0
1

3
4

3
7

 V
M

X
J

m
s
-R

a
c
o

m
it
ri

u
m

 e
lo

n
g

a
tu

m
 2

0
7

6
5

7
0

 A
B

C
D

m
s
-R

a
c
o

m
it
ri

u
m

 v
a

ri
u

m
 2

0
1

2
2

6
3

 R
D

O
O

m
s
-D

ic
ra

n
u

m
 s

c
o

p
a

ri
u

m
 2

1
0

2
3

9
5

 N
G

T
D

m
s
-S

c
o

u
le

ri
a

 a
q

u
a

ti
c
a

 2
0

9
0

1
8

2
 B

P
S

G

m
s
-P

h
y
s
c
o

m
it
ri

u
m

 s
p

 2
0

8
0

9
5

9
 Y

E
P

O

m
s
-P

h
y
s
c
o

m
it
re

lla
 p

a
te

n
s
 P

p
3

c
1

2
 5

1
5

0
V

3

m
s
-R

o
s
u

la
b

ry
u

m
 c

f 
c
a

p
ill

a
re

 2
0

4
8

2
3

1

m
s
-F

o
n

ti
n

a
lis

 a
n

ti
p

y
re

ti
c
a

 2
0

7
3

0
0

9
 D

H
W

X

m
s
-P

la
g

io
m

n
iu

m
 i
n

s
ig

n
e

 2
0

8
0

8
0

1
 B

G
X

B

m
s
-H

e
d
w

ig
ia

 c
ili

a
ta

 2
0

0
1

3
3

4
 Y

W
N

F

m
s
-P

h
ilo

n
o

ti
s
 f
o

n
ta

n
a

 2
0

0
0

1
7

5
 O

R
K

S

m
s
-T

im
m

ia
 a

u
s
tr

ia
c
a

 2
0

0
0

1
6

7
 Z

Q
R

I

m
s
-E

n
c
a

ly
p

ta
 s

tr
e

p
to

c
a

rp
a

 2
0

0
8

9
4

6
 K

E
F

D

m
s
-D

ip
h

y
s
c
iu

m
 f
o

lio
s
u

m
 2

0
0

7
2

7
3

 A
W

O
I

m
s
-B

u
x
b

a
u

m
ia

 a
p

h
y
lla

 2
0

7
0

3
5

7
 H

R
W

G

m
s
-A

tr
ic

h
u

m
 a

n
g

u
s
ta

tu
m

 2
0

8
4

3
6

7
 Z

T
H

V

m
s
-A

n
d

re
a

e
a

 r
u

p
e

s
tr

is
 2

0
1

6
9

2
1

 W
O

G
B

m
s
-S

p
h

a
g

n
u

m
 f
a

lla
x
 0

0
0

5
s
0

2
1

7

m
s
-S

p
h

a
g

n
u

m
 f
a

lla
x
 0

0
2

1
s
0

0
4

0

m
s
-S

p
h

a
g

n
u

m
 f
a

lla
x
 0

0
2

6
s
0

1
8

0

m
s
-S

p
h

a
g

n
u

m
 f
a

lla
x
 0

0
3

8
s
0

0
8

3

h
w

-M
e

g
a

c
e

ro
s
 f
la

g
e

lla
ri
s
 2

0
5

3
3

3
2

 U
C

R
N

h
w

-N
o

th
o

c
e

ro
s
 a

e
n

ig
m

a
ti
c
u

s
 2

0
3

6
3

2
6

 D
X

O
U

h
w

-N
o

th
o

c
e

ro
s
 v

in
c
e

n
ti
a

n
u

s
 2

0
1

7
4

4
5

 T
C

B
C

h
w

-P
a

ra
p

h
y
m

a
to

c
e

ro
s
 h

a
lli

i 
2

0
5

7
7

8
3

 F
A

J
B

h
w

-P
h

a
e

o
c
e

ro
s
 c

a
ro

lin
ia

n
u

s
 2

0
0

5
9

6
9

 W
C

Z
B

h
w

-P
h

a
e

o
c
e

ro
s
 c

a
ro

lin
ia

n
u

s
 2

0
0

7
2

6
7

 R
X

R
Q

h
w

-A
n

th
o

c
e

ro
s
 a

n
g

u
s
tu

s
 A

A
N

G
0

0
2

6
6

6

h
w

-P
h

a
e

o
c
e

ro
s
 c

a
ro

lin
ia

n
u

s
 2

0
1

6
0

2
0

 R
X

R
Q

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
S
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
L
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
S
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
L
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
N
L
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
T
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
N
L
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
T
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
I
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
N
L
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
T
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
N
Q
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
T
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
N
Q
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
T
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
N
Q
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
T
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
T
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
L
Y
P
L
P
S
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
D
I
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
L
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
D
V
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
C
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
L
S
L
H
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
K
L
E
G
V
D
I
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
S
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
L
S
L
H
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
K
L
E
G
V
D
V
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
I
I
S
M
H
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
I
S
Y
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
F
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
V
L
E
G
V
N
I
S
H
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
I
C
H
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
F
E
K
L
V
S
E
G
M
S
I
N
Q
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
T
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
V
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
L
E
G
V
N
I
N
V
P
I
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
A
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
I
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
R
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
I
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

V
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
K
W
G
S
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
I
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
P
G
R
K
M
S
A
G
A
F
G
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
G
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
M
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
M
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
A
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
T
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
N
V
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
M
K
P
T
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
E
N
R
K
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
I
T
L
S
M
Y
P
L
P
T
K
G
T
A
R
S
A
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
G
K
L
I
F
E
G
V
N
V
G
E
A
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
F
V
T
R
K

I
P
H
C
T
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
I
K
A
A
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
S
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
S
A
F
E
K
L
L
E
K
L
V
T
E
G
V
N
V
N
C
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
-
-
-
-
-
-
K
Q
P
K
H
E
L
G
G
D
N
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
R
N
P
S
K
G
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
S
G
A
F
E
K
L
L
D
K
L
C
T
E
G
V
N
V
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

S
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
M
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
R
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
I
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
A
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
T
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
H
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
S
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

V
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
I
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
S
V
N
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
Q
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
Q
K
L
S
E
K
L
T
L
E
G
V
N
S
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

C
o
n
s
e
n
s
u
s
 
(
5
0
%
)
I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
-
-
E
G
V
N
V
-
-
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

6
0

7
0

8
0

9
0

T
r
e
e
 s

c
a
le

: 
0
.1

V
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
I
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
S
V
N
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
Q
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
Q
K
L
S
E
K
L
T
L
E
G
V
N
S
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
S
V
N
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
Q
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
Q
K
L
S
E
K
L
T
L
E
G
V
N
S
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

V
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
I
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
S
V
N
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
Q
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
Q
K
L
S
E
K
L
T
L
E
G
V
N
S
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

V
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
I
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
S
V
N
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
Q
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
Q
K
L
S
E
K
L
T
L
E
G
V
N
S
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
F
E
G
V
S
V
T
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
S
V
I
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
Q
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
Q
K
L
S
E
K
L
T
L
E
G
V
N
S
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

V
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
I
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
H
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
S
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

S
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
M
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
R
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
I
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
A
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
T
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
T
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
N
V
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
M
K
P
T
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
T
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
I
K
A
A
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
S
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
S
A
F
E
K
L
L
E
K
L
V
T
E
G
V
N
V
N
C
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
T
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
N
V
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
M
K
P
T
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
T
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
I
K
A
A
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
S
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
S
A
F
E
K
L
L
E
K
L
V
T
E
G
V
N
V
N
C
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
-
-
-
-
-
-
K
Q
P
K
H
E
L
G
G
D
N
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
R
N
P
S
K
G
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
S
G
A
F
E
K
L
L
D
K
L
C
T
E
G
V
N
V
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
H
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
S
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
M
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
T
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
L
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
C
V
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
M
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
T
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
N
V
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
M
K
P
T
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
E
N
R
K
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
I
T
L
S
M
Y
P
L
P
T
K
G
T
A
R
S
A
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
G
K
L
I
F
E
G
V
N
V
G
E
A
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
F
V
T
R
K

I
P
H
C
T
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
I
K
A
A
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
S
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
S
A
F
E
K
L
L
E
K
L
V
T
E
G
V
N
V
N
C
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
-
-
-
-
-
-
K
Q
P
K
H
E
L
G
G
D
N
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
R
N
P
S
K
G
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
S
G
A
F
E
K
L
L
D
K
L
C
T
E
G
V
N
V
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

S
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
M
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
R
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
I
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
A
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
T
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
H
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
S
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

S
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
M
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
R
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
I
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
A
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
T
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
H
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
S
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

S
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
K
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
N
S
E
G
I
N
V
N
S
P
M
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
R
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
I
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
A
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
T
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
F
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
K
T
L
G
S
K
G
V
N
I
N
Q
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
-
-
-
-
-
-
K
Q
P
K
H
E
L
G
G
D
N
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
R
N
P
S
K
G
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
S
G
A
F
E
K
L
L
D
K
L
C
T
E
G
V
N
V
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

V
P
Y
C
S
C
T
G
L
N
Q
Q
C
Y
K
W
G
S
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
I
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
P
G
R
K
M
S
A
G
A
F
G
K
L
L
E
K
L
V
S
E
G
V
N
I
N
L
P
V
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
T
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
N
V
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
L
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
V
S
M
Y
P
L
P
M
K
P
T
K
R
R
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
E
N
R
K
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
I
T
L
S
M
Y
P
L
P
T
K
G
T
A
R
S
A
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
G
K
L
I
F
E
G
V
N
V
G
E
A
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
F
V
T
R
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
E
N
R
K
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
I
T
L
S
M
Y
P
L
P
T
K
G
T
A
R
S
A
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
G
K
L
I
F
E
G
V
N
V
G
E
A
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
F
V
T
R
K

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
S
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
G
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
T
N
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
L
I
S
V
F
P
L
P
L
N
P
K
K
R
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
D
K
L
L
E
K
L
V
L
E
G
V
N
I
N
V
P
I
D
L
R
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
M
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
D
A
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
K
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
T
S
V
T
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
-
-
-
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
F
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
M
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
S
V
K
V
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
V
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
I
E
K
L
S
M
K
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
L
E
G
V
N
I
R
Y
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

V
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
I
F
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
F
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
T
S
E
G
V
N
V
K
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
S
V
N
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
M
E
K
L
S
L
E
G
V
N
V
R
C
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
N
Q
P
C
Y
K
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
S
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
V
E
K
L
T
L
E
G
V
N
V
K
S
P
I
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
G
S
E
G
I
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
R
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
T
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
I
N
A
S
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
H
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
S
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
S
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
L
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
Y
C
S
C
T
G
V
T
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
A
C
C
T
T
S
M
S
Q
Y
P
L
P
M
N
P
K
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
L
E
G
V
N
I
N
Y
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
T
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
A
S
E
G
V
N
V
N
Y
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
N
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
T
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
G
A
F
E
K
L
L
E
K
L
S
S
E
G
V
N
V
N
H
P
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

I
P
H
C
S
C
T
G
V
K
Q
Q
C
Y
R
W
G
T
G
G
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
M
N
P
S
K
R
G
S
R
L
A
G
R
K
M
S
A
S
A
F
E
K
L
L
E
K
L
V
T
E
G
V
N
V
N
C
P
V
D
L
K
E
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
R

-
-
-
-
-
-
-
-
-
K
Q
P
K
H
E
L
G
G
D
N
W
Q
S
S
C
C
T
T
M
I
S
M
Y
P
L
P
R
N
P
S
K
G
G
S
R
V
A
G
R
K
M
S
S
G
A
F
E
K
L
L
D
K
L
C
T
E
G
V
N
V
S
Y
S
V
D
L
K
D
H
W
A
K
H
G
T
N
R
Y
V
T
L
K

(2
7
0
)

(2
8
1
)

(3
1
1
)

(3
3
5
)
(3
4
2
)

岩崎 美雪
タイプライターテキスト
35



36 

 

図2-6 コケ植物のC末端領域で作製された系統樹とアラインメント(次ページ) 

図2-5Bで示した系統樹と、作成に使用したコケ植物のBPCのC末端領域のアラインメント
を並べた。ツノゴケ類は深緑、蘚類は⻩緑、苔類のBPCV型は⻘、苔類のBPCU型の配列名
は桃色で示している。丸印はそれぞれ祖先型配列を推定した節を表している。アラインメ
ント中の網掛けは、BPCVに特異的なアミノ酸を⻘で示し、BPCUに特異的なアミノ酸を赤
で網掛けしている。さらに、MAEditor (https://www.bioinformatics.nl/~berndb/aacolour.html)を
参考に、BPCVの残基に類似した性質を持つアミノ酸であると推測される281番目のR、311

番目のSを水色で網掛けした。同様に、BPCUの残基に類似した性質を持つアミノ酸である
と推測される335番目のS、342番目のKを桃色で網掛けした。これらのアミノ酸残基の番号
は便宜的に、対応するBPUのアミノ酸残基の番号で記述した。 
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コケ植物の祖先型BPCのC末端配列はゼニゴケにおいて不完全な雌性化機能を持つ 

BPCUの雌性化機能に重要なアミノ酸残基を特定するために、BPCV遺伝子の配列を改
変してアミノ酸置換実験をおこなった。祖先型アミノ酸推定の結果に基づき、BPCV型
の4つの特異的なアミノ酸を祖先型アミノ酸に置換したBPC(C-anc)株を作出した。コケ
植物の祖先型のC末端領域を有するBPC(C-anc)株は、造精器と造卵器の混在した雌雄混
合の生殖器を形成した (図2-7A,B)。この結果から、導入された4残基の祖先型アミノ酸
は不完全ながらも雌性化機能を持つことが分かった。BPCUに特有な8つのアミノ酸残
基全てを持っているBPCV(8F+)株は造卵器のみを持つ雌の生殖器官を形成した (図2-

7A,B)。BPCV(4F+)株は、入手したBPCU型のBPC配列のうちTreubia lacunosa以外の全
ての配列で完全に保存されている4つの残基が導入されており (図2-7A)、ほとんどの
BPCV(4F+)株が雌の生殖器官を形成した (図2-7B)。これらの結果からBPCU型に特異的
な残基が雌性化に大きく寄与していることが示唆された。 

 アミノ酸置換した植物体においても表現型とSUF/FGMYBの発現量が相関するのかを
調べるため、SUF/FGMYBの発現定量を行った (図2-8A,B)。bpcU[U]をBPCVゲノム断片
で相補した株(gBPCV/bpcU[U])ではSUFは野生型雄株の約7割程度発現しており、
FGMYBも野生型雄と同程度検出された (図2-8A,B)。この結果はgBPCV/bpcU[U]が雄の
生殖器官を形成することと一致している (図2-7B)。造精器と造卵器の混在した生殖器
官を形成していたBPC(C-anc)株では、野生型雄株やgBPCV/bpcU[U]と比較してSUFは発
現量が低く、FGMYBの発現量は高い傾向を示していた (図2-7B、図2-8A,B)。一方で、
造卵器のみの雌の生殖器官を形成したBPCV(8F+)株とBPCV(4F+)株ではSUFの発現量は
かなり低く、FGMYBの発現量も野生型雌株の7割程度に回復していた (図2-7B、図2-

8A,B)。さらに、SUFとFGMYBの量的関係を包括的に調べるため、log2(FGMYB/SUF)を
計算した。アミノ酸置換植物体においても、雄の生殖器官を形成した野生型雄株およ
びgBPCV/bpcU[U]のlog2(FGMYB/SUF)は負の値を示した (図2-8C)。造卵器と造精器が混
在していたBPC(C-anc)株も、野生型雄株やgBPCV/bpcU[U]より0に近い負の値を示した
(図2-8C)。一方で、雌の生殖器官を形成したBPCV(8F+)株とBPCV(4F+)株では野生型雌
株よりも値は小さいながらも正の値を示した (図2-8C)。また、SUFおよびFGMYBの定
量においてもlog2(FGMYB/SUF)の計算結果においてもBPCV(4F+)株よりもBPCV(8F+)

株の方が野生型雌株に近い値を示しており、保存性が比較的低かった4残基もSUFの抑
制による雌性化において補助的な役割を担っている可能性が考えられた。これらの結
果からアミノ酸置換した植物体における性表現とSUF/FGMYBの発現は相関しているこ
とが分かった。従って導入された4残基の祖先型アミノ酸はSUFの発現抑制に関与して
おり、BPCU型の8つのアミノ酸残基も強いSUFの発現を抑制する能力を有しているこ
とが分かった。 

アミノ酸置換植物の生殖器官の表現型とSUF/FGMYBの定量結果から、BPCUとBPCVが
分岐する以前の祖先型BPCのC末端領域にSUFの抑制を介した雌性化能力が認められる
一方で、BPCU型に特異的なアミノ酸残基にもSUFの抑制を介した強い雌性化能力があ
ることが明らかとなった。この結果は、BPCUとBPCVに分岐する前の苔類の祖先植物
のBPCの雌性分化機能を示唆している可能性がある。つまり、祖先型BPCからC末端領
域の4残基の変化を経たことでBPCVは雌性化能力を喪失した一方で、BPCUは先祖型
のBPCから進化後も雌性化機能を保持していた、もしくは雌性化能力をさらに強化し
たことが予測された。  
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図2-7 アミノ酸置換植物体の表現型 

A アミノ酸置換した植物体で翻訳されると考えられるBPCタンパク質 

左にアミノ酸置換した植物体で翻訳されると考えられるBPCタンパク質の模式図をボック
スで示す。ボックス中の縦線はアラニンジッパードメインを、ドットはBPCドメインの領
域を示し、斜線はNLSの可能性がある領域を示す。BPCドメイン領域の赤色と桃色、⻘色
の縦線はそれぞれBPCU特異的アミノ酸、BPCV特異的アミノ酸を示す。右に雌性化に特に
重要なC末端領域中でBPCUとBPCV間で差のある12残基のアミノ酸残基のみ抽出した配列
を示す。 

B アミノ酸置換した植物体の生殖器官の表現型 

FR補光した恒常白色光下で観察した生殖器托 (左) と造精器/造卵器 (右)。それぞれ代表的な
表現型を示す個体の写真を示す。括弧内の数字は独立に取得した形質転換体のうち写真と
同じ性別を示した個体数の割合を示す。スケールバーは左1 mm、右50 μm。 
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図2-8 アミノ酸置換植物体におけるSUF/FGMYBの発現 

A 生殖器官におけるSUFの発現量 

野生型雄株における発現量を1とした時のアミノ酸置換植物体におけるSUFの相対発現量を
示す。EF1を内部標準として用いた。バーは±SEを示す。上部の記号はTukey-Kramer検定
において P < 0.05で有意差のあるグループを示す。N=3 
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B 生殖器官におけるFGMYBの発現量 

野生型雌株における発現量を1とした時のアミノ酸置換植物体におけるFGMYBの相対発現
量を示す。EF1を内部標準として用いた。バーは±SEを示す。上部の記号はTukey-Kramer
検定において P < 0.05で有意差のあるグループを示す。N=3 

C 生殖器官におけるSUF/FGMYBの発現の量的関係性 

AおよびBで示した定量に用いたデータから、SUFの発現量に対するFGMYBの発現量の比
をlog2(FGMYB/SUF)として算出した。棒グラフの塗分けは、雌の生殖器官を形成した株に
ついては桃色、雄の生殖器官を形成した株については水色、造精器・造卵器の混合した株
については紫色で示している。上部の記号はTukey-Kramer検定においてP < 0.05で有意差の
あるグループを示す。 
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考察 
ゼニゴケの性決定因子の進化 

本研究では、BPCUとBPCVのアミノ酸配列を詳細に比較してコケ植物の祖先型BPC配
列を推定することで、苔類ゼニゴケにおいてどのように性決定因子BPCUが進化したの
かを推測した。まず、ドメインスワッピング実験によってBPCUのC末端領域が雌性化
に重要であることが明らかになった (図2-3)。このうち高度に保存されたBPCドメイン
中の12残基が特に雌性化に重要であることが示唆された (図2-3、図2-5A上段)。祖先型
アミノ酸残基の推定によって、BPCUとBPCVの機能差を生み出すC末端領域では祖先
型BPCからゼニゴケのBPCUへ進化する過程で8残基のアミノ酸置換が起こった一方
で、BPCVへの進化の過程で4残基のアミノ酸置換が起こったと考えられた (図2-5)。ア
ミノ酸置換実験では、このC末端領域を祖先型に置換したBPCVは現在の苔類ゼニゴケ
において不十分な雌性化機能を獲得した一方で、BPCUに特異的な残基への置換によっ
てゼニゴケは雌の生殖器官を形成した (図2-7)。この結果から、BPCUとBPCVに分岐す
る以前の祖先型BPCは雌性分化機能を持っていた可能性が考えられ、BPCVは祖先型
BPCから雌性化機能を失う進化を辿った一方で、BPCUは祖先型BPCからの進化を経て
も雌性化機能を保持もしくは強化していると考えられた。苔類の祖先植物が性決定遺
伝子を獲得するために、BPCVが雌性分化機能を喪失したことが重要であるという仮説
が立てられる。そして、ゼニゴケは雌個体のBPC (BPCU)と雄個体のBPC (BPCV)を使い
分けており、得られた苔類のBPCは全てBPCU型もしくはBPCV型に分類される (図1-

7、図2-5B、図2-6)。BPCUとBPCVの分岐が性決定遺伝子を成立させると同時に、苔類
の分岐を促進した可能性は十分にあると考えられる。 

本研究における苔類ゼニゴケのように、被子植物においても対立遺伝子の片方が機能
を喪失することで性決定因子が進化した例は報告されている。アスパラガスでは、Y

染色体上にSOFFとTDF1という2つの性決定因子が存在しており、SOFFが雌性分化を
抑制し、TDF1が雄性分化を促進する (Harkess et al., 2017、Murase et al., 2017)。このう
ち、TDF1と相同な配列がX染色体上に存在しており、TDF1の対立遺伝子座の痕跡であ
ると考えられている (Murase et al., 2017)。したがって、X染色体上のTDF1が失われた
ことでY染色体上のTDF1が性決定因子になったと考えられる。同様の例は動物におい
ても知られている。フグTakifugu rubripesではY染色体上のAmhr2によって性が決定され
るが、Y染色体上のAmhr2とX染色体上のAmhr2は一塩基のみ異なっている (Kamiya et 

al., 2012)。Y型Amhr2に比べてX型Amhr2のシグナル伝達活性は有意に低いことが確認
されており (Kamiya et al., 2012)、X染色体上のAmhr2の機能の喪失がフグにおける性決
定因子を誕生させたことを示唆している。このように、対立遺伝子の片方の機能喪失
は性決定因子進化の主なパターンのひとつであると考えられる。 
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BPCUとBPCVの配列の違いはどのようにBPCUとBPCVの機能差を生み出すか 

本研究においてBPCUのC末端領域が雌性化に重要であることが明らかにされたが、そ
れが転写因子であるBPCUおよびBPCVのDNA結合能に影響を及ぼすのか、他の因子と
の相互作用に影響を与えるのかは明らかになっていない。雌性化に重要な残基は高度
に保存されたC末端領域のBPCドメインに集中しており、BPCドメインの存在するC末
端領域はDNA結合に関与していると考えられている (Meister et al., 2004)。BPCUと
BPCVの雌性化機能の差がDNA結合能力の違いに由来していることを確認するには、
BPCVが実際にBPCUの雌性化における標的部位に結合しないことを示す必要がある。 

結語 
本研究の第一章では、ゼニゴケの性決定遺伝子FeminizerがBPCUであることが明らか
になった。BPCUは常染色体上の雌雄分化モジュールであるSUF/FGMYBを介して雌性
化していた。U染色体上のBPCUには性染色体間ホモログとしてV染色体上にBPCVが存
在しており、2つのBPCは共通して有性生殖誘導に関与していた。第二章では、共通な
機能を持ちながら一方のみが性決定機能を有するBPCUとBPCVの雌性化機能の差を生
み出す重要なアミノ酸残基がC末端領域のBPCドメイン中に存在することが示された。
祖先型アミノ酸残基の推定とアミノ酸置換実験により、BPCUとBPCVの分岐する以前
の祖先型BPCは雌性分化機能を有していた可能性が考えられ、BPCVが雌性分化機能を
失ったことがBPCUの性決定因子としての進化に重要であったという仮説が立てられ
た。このような対立遺伝子の片方が機能を喪失することで性決定因子が進化した例は
二倍体である植物・動物においても報告されているが、遺伝子重複の少ない半数体の
ゼニゴケにおいてはBPCVが雌性分化機能を失っても、有性生殖誘導を含む種の保存に
重要な機能で代わりを果たす遺伝子が存在しなかったために、BPCVは失われなかった
と考えられる。苔類ゼニゴケはこのようにして、機能的な性染色体間ホモログBPCVを
持つ、種の保存に重要な機能と性決定機能の両方に機能するBPCUというユニークな性
決定遺伝子を獲得したのだろう。 
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材料と方法 
用いた植物体と生育条件 
苔類ゼニゴケMarchantia polymolpha L.の野生型雄株としてTakaragaike-1 (Tak-1)、野生型
雌株としてTakaragaike-2 (Tak-2)、BC3-38を用いた。BC3-38はTak-1とTak-2を交配させ
て得られたF1胞子から生育した雌株をTak-1と3回戻し交配することで得られた。ま
た、UV両方の性染色体を持つ野生型株としてBC4-2およびBC4-19を用いた。これらの
株はTak-1とTak-2を交配させて得られたF1胞子から生育した雌株をTak-1と4回戻し交配
することで得られた。ゼニゴケの生育にはGamborg’sB5培地 (Gamborg et al., 1968)を2倍
希釈し1％ (w/v) Agarを加えた寒天培地 (1/2 B5培地)を使用し、必要に応じてsucroseは
1％ (w/v)、hygromycinは終濃度10 mg/L、chlorsulfuronは終濃度0.5 μMとなるように添加
した。培養は22 ℃恒常白色光下 (50~60 μmol photons m-2 s-1)で生育させた。 

生殖器托誘導 
生殖器官の観察は恒常白色条件にFR補光 (40~50 μmol m-2 s-1)して生殖器官を誘導した。
生殖器官の誘導に要した⽇数はFR補光開始後から生殖器托が葉状体の先端に肉眼で観
察できるまでの⽇数を計測した。BNB-GR/bpcU[U]およびBNB-GR/bpcV[V]の生殖器托
の誘導はDEX 1 μM含有1/2 B5培地を用いて恒常白色条件下で生殖器托を誘導した。 

ゼニゴケの形質転換および形質転換体の作出 
bpcU-101[UV]およびbpcU-102[UV]の作出は Ishizaki et al., 2008 に従いF1胞子を用いて
作出した。bpcU-3[U]およびbpcV-1[V]、bpcV-2[V]、bpcV-3[V]はBC3-38およびTak-1の葉
状体を用いて作出した。bpcU-1[U]、bpcU-2[U]はTak-2の葉状体を用いて末次博士によ
り作出された。G1世代の植物組織を用いてジェノタイピングがおこなわれ、シークエ
ンシングで変異の確認がおこなわれた。gBPCU[V]はTak-1の葉状体を用いて作出し
た。gBPCU/bpcU[U]、gBPCV/bpcU[U]、ドメインスワッピングおよびアミノ酸置換実
験で作出された植物体はbpcU-1[U]の葉状体を用いて作出した。これらの葉状体を用い
た形質転換は Kubota et al., 2013 に従って行われた。G1世代の植物組織を用いてジェ
ノタイピングがおこなわれた。BNB-GR/bpcU[U]およびBNB-GR/bpcV[V]は35Spro:BNB-

GRベクター (デスティネーションベクターpMpGWB314、山岡博士作製)をbpcU-3[U]お
よびbpcV-1[V]の葉状体断片に形質転換した。 

形質転換体のジェノタイピングおよび雌雄判定 
ゲノムDNAは約3 ㎜四方に切断したゼニゴケ葉状体を100 μlのBuffer A(100 mM Tris-HCl 

pH 9.5、1 M KCl、10 mM EDTA)で破砕して抽出された。得られたゲノム抽出液を鋳型
としてKOD FX NeOまたはKOD One Master Mix (東洋紡)を使用しPCRで増幅した。用い
たプライマーセットは補足表3に示す。 

bpc変異体作出のためのプラスミド作製 
bpcU-101[UV]およびbpcU-102[UV]、 bpcU-3[U]、bpcV-1[V]、bpcV-2[V]、bpcV-3[V]の
作出のため、Sugano et al., 2018 に従って補足表4に示すオリゴDNAをpMpGE_En03に
クローニングし、pMpGE010とLR反応し(Thermo Fisher Scientific)ベクターを作製し
た。bpcU-1[U]、bpcU-2[U]の作出のため、補足表4に示すオリゴDNAがpMpGE_En04、
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pBC-GE12、pBC-GE23、pBC-GE34にクローニングされ、4つのgRNAを含むエントリー
ベクターとして結合された後、pMpGE017とLR反応し (Thermo Fisher Scientific)ベクタ
ーが作製された。 

BPCUおよびBPCV発現プラスミド作製 
補足表5に示すプライマーセットを用いて、BPCUのゲノム断片 (コーディング領域の
上流約2 kbpから下流3 kbp)とBPCVのゲノム断片 (コーディング領域の上流約2 kbpから
下流2.6 kbp)をTak-2およびTak-1のゲノム抽出液を鋳型としてKOD FX NeO(東洋紡)で増
幅し、pENTR/D-TOPO(ThermoFisher)にクローニングした。できたエントリーベクタ
ー (BPCU-gene-pENTRdTOPO、BPCV-gene-pENTRdTOPO)をpMpGWB101、
pMpGWB301(Ishizaki et al., 2015)とLR反応させ (Thermo Fisher Scientific)、BCU-gene-

pMpGWB101、BPCU-gene-pMpGWB301、BPCV-gene-pMpGWB301を作製した。 

ドメインスワッピング・アミノ酸置換植物体作出のためのプラスミド作製 
ドメインスワッピング実験のため、補足表5に示すプライマーセットを用いて、BPCU-

gene-pENTRdTOPOおよびBPCV-gene-pENTRdTOPOを鋳型としてBPCUおよびBPCV断
片をKOD One PCR Master Mix (東洋紡)で増幅した。これらの断片を、SLiCE(Motohashi, 

2015)を用いて結合させてエントリーベクター (BPCUpro:BPCV-pENTRdTOPO、
BPCU(238)V-pENTRdTOPO、BPCV(238)U-pENTRdTOPO、BPCU(272)V-

pENTRdTOPO、BPCV(272)U-pENTRdTOPO)を作製した。アミノ酸置換実験のため、補
足表5に示すプライマーセットを用いて、BPCV-gene-pENTRdTOPOを鋳型とし変異の
入ったBPCV断片をKOD One PCR Master Mix (東洋紡)で増幅した。また、補足表5に示
すオリゴをアニーリングして変異の入ったBPCV断片とした。これらの断片を、SLiCE 

(Motohashi, 2015)を用いて結合させてエントリーベクター (BPC(C-anc)-pENTRdTOPO、
BPCV(4F+)-pENTRdTOPO)を作製した。BPCV(8F+)-pENTRdTOPOについては、
BPCV(4F+)-pENTRdTOPOを鋳型として同様の手順で作製した。これらのエントリーベ
クターをGateway LR clonase II Enzyme mix (Thermo Fisher Scientific)を使用して
pMpGWB301とLR反応させ、BPCUpro:BPCV-pMpGWB301、BPCU(238)V-

pMpGWB301、BPCV(238)U-pMpGWB301、BPCU(272)V-pMpGWB301、BPCV(272)U-

pMpGWB301、BPC(C-anc)-pMpGWB301、BPCV(8F+)-pMpGWB301、BPCV(4F+)-

MpGWB301を作製した。 

生殖器官および造精器・造卵器の観察 
生殖器官は成熟したものを採取し、寒天培地にさして顕微鏡 (SZX16)を用いて撮影し
た。造卵器および造精器はスライドガラス上で生殖器官から針で掻き出し、顕微鏡
Axiophot (ZEISS)を用いて撮影した。 

RNA抽出及び逆転写反応 
植物体は恒常白色条件下10⽇目の葉状体またはstage1-2 (Higo et al., 2016)の未成熟な生
殖器官 (生殖器托)を用いた。RNAはTRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific)を用いて付
属のプロトコルに従って抽出し、RQ1 RNase-Free DNase (Promega)で37 ℃15分処理し
た。得られたRNAの1 μg相当を95 ℃で5分間処理し、ReverTra Ace(東洋紡)、
oligo(dT)20プライマーを用いて付属プロトコルに従い逆転写反応を行った。得られた
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cDNA溶液は10倍希釈してRT-PCRおよびqRT-PCRに用いた。 

RT-PCR・qRT-PCR 
qRT-PCRはCFX96 real-time PCR detection system (Bio-Rad Laboratories)を使用し、SYBR 

Green I Nucleic Acid Gel Stain (Lonza)で二本鎖DNAの合成を検知した。EF1 (Mp3g23400)

を用いて標準化し解析を行った。用いたプライマーセットは補足表6に示す。PCR反応
は2ステップサイクル ; 95℃ 30 sec, (95℃ 5 sec, 60℃ 30 sec) × 40サイクル で行った。 

RT-PCRはKOD One PCR Master Mix(東洋紡)を用いた。PRM (Mp3g14390)とLC7 

(Mp6g01560)は3ステップサイクル ; 94℃ 2 min, (98℃ 10 sec, 58℃ 5 sec, 68℃ 1 sec) × 37

サイクルで行われた。同様にMp5g13880およびMp7g0282は35サイクル、 EF1 

(Mp3g23400)は31サイクルで行われた。用いたプライマーセットは補足表6に示す。 

祖先型配列推測のためのアラインメント及び系統解析、祖先型配列の推測 
図1-7で使用したコケ植物のBPC配列を翻訳し、MUSCLE programでアラインメントを
作製し手動で整形した後、C末端領域のBPCドメイン領域を抽出した。この配列を用い
て川村氏によりAICc criteria modeltest-ng version 0.1.7でK80+I+G4モデルが推定され、
raxml-ng version 1.1.0を用いて1000回のブートストラップでコケ植物のBPCドメインの
系統樹が作製された。系統樹およびアミノ酸のアラインメントはITolを用いて可視化さ
れた。コケ植物の各グループの祖先型BPCのC末端配列は川村氏によりraxml-ng version 

1.1.0を用いて--ancestral functionで推測された。これにより推測された祖先型配列は
logomakerによって可視化された。 

保存性の確認のためのアラインメント及びロゴの作製 

図1-7で使用したコケ植物のBPC配列を翻訳し、MUSCLE programでアラインメントを
作製し手動で整形したものから、BPCU型・BPCV型・蘚類とツノゴケ類の3グループ
ごとにC末端領域のBPCドメイン領域を抽出した。それぞれのアラインメントから
WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) を用いて保存性を可視化した。 
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補足表 

補足表1 Feminizer候補遺伝子として考えた栄養成⻑段階で発現している遺伝子 

遺伝子 機能 遺伝子 機能 

Mapoly0017s0001 核輸送受容体 Mapoly0018s0001 HSF転写因子 

Mapoly0017s0003 
RNA結合タンパク質
(musashi) 

Mapoly0018s0002 ホスファターゼ 

Mapoly0017s0004 スプライシング因子 Mapoly0018s0004 RNA結合タンパク質 

Mapoly0017s0006 
リボソームS6キナー
ゼ 

Mapoly0018s0006 機能不明 

Mapoly0017s0008 機能不明 Mapoly0018s0007 スプライシング因子 

Mapoly0017s0009 ZIM転写因子 Mapoly0018s0008 Gタンパク質 

Mapoly0017s0011 機能不明 Mapoly0018s0010 機能不明 

Mapoly0017s0012 膜タンパク質 Mapoly0018s0011 BPC転写因子 

Mapoly0017s0014 機能不明 Mapoly0018s0014 機能不明 

Mapoly0017s0015 機能不明 Mapoly0018s0015 機能不明 

Mapoly0017s0019 
カルモジュリン結合
様タンパク 

Mapoly0018s0016 加水分解酵素 

Mapoly0017s0020 RNA結合タンパク質 Mapoly0018s0017 
カルモジュリン結合
様タンパク 

Mapoly0017s0021 プロテインキナーゼ Mapoly0018s0018 DNA結合タンパク 

Mapoly0017s0022 機能不明 Mapoly0018s0020 機能不明 

Mapoly0017s0023 膜タンパク質 Mapoly0018s0021 CC4-NOTタンパク質 

Mapoly0017s0024 ホスファターゼ Mapoly0018s0023 メディエーター 

Mapoly0017s0026 
GYFドメインを持つ
タンパク質 

Mapoly0018s0025 カチオン輸送体 

Mapoly0017s0028 プロテインキナーゼ   

Bowman et al., 2017 の解析において葉状体で発現していることが明らかにされていた
U染色体上の遺伝子をリストアップし、Blast検索で遺伝子の機能を予測した。  
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補足表2 Feminizer候補遺伝子として変異体作出を試みた遺伝子と変異体の表現型 
 候補遺伝子 V性染色体ホモログ 機能 変異体数 表現型 

Mapoly0017s0009 MapolyY_B0021 ZIM転写因子 2 メス 

Mapoly0018s0001 MapolyY_B0005 HSF転写因子 2 メス 

Mapoly0018s0011 
(BPCU)  

MapolyY_B0017 
(BPCV)  

BPC転写因子 2 オス 

Mapoly0017s0003 MapolyY_A0025 
RNA結合タンパク質 

(musashi)  
2 メス 

Mapoly0017s0004 MapolyY_A0024 
スプライシング因子 

(RRMドメイン)  
なし No Data 

Mapoly0017s0020 MapolyY_B0025 RNA結合タンパク質 1 メス 

Mapoly0018s0004 - 
RNA結合タンパク質 

(RRMドメイン)  
2 メス 

Mapoly0018s0021 MapolyY_A0004 
RNA結合タンパク質 

(RINGドメイン)  
1 メス 

Mapoly0018s0007 - 
スプライシング因子
(cwfドメイン)  

1 メス 

Mapoly0018s0023 MapolyY_A0045 
メディエーター 

(Med12)  
なし No Data 

Feminizer候補遺伝子として胞子を用いて変異体作出を試みた遺伝子をまとめた。表現
型の列にFR補光し生殖器官を誘導して確認できた性別を示した。 
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補足表3 ジェノタイピングおよび雌雄判定に用いたプライマーセット 
変異の確認に用いたプライマーセット   

変異体名 プライマー名 配列(5'→3') 
bpcU-1[U]、bpcU-2[U] X18-11 LD seqF CATGGGTTCAGTCGTCAAGC 

  X18-11 LD seqR ATCTATCTCAACGCGTACTAATGTCATC 

bpcU-101[UV]、bpcU-102[UV]、 X18-11.1 gRNA seqF CGTGACCAGCAAGACACTTC 

bpcU-3[U] X18-11.1 gRNA seqR CCTTCGAGAGTGAGTTTCTCCAC 

bpcV-1[V]、bpcV-2[V] YB-17.1 gRNA seqF CTTGAAATAGCAATGACTGACCG 

 YB-17.1 gRNA seqR GATCGACAGGATAGTTCACGTTG 

bpcV-3[V] YB-17.2 gRNA seq2F CAGTCGGTACAACGGATTGAC 

  YB-17.2 gRNA seq2R TCCCATCCACACAGCTACAAC 

雌雄判定に用いたプライマーセット   

プライマー名 配列(5'→3')   
rbm27-F ACTTTTGCAACAGCGACTTC 

rbm27-R GCCTGCAATATAGCCTTCAA 

rhf73-F GAACCCGAAACTCAGGTTTT 

rhf73-R ATAACAGCCAAACGGATCAA 

   

   

補足表4 変異体作製に使用したオリゴ  

変異体名 オリゴ名 配列(5'→3') 
bpcU-1[U]、bpcU-2[U] X18-11.LDs1 gRNA F CTCGGATAGATGTAGTCTCTCACA 

 X18-11.LDs1 gRNA R AAACTGTGAGAGACTACATCTATC 

 X18-11.LDs2 gRNA F CTCGACAACATTGGATGTGACGGC 

 X18-11.LDs2 gRNA R AAACGCCGTCACATCCAATGTTGT 

 X18-11.LD3 gRNA F CTCGTATCAACACTAACCACAA 

 X18-11.LD3 gRNA R AAACTTGTGGTTAGTGTTGATA 

 X18-11.LD4 gRNA F CTCGTACCTGTAGGATTAGAGT 
 X18-11.LD4 gRNA R AAACACTCTAATCCTACAGGTA 
bpcU-101[UV]、bpcU-102[UV]、 X18-11.1 gRNA R AAACCCTGAGCAGAAGCTCCTG 

bpcU-3[U] X18-11.1 gRNA F CTCGCAGGAGCTTCTGCTCAGG 

bpcV-1[V]、bpcV-2[V] YB-17.1 gRNA F CTCGTCTGCCAATGAAGAGCGA 

 YB-17.1 gRNA R AAACTCGCTCTTCATTGGCAGA 

bpcV-3[V] YB-17.2 gRNA R AAACTGCAATTGTCTATGTACG 

  YB-17.2 gRNA F CTCGCGTACATAGACAATTGCA 
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補足表 5 BPCU および BPCV 断片のクローニングに用いたプライマーセット 
BPCU ゲノム断片のクローニングに用いたプライマーセット 
プライマー名 配列(5'→3') 
X18-11 genehead+2 F CACCGTTGTACTTCGGAGAGGTAGAGGAC 

X18-11 geneback+3 R CCTCAGGTCATTACACATGATTAATCTC 

BPCV ゲノム断片のクローニングに用いたプライマーセット 
プライマー名 配列(5'→3') 
YB-17 genehead+2 F CACCAACCAGCGTACATTTCCAATCTTG 

YB-17 geneback+2.6 R TTCCATACACTGCAATTTGACTCATAC 

ドメインスワッピングベクターの作製に用いたプライマーセット 
プライマー名 配列(5'→3') 
BPCUpro:BPCV-pENTRdTOPO 
X18-11 ter F GTCACTCTCAGATGATGATATTCGCCTATGCGACC 
X18-11 pro R CATAGACAATTGCATCTCGTCAAAATAATCACTCCC 
YB-17 cds(g) F ATGCAATTGTCTATGTACGATCCAC 
YB-17 cds R TCATCTGAGAGTGACATAGCGATTTG 
BPCU(238)V-pENTRdTOPO 
X18-11 ter F GTCACTCTCAGATGATGATATTCGCCTATGCGACC 
X18-11 reswap3 R ATTGGCAGAAAGGTATGGCCTTTTCCTCGATGAC 
YB-17 reswap3 F TACCTTTCTGCCAATGAAGAGC 
YB-17 cds R TCATCTGAGAGTGACATAGCGATTTG 
BPCV(238)U-pENTRdTOPO 
X18-11 reswap3 F CGAACAAAAAGATCTCCTGAGCAGAAGCTCCTGATC 
X18-11 pro R CATAGACAATTGCATCTCGTCAAAATAATCACTCCC 
YB-17 cds(g) F ATGCAATTGTCTATGTACGATCCAC 
YB-17 reswap3 R AGATCTTTTTGTTCGTAAAGTTCGATC 
BPCU(272)V-pENTRdTOPO 
X18-11 ter F GTCACTCTCAGATGATGATATTCGCCTATGCGACC 
X18-11 zinc finger down R TGAACAATGTGGTATGGAATTGCAAATGTTTTCATCG 
YB-17 zinc finger down F ATACCACATTGTTCATGTACAGGTGTG 
YB-17 cds R TCATCTGAGAGTGACATAGCGATTTG 
BPCV(272)U-pENTRdTOPO 
X18-11 zinc finger down F AATGTACGTTATCCTATACCCTACTGCTCATGTACTGGTG 
X18-11 pro R CATAGACAATTGCATCTCGTCAAAATAATCACTCCC 
YB-17 cds(g) F ATGCAATTGTCTATGTACGATCCAC 
YB-17 zinc finger down R AGGATAACGTACATTCTCCACATATATTTCC 
アミノ酸置換ベクターの作製に用いたプライマーセット・オリゴ 
プライマー/オリゴ名 配列(5'→3') 
BPC(C-anc)-pENTRdTOPO 
YB-17 B4rep F CCGCTGCCGATGAATCCAAAGAAAAGGGGATCAAGGTTG 
YB-17 B1rep R ACCTGTACATGAACAGTATGGTATAGGATAACGTACATTC 

YB-17 B2rep F ※1 TGTTCATGTACAGGTGTGAACCAGCAGTGTTACAGGTGGGGCAA 
TGGAGGCTGGCAGTCC 
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YB-17 B2rep R ※1 GGACTGCCAGCCTCCATTGCCCCACCTGTAACACTGCTGGTTCACACC 
TGTACATGAACA 

YB-17 B3rep F ※2 GGAGGCTGGCAGTCCGCTTGCTGCACTACTATGATCTCCATGTACCCG 
CTGCCGATGAAT 

YB-17 B3rep R ※2 ATTCATCGGCAGCGGGTACATGGAGATCATAGTAGTGCAGCAAGCGGA 
CTGCCAGCCTCC 

BPCV(4F+)-pENTRdTOPO 
YB-17 R4rep F CCTATAGATCTGAAGGATCACTGGGC 
YB-17 R1-2rep R ACTTGTAACATGGCTGCTTCACACCTGTACATG 
YB-17 R1-2rep F AGCCATGTTACAAGTGGGGCAATGGAGGCTG 
YB-17 R3rep R CCTTGAACTCCTTTTGGTTGGATTCATCGG 
YB-17 R3rep F AAAAGGAGTTCAAGGTTGGCTGGTCGC 
YB-17 R4rep R CTTCAGATCTATAGGATAGTTCACGTTGACCCCTTC 
BPCV(8F+)-pENTRdTOPO 
YB-17 R4rep F CCTATAGATCTGAAGGATCACTGGGC 
YB-17 P1rep R CTTCTCCACGAGCTTCTCAAAAGCACCG 

YB-17 P1-4R4rep F ※3 AAGCTCGTGGAGAAGCTTACTTTGGAAGGGGTCAACGTGAGATGCCCT 
ATAGATCTGAAG 

YB-17 P1-4R4rep R ※3 CTTCAGATCTATAGGGCATCTCACGTTGACCCCTTCCAAAGTAAGCTTC 
TCCACGAGCTT 

※1、※2、※3 のペアはそれぞれアニーリングして使用したオリゴである。 
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補足表 6 qRT-PCR および RT-PCR 解析に用いたプライマーセット 
qRT-PCR 解析に用いたプライマーセット 

遺伝子名 プライマー名 配列(5'→3') 

EF1 MpEF1-qPCR-F AAGCCGTCGAAAAGAAGGAG 

  MpEF1-qPCR-R TTCAGGATCGTCCGTTATCC 

SUF SUF-qPCR-F1 CGGGCTGAGTTTCACCTTCT 

  SUF-qPCR-F1 AAGCCCTGGAATCGACAAGG 

FGMYB MpFGMYB-qPCR-F11 ACAGGCAGTCAGTCAGACAAGG 

 MpFGMYB-qPCR-R11 GAGAGTAGGGCGATCCCAAG 

RT-PCR 解析に用いたプライマーセット 

遺伝子名 プライマー名 配列(5'→3') 

EF1 Mplg01fw TCACTCTGGGTGTGAAGCAG 

  Mplg01rv GCCTCGAGTAAAGCTTCGTG 

PRM MpPRM-Fw ATCCAGCGGCGTGAGCCAGA 

 MpRPM-Rv CGAAGAATGCGGAAGACTGA 

LC7 MpLC7-Fw ATGTTGACCTTGACAGAAGCCGAAG 

  MpLC7-Rv CTAGAATTCCTCGTCATCTTCTTTC 

5g13880 Mapoly0032s0078-RT-Fw2 CCATATCGGTCCAGCTGCGG 

 Mapoly0032s0078-RT-Rv2 TTCATCGCCTTTGCGGCCG 

7g02820 Mapoly0088s0005-RT-Fw CGACTCTGCGGAGTGCTGAC 

  Mapoly0088s0005-RT-Rv ATCTCGAGGACGCATGCGGC 
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