
БИОТЕХНОЛОГИЯ, 2022, том 38, № 6, с. 40–46

40

ОПТИМИЗАЦИЯ ФАКТОРОВ, ВЛИЯЮЩИХ НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ 
АГРОБАКТЕРИАЛЬНОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ Wolffia arrhiza
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Растения семейства рясковые (Lemna, Spirodela) активно используют в качестве растительных экс-
прессионных платформ для производства рекомбинантных белков вследствие ряда преимуществ
перед другими культурами (небольшие размеры растений, быстрое вегетативное размножение, вы-
сокое содержание белка в тканях). Перспективным растением-продуцентом из семейства Lemnace-
ae считается вольфия бескорневая (Wolffia arrhiza (L.) Horkel ex Wimm). Эффективность существую-
щих на сегодняшний день протоколов трансформации вольфии бескорневой составляет примерно
0.36%. В результате проведенного исследования по транзиентной экспрессии мы определили наи-
более эффективный для трансформации Wolffia arrhiza агробактериальный штамм – EHA105. Подо-
бран оптимальный баланс регуляторов роста для использования на первом пассаже культивирова-
ния и селекции протрансформированных эксплантов: 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота в концен-
трации 2.5 мг/л и 6-бензиламинопурин в концентрации 1.5 мг/л. Эффективность трансформации
Wolffia arrhiza составила 0.54%, что в 1.5 раза превышает таковую в известных протоколах.
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Одно из наиболее перспективных направлений
современной биотехнологии ‒ получение расте-
ний-продуцентов различных рекомбинантных бел-
ков человека и животных, имеющих медицин-
ское и ветеринарное назначение [1‒4]. Для про-
изводства белков используют различные системы
экспрессии на основе бактерий, дрожжей, куль-
тур клеток насекомых и млекопитающих [5]. Экс-
прессионные системы на основе растений имеют
существенные преимущества по сравнению с дру-
гими экспрессионными платформами с точки зре-
ния скорости, стоимости, масштабируемости и
безопасности производства [5, 6]. Кроме того, в
клетках растений происходят важные пост-
трансляционные изменения в укладке белков,
их транспортировке, стабильности и биологи-

ческой активности. Эти свойства важны в про-
изводстве лекарственных препаратов [5‒7]. Ор-
ганизация масштабного производства фарма-
цевтических белковых препаратов требует создания
высокоэффективных организмов-продуцентов.
Перспективной растительной платформой могут
стать растения семейства Lemnaceae. Некоторые
особенности рясковых, такие как высокая ско-
рость прироста биомассы, высокое содержание
белка в тканях, малый размер, позволяют считать
их перспективными продуцентами рекомбинант-
ных белков [8]. В 2000‒2003 гг. были получены
первые стабильные трансгенные линии растений
рода Lemna (L. gibba и L. minor) с генами β-глюко-
ронидазы (uidA (gus) ‒ клонирован из Escherichia co-
li), гемоглобина P (HbP), Р450-оксидазы, интер-
ферона, гормона роста человека, Fab-фрагментов
и моноклональных антител [8, 9]. Транзиентная
наработка рекомбинантных белков была проде-
монстрирована на видах Wolffia australiana и Wolf-
fia globosa [10‒13]. Стабильная трансформация

Сокращения: 2,4-D – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота;
ВА – 6-бензиламинопурин; SH – среда Шенка–Хильде-
брандта; uidA (gus) – ген белка β-глюкоронидазы Escheri-
chia coli.
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вольфии (вид W. arrhiza) впервые была продемон-
стрирована Хватковым с соавт. в 2015 году [14]. В
этих исследованиях были получены стабильные
трансгенные линии, устойчивые к антибиотику
гигромицину и содержащие ген uidA (gus), и про-
демонстрировано, что вольфия бескорневая мо-
жет стать перспективным продуцентом чужерод-
ных белков. Одна из важных особенностей расте-
ний рода Wolffia заключается в том, что в отличие
от других представителей семейства Lemnoideae у
них нет корневой системы. Это позволяет культи-
вировать их глубинным способом в биореакторах
в полностью контролируемых условиях, что мо-
жет значительно повысить рентабельность про-
изводства рекомбинантных белков [15]. Наличие
эффективного протокола трансформации служит
важным показателем растительной экспрессион-
ной системы. В работах Heenatigala с соавт. [4, 16]
продемонстрирована стабильная трансформация
W. globosa с эффективностью 0.14%. В работах Хват-
кова эффективность трансформации W. arrhiza до-
стигала 0.36% [14, 17, 18]. Таким образом, в этих
работах эффективность стабильной агробактери-
альной трансформации растений рода Wolffia была
невысокой, поэтому и предпринимаются попытки
оптимизировать существующие протоколы.

В задачи проведенного нами исследования
входило повышение эффективности протокола
агробактериальной трансформации и получение
стабильных трансгенных линий Wolffia arrhiza.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Растительный материал

В экспериментах по агробактериальной транс-
формации были использованы кластерные струк-
туры вольфии (RDSC Clone Wolffia 5564), получен-
ные в ходе 4-месячной прекультивации растений на
агаризованной среде Шенка‒Хильдебрандта (SH)
[19], содержащей 1% манитола, 1% сорбитола, 2%
глюкозы в качестве источников углерода, а также
5 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-D)
и 0.5 мг/л 6-бензиламинопурина (ВА). Эксплан-

ты культивировали при 16-часовом фотопериоде
с интенсивностью света 32 Вт/м2 при 21 ± 1°C.

Транзиентная трансформация

Для проведения экспериментов по оптимиза-
ции генетической трансформации вольфии ис-
пользовали три супервирулентных штамма Agro-
bacterium tumefaciens: EHA105 [20], CBE21 [21] и
Agl0 [22], ‒ содержащие конструкцию pVec035, в со-
став которой входит интронсодержащий ген β-глю-
коронидазы Escherichia coli (uidA) (рис. 1).

Всего в экспериментах по транзиентной транс-
формации было задействовано 3750 эксплантов.
Для трансформации использовали ночную куль-
туру каждого штамма агробактерии, выращенную
в шейкере-инкубаторе (180 об/мин) в течение 24 ч
при 28°С в темноте в 50 мл жидкой среды YEP, до-
полненной соответствующими селективными ан-
тибиотиками: 100 мг/л канамицина (Km) для всех
штаммов, совместно с 5 мг/л гигромицина (Hyg)
для штамма СВЕ21 или 50 мг/л рифампицина
(Rif) для штаммов EHA105 и Agl0. Для инокуля-
ции эксплантов использовали агробактериаль-
ные суспензии, разведенные стерильной дистил-
лированной водой до оптической плотности при
длине волны 600 нм (OD600) в диапазоне 0.2‒1.0 с
шагом 0.2 единицы (т.е. 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 и 1.0). В
колбу объемом 250 мл помещали 20 г раститель-
ного материала и добавляли 150 мл бактериаль-
ной суспензии. Экспланты выдерживали в тече-
ние 30 мин на орбитальном шейкере (90 об/мин)
и помещали для кокультивации на чашки Петри с
безгормональной средой SH и размещенными на
поверхности среды бумажными фильтрами. Ко-
культивацию эксплантов проводили на свету при
21°С. Пробы для гистохимического анализа отбира-
ли каждые сутки (в трехкратных повторах для каж-
дого варианта эксперимента) в течение последую-
щих 6 сут кокультивации (24, 48, 72, 96, 120, 148 ч).

Рис. 1. Схематическое представление области Т-ДНК вектора pVec035. CaMV35-p – промотор 35S субъединицы вируса
мозаики цветной капусты; uidA-intron – интронсодержащий ген β-глюкоронидазы (gus); NOSpolyA – терминатор нопа-
линсинтазы; hpt – белоккодирующая последовательность гена гигромицинфосфотрансферазы; NOS-p – промотор
нопалинсинтазы; 35SpolyA – терминатор 35S вируса мозаики цветной капусты с сигналом полиаденилирования;
LB, RB – соответственно левая и правая фланкирующие последовательности Т-ДНК. 
Fig. 1. Schematic presentation of the T-DNA region of pVec035. CaMV35-p – 35S RNA Caulif lower mosaic virus (CAMV)
promoter; uidA-intron—intron-containing β-glucuronidase (gus) gene (uidA); NOSpolyA – nopaline synthase terminator
with polyadenylation signal; hpt – hygromycin phosphotransferase (HPT) coding sequence; NOS-p — nopaline synthase pro-
moter; 35SpolyA – CaMV 35S terminator with polyadenylation signal; RB – right border, LB – left border.
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ШВЕДОВА и др.

Гистохимический анализ

Гистохимическое окрашивание на продукт экс-
прессии гена uidA проводили по методике Джеф-
ферсона [23]. Образцы растений подвергали ваку-
умной инфильтрации c 0.1% X-Gluc (циклогекси-
ламмониевая соль 5-бром-4-хлор-3-индолил-β-
D-глюкуроновой кислоты; Thermo Fisher Scientific,
США) в 100 мМ Na-фосфатном буфере, содержа-
щем 0.2 М NaH2PO4⋅2H2O, 0.2 М Na2HPO4, рН 7.0,
10 мМ ЭДТА, 0.1% Тритон Х-100 и 10 мМ KFe(CN)6
(0.1 M K3[Fe(CN)6], 0.1 M K4Fe(CN)6⋅3H2O), и ин-
кубировали в темноте в течение 18 ч при 37°С. Да-
лее растения отмывали в 80%-ном этаноле.

Эффективность трансформации (Е) рассчиты-
вали как частное от деления числа точек транзи-
ентной экспрессии (Ne) на общее число эксплан-
тов в варианте (No), результат выражали в про-
центах (%): Е = (Ne/No) × 100 (рис. 2).

Стабильная трансформация

В эксперименте было задействовано 25 вари-
антов комбинаций регуляторов роста 2,4-D и ВА
(2,4-D в концентрациях 0.5–2.5 мг/л с шагом
0.5 мг/л совместно с ВА в концентрациях 0.5–
2.5 мг/л с шагом 0.5 мг/л) в трех повторах. Итого
было задействовано около 1600 эксплантов с ис-
пользованием 65 чашек Петри в каждом повторе.
Трансформацию проводили инокулюмом агро-
бактериального штамма EHA105 (OD600 = 0.4),
содержащим конструкцию с геном устойчивости
к гигромицину (hptII). Для оптимизации условий
культивирования трансформированных эксплан-
тов использовали среду SH с добавлением 100 мг/л
тиментина для элиминации агробактерии и 5 мг/л
гигромицина для селекции трансгенной ткани.

Первый пассаж, через 2 недели после трансформа-
ции, проводили на средах с добавлением 2,4-D и
BA, затем экспланты культивировали на безгор-
мональной среде SH с добавлением соответству-
ющих антибиотиков. Все растения, сформиро-
вавшиеся на одной чашке Петри, принимались за
одну трансгенную популяцию. Для подтвержде-
ния, что полученная гигромицинустойчивая по-
пуляция представлена одной клоновой линией,
из каждой популяции случайным образом отби-
рали три единичных растения, которые в даль-
нейшем формировали изолированные самостоя-
тельные популяции в присутствии селективного
антибиотика в культивационной среде. Через один
месяц для ПЦР-анализа из трех изолятов отбирали
тот, который сформировал наибольшую биомас-
су. Эффективность трансформации рассчитыва-
ли, как указано выше для транзиентной экспрес-
сии, используя вместо числа точек число эксплан-
тов, сформировавших трансгенные популяции, и
общее число эксплантов в эксперименте.

ПЦР-анализ

Геномную ДНК Wolffia выделяли из трансфор-
мированных и нетрансформированных растений
по методике S. Dellaporta и др. [24]. Для проведе-
ния ПЦР использовали следующие пары прай-
меров для гена hptII: 5'-ACATTGTTGGAGC-
CGAAATC-3' (прямой) и 5'-GACATTGGG-
GAGTTTAGCGA-3' (обратный); ‒ и для гена
virC: 5'-GCACTATCTACCTACCGCTACGTCATC-3'
(virC1) и 5'-GTTGTCGATCGGGACTGTAAAT-
GTG-3' (virC2). Объем ПЦР смеси составлял
25 мкл и содержал 2.5 мкл 10× ПЦР-буфера,
0.5 мкл 10 мМ dNTPs, по 1 мкл 10 пкМ пары прай-
меров, 1 мкл 5 ед/мкл Taq-полимеразы, 17 мкл

Рис. 2. Эффективность транзиентной экспрессии гена uidA в тканях эксплантов вольфии в зависимости от штамма аг-
робактерии: EHA105 (a), СВЕ21 (b), Agl0 (c). Концентрации инокулюма указаны в оптических единицах при длине
волны 600 нм (OD600). Гистохимический анализ проведен по методике R. Jefferson [23]. 
Fig. 2. Efficiency of transient expression gene uidA in Wolffia explant tissues depending on the Agrobacterium strain: EHA105 (a),
CBE21 (b), Agl0 (c). Inoculum concentrations are given in units of optical density at a wavelength of 600 nm (OD600). Histo-
chemical analysis was carried out according to the method R. Jefferson [23].
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mQ H2O и 2 мкл (~60 нг) ДНК-матрицы образца.
ПЦР проводили в амплификаторе MJ Mini Per-
sonal Thermal Cycler (Bio-Rad, США) в следую-
щем режиме: 5 мин при 95°C, затем 35 циклов (45 с
при 93°С, 45 с при 60°С, 45 с при 72°С) и 5 мин
при 72°С. ПЦР-продукты анализировали мето-
дом электрофореза в 1.0%-ном агарозном геле.

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку данных проводили
с помощью дисперсионного анализа с последую-
щим множественным сравнением частных средних
и оценки их по критерию Дункана (https://www.sta-
tisticshowto.com/duncans-multiple-range-test/) с ис-
пользованием программы AGROS (разработчик
д.б.н. Мартынов С.П.) [25]

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Возможность использования вольфии как рас-
тительной экспрессионной платформы для био-
фарминга требует не только исследования ее по-
тенциала каллусогенеза и регенерации [13, 26], но
и подбора условий для эффективной агробакте-
риальной трансформации. Для этого мы сначала
провели оптимизацию условий транзиентной
трансформации. Установлено, что после иноку-
ляции эксплантов суспензией агробактериально-
го штамма EHA105 с оптической плотностью 0.4
(OD600) через 72 ч кокультивации эффективность
транзиентной экспрессии была максимальной ‒ на
уровне 19% (рис. 2а). При использовании штамма
CBE21 наибольшая эффективность транзиентной
экспрессии была отмечена при использовании ино-
кулюма с оптической плотностью 0.8 (OD600) через

4 суток кокультивации. В этом варианте эффектив-
ность трансформации составила 14% (рис. 2b).
После кокультивирования эксплантов со штам-
мом Agl0 c оптической плотностью 1.0 (OD600) эф-
фективность транзиентной экспресии не превы-
шала 3% (рис. 2с).

Теперь мы провели детальное исследование
влияния регуляторов роста в течение первых двух
недель селекции и культивирования эксплантов
на эффективность трансформации вольфии. В ре-
зультате трансформации около 40 тыс. эксплантов
было получено 47 независимых гигромицинустой-
чивых линий вольфии. ПЦР-анализ выявил нали-
чие последовательности гена hptII во всех линиях,
контаминации генами vir-группы не обнаружено
(рис. 3).

Ранее нам неоднократно удавалось получать
трансгенные популяции вольфии с интеграцией в
геном различных векторных конструкций [14, 17,
18], хотя эффективность транформации не превы-
шала 0.4%. Нами было показано, что для успешной
трансформации вольфии бескорневой необходимо
присутствие в среде 2.5 мг/л 2,4-D совместно с
1.5 мг/л BA (табл. 1). Предпочтительное время
культивирования эксплантов на среде с добав-
лением регуляторов роста составляет не более
двух недель [26].

В табл. 1 представлены результаты распределе-
ния величин наблюдаемых средних. Анализ пред-
ставленных данных эффективности трансформа-
ции вольфии в присутствии в среде регуляторов
роста (2,4-D и BA) проводили с использованием
критерия Дункана в программе AGROS [25]. Как
видно из представленных результатов, распре-
деление величин, отличалось от нормального.
Так, при увеличении концентрации 2,4-D с 1.0

Рис. 3. Электрофоретический анализ ПЦР-продуктов гигромицинустойчивых регенерантов вольфии. М ‒ маркер
длин ДНК FastRulerTM Low Range DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, США); Дикий тип – образец ДНК нетранс-
генного растения; mQ H2O – отрицательный контроль для проверки чистоты реактивов. 
Fig. 3. Electrophoretic analysis of PCR products of hygromycin-resistant regenerants of wolffia. М – DNA length marker
FastRulerTM Low Range DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, USA); Wild type – a DNA sample of a non-transgenic plant;
mQ H2O is a negative control to check the purity of reagents.
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до 2.0 мг/л в присутствии 1.0 мг/л ВА эффектив-
ность трансформации была одинаковой, а при
2.5 мг/л 2,4-D снижалась, в то время как в при-
сутствии 1.5 мг/л ВА неизменно повышалась ‒
вплоть до 2.5 мг/л 2,4-D. В присутствии 2.0 мг/л
ВА эффективность трансформации повыша-
лась при увеличении концентрации 2,4-D с 1.0
до 2.0 мг/л, но дальше оставалась неизменной.
Средние же показатели влияния ВА в результатив-
ных вариантах (в концентрациях 1.0, 1.5 и 2.0 мг/л)
на эффективность трансформации вольфии ста-
тистически достоверными отличиями не облада-

ли и составляли 0.2%. Средние показатели влия-
ния 2,4-D на эффективность трансформации
вольфии в результативных вариантах (1.0, 1.5,
2.0 и 2.5 мг/л) росли по мере увеличения концен-
трации этого регулятора роста, хотя четкой зави-
симости между вариантами не выявлено.

Анализ показал, что кластеру m (кластер род-
ственных выборок в нашем исследовании, со-
гласно критерию Дункана) принадлежит 7 из 12
результативных вариантов комбинаций регулято-
ров роста. На основе этих данных мы предполо-

Таблица 1. Влияние различных концентраций 2,4-D и ВА, а также их комбинаций на эффективность трансфор-
мации Wolffia arrhiza 
Table 1. Influence of various concentrations of 2,4-D and BA, and their combinations on the efficiency of Wolffia arrhiza
transformation

* Примечание: Различные буквы указывают на достоверную принадлежность данных к отдельному (в случае присвоения од-
ной буквы) или множественному (в случае присвоения нескольких букв) кластеру согласно методике Дункана. Среднее –
среднее значение эффективности трансформации по содержанию 2,4-D и BA соответственно. 
* Note: Various letters indicate the reliable belonging of the data to a single (in the case of assigning one letter) or multiple (in the case of
assigning several letters) cluster according to the Duncan multiple range test. Average ‒ the average value of the transformation efficiency
in terms of the content of 2,4-D and BA, respectively.

Эффективность трансформации*, %

концентрация 
2,4-D, мг/л

концентрация ВА, мг/л
среднее

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

0.5 0.0 a 0.0 a 0.0 a 0.0 a 0.0 a 0.0
1.0 0.0 a 0.37 lm 0.08 cdef 0.10 defg 0.0 a 0.14
1.5 0.0 a 0.32 ijklm 0.11 efg 0.17 fghi 0.0 a 0.15
2.0 0.0 a 0.28 hijklm 0.21 ghijklm 0.36 jklm 0.0 a 0.21
2.5 0.0 a 0.05 bcde 0.54 m 0.37 klm 0.0 a 0.24

Среднее 0.0 0.20 0.19 0.20 0.0

Рис. 4. Влияние соотношения концентраций регуляторов роста ([2,4-D]/[BA]) на эффективность стабильной транс-
формации Wolffia arrhiza. 
Fig. 4. Influence of the concentration ratio of growth regulators ([2,4-D]/[BA]) on the efficiency of stable transformation of
Wolffia arrhiza.
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жили, что для эффективной трансформации важ-
на не столько концентрация каждого регулятора
роста, как их баланс (соотношение) в среде для
культивирования эксплантов. В результате анализа
вариантов по показателю отношения [2,4-D]/[ВА]
установлено, что наибольшую эффективность ста-
бильной трансформации вольфии статистически
достоверно регистрировали при соотношении 1.67
(рис. 4). Таким образом, максимальная эффектив-
ность трансформации Wolffia arrhiza составила
0.54% при использовании для селекции и культиви-
рования инокулированных эксплантов на первом
пассаже среды SH с 2.5 мг/л 2,4-D и 1.5 мг/л ВА.

Проведенные исследования по изучению факто-
ров, влияющих на трансформацию Wolffia arrhiza,
показали, что наиболее эффективно для инокуля-
ции использовать агробактериальный супервиру-
лентный штамм EHA105 с оптической плотно-
стью 0.4 (OD600). Это позволяет добиться эффек-
тивности транзиентной трансформации вольфии
на уровне 19% через трое суток кокультивации экс-
плантов с агробактерией. Наибольшей эффектив-
ности стабильной трансформации вольфии на
уровне 0.54% можно добиться, используя на пер-
вом пассаже среду SH с 2.5 мг/л 2,4-D и 1.5 мг/л
ВА. В ходе работы показано, что для эффектив-
ной стабильной трансформации наиболее важен
именно баланс (соотношение) указанных гормо-
нов в среде для культивирования эксплантов. В
результате проведенного исследования эффек-
тивность трансформации Wolffia arrhiza относи-
тельно исходного протокола [14, 17, 18] удалось
повысить в 1.5 раза (с 0.36 до 0.54%). В дальней-
ших исследованиях мы продолжим работу по оп-
тимизации протокола трансформации Wolffia ar-
rhiza или поиску альтернативных вариантов для
повышения эффективности получения трансген-
ных линий этого растения.
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Abstract—Plants of the duckweed family (Lemna, Spirodela) are actively used as expression platforms for the
production of recombinant proteins due to a number of their advantages over other crops (small size, rapid
vegetative reproduction and high protein content in tissues). Rootless Wolffia (Wolffia arrhiza (L.) Horkel ex
Wimm) is a promising producer from the Lemnaceae family. Current Wolffia transformation protocols have
an efficiency of approximately 0.36%. Based on transient expression, we have identified the most efficient
Agrobacterium strain, EHA105, for the Wolffia arrhiza transformation. An effective balance of growth regula-
tors was selected for use at the first passage of cultivation and selection of pro-transformed explants: 2,4-di-
chlorophenoxyacetic acid – 2.5 mg/L and 6-benzylaminopurine – 1.5 mg/L. The transformation efficiency
of Wolffia arrhiza was 0.54%, which is 1.5 times higher than in known protocols.

Keywords: biopharming, recombinant proteins, transgenic duckweed, Agrobacterium-mediated transforma-
tion, Wolffia arrhiza



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


