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Проведенные гистологические исследования каллусной культуры Hyoscyamus muticus L. показали, что кал-
лусы обладают признаками, характерными для органогенных нодулярных клеточных культур. Нодулы пред-
ставляют собой сферические структуры, в центре которых выделяется центр васкуляризации, окруженный
удлиненными паренхимными клетками и элементами флоэмы. Нарастание биомассы каллуса происходит в
результате дифференцировки нодул из прокамбиальных клеток. Накопление алкалоидов обнаружено в ва-
куолях поверхностных паренхимных клеток. Наличие аккумулирующих алкалоиды клеток в каллусах Hyos-
cyamus muticus L. открывает возможности для получения тропановых алкалоидов в культуре клеток.
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Культура клеток и тканей растений является эф-
фективной технологией получения различных вто-
ричных метаболитов для фармацевтической, косме-
тической, пищевой промышленностей, а также сель-
ского хозяйства. Соединения, синтезированные в
каллусных и суспензионных культурах, могут быть
идентичны растительным, а выход вторичных мета-
болитов, в некоторых случаях, превосходит расти-
тельные источники.

Культуры каллусных клеток способны синтези-
ровать и накапливать различные биологически ак-
тивные соединения: фенольные соединения, алка-
лоиды, стеролы и др. (Loredo-Carrillo et al., 2013;
Ochoa-Villarreal et al., 2016).

Каллусные культуры, применяющиеся для био-
технологической наработки вторичных соединений,
должны обладать быстрым ростом и синтезировать
достаточное количество целевого продукта. Как пра-
вило, быстрым ростом обладают каллусные культуры,
образованные паренхимными клетками и не имею-
щие какой-либо дифференцировки. Каллусные куль-
туры, состоящие из паренхимных клеток и продуци-
рующие вторичные метаболиты, описаны для Catha-
rantus roseus (Biesbaer, 1983), Theobroma cacao (Eibl et al.,
2018) и других растений. Тем не менее, известно, что
клетки неморфогенных каллусов характеризуются
генетической нестабильностью, которая становится

причиной снижения продуктивности клеточных
культур (Dubey et al., 2016; Karaboyaci, Kılıç, 2018).

Для многих клеточных культур обнаружена кор-
реляция между способностью каллусов к синтезу
вторичных метаболитов и дифференцировке с фор-
мированием определенных клеточных структур. На-
пример, для гречихи татарской показано, что эм-
бриогенные каллусы, состоящие из проэмбриональ-
ных клеточных комплексов (ПЭКК) и мягкого
каллуса, накапливают больше рутина, по сравнению
с неморфогенными каллусами, состоящими из не-
дефференциированных паренхимных клеток. По
мнению исследователей, способность к синтезу фе-
нольных соединений эмбриогенными каллусными
культурами определяется дифференцировкой эм-
бриональных тканей, аналогичных зиготическим за-
родышам, в тканях которых происходит синтез и на-
копление рутина (Akulov et al., 2018).

Исследования каллусных культур зверобоя про-
дырявленного (Hypericum perforatum L.) показали,
что гиперецин и псевдогиперецин синтезируются
только в каллусных культурах, образующих агрегаты
клеток (Murthy et al., 2014). В эмбриогенных каллу-
сах мака снотворного (Papaver somniferum L.) синтез
тебаина возрастает с количеством эмбриодов в куль-
тивируемых тканях (Кунах, 2004), в которых, в отли-
чие от зиготических зародышей, происходит диффе-
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ренцировка специализированных клеток проводя-
щих систем и млечников.

Потеря способности к дифференцировке или из-
менение уровня дифференцированности каллусных
культур могут приводить к снижению синтеза вто-
ричных метаболитов. На каллусной культуре Taxus
было обнаружено, что разрыхление нодул в каллу-
сной культуре, возникающее при уменьшении кон-
центрации сахарозы в среде культивирования, сопро-
вождалось снижением синтеза таксола (Ellis et al.,
1996).

Представители рода белена Hyoscyamus – ценные
лекарственные растения. Алкалоиды скополамин,
гиосциамин и атропин, синтезирующиеся в этих рас-
тениях, обладают широким спектром фармакологиче-
ского действия (Tytgat, Guido, 2007; Abdel-Motaal et al.,
2009). Известны спазмолитические, противоастма-
тические, антиастматические, антихолинергиче-
ские, наркотические и анестезирующие свойства
этих соединений (Tytgat, Guido, 2007; Ibrahim et al.,
2009; Elmaksood et al., 2016).

Среди представителей рода Hyoscyamus Белена
египетская (Hyoscyamus muticus L.) содержит наи-
большее количество тропановых алкалоидов (Кали-
нин и др., 1980). Известно, что трава белены египет-
ской содержит 0.5–1.4% алкалоидов (Светличная,
Толок, 2003), тогда как в траве белены черной содер-
жание алкалоидов тропанового ряда составляет все-
го 0.04–0.16% (Самылина, Яковлев, 2014). Однако
получение достаточного количества растительного
сырья для выделения ценных алкалоидов из данного
растения в природных условиях затруднительно, так
как оно относится к редким эндемичным видам, за-
прещенным к сбору.

Исследования по индукции клеточных культур из
растений рода Hyoscyamus были предприняты в 60-е го-
ды прошлого века (Калинин и др., 1980). Иницииро-
ваны каллусные культуры из стеблей (Lindsey, Yeo-
man, 1983), из корней, лепестков и листьев 4-х не-
дельных проростков Hyoscyamus niger L. (Keng et al.,
2009), из семядольных листьев H. muticus L. (Basu,
Chand,1996). Нами впервые были получены каллу-
сные культуры из корней белены египетской (Ab-
delazeez et al., 2017; Абделазиз и др., 2018). Каллусные
культуры H. muticus L. имеют рыхлую структуру и со-
стоят из паренхимных клеток, в которых визуализи-
руются зеленые уплотнения.

В настоящей работе с целью изучения способно-
сти каллусных культур белены к синтезу тропановых
алкалоидов, а также выяснения структурных осо-
бенностей каллусов были проведены биохимиче-
ские и гистологические исследования каллусной
культуры H. muticus.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Получение каллуса. Использовали экспланты

корней 3-месячных проростков H. muticus L. Каллу-

сные культуры поддерживали на среде Мурасиге и
Скуга, дополненной бензиламинопурином (0.5 мг/л)
и нафтилуксусной кислотой (1 мг/л) (Abdelazeez et al.,
2017; Абделазиз и др., 2018).

Гистологические препараты. Материал фиксиро-
вали в 2.5%-ном глутаровом альдегиде (Fluca, Швей-
цария), приготовленном на 0.1 М фосфатном буфере
(рН 7.3). Образцы промывали 0.1 М фосфатным бу-
фером в течение 1 ч. Постфиксацию образцов осу-
ществляли в течение 3 ч в 1%-ном растворе OsO4 (Alfa
Aesar, США), приготовленном на 0.1 М фосфатном
буфере (рН 7.3), содержащем сахарозу (25 мг/мл).
Объекты обезвоживали в спиртах с постепенным
возрастанием их концентрации, ацетоне и пропиле-
не (Acros, США). Далее объекты заключали в эпок-
сидную смолу. Полутонкие срезы толщиной 3 мкм
изготавливали на ультрамикротоме UltraсutE (Re-
ichert-Jung, Австрия) и окрашивали 0.05%-ным толу-
идиновым синим (Serva, Германия) (Trump et al.,
1961). Срезы изучали с помощью микроскопа Jenamed
(Carl Zeiss, Германия), фотографировали цифровой
камерой AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Германия).

Определение каллозы. Использовали специфиче-
ский краситель анилиновый голубой (Serva, Герма-
ния) (Herburger, Holzinger, 2016). Свежеприготов-
ленные препараты каллусной ткани белены поме-
щали на 5 мин в 0.5%-ный раствор анилинового
голубого, приготовленного на 0.1 М фосфатном бу-
фере рН 8.2. Далее препараты промывали тем же бу-
ферным раствором. Для контрастирования клеточных
стенок препараты, окрашенные анилиновым синим,
дополнительно окрашивали 0.05%-ным калькофлюо-
ром (Sigma, США) (Herburger, Holzinger 2016), приго-
товленным на фосфатном буфере рН 7.2. Препараты
просматривали на микроскопе LSM-510 Meta (Carl
Zeiss, Германия) с использованием ртутной лампы
НВО100 (Carl Zeiss, Германия). Фотографии сдела-
ны камерой AxioCamHRc (Carl Zeiss, Германия) и
проанализированы с помощью программы AxioVi-
sion 4.8 (Carl Zeiss, Германия).

Анализ содержания скополамина и атропина в по-
лученных образцах проводили методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ)
(Hosseini, 2011) на хроматографе Infinity 1220 (Agilent,
Германия), снабженном колонкой Zorbax SB-C18
(4.6 × 150 мм, 5 мкм) и предколонкой С-8. В качестве
элюента использовали смесь буферного раствора
(рН 3), содержащего 50 мМ дигидрофосфата калия и
ацетонитрила (с объемным соотношением 80 : 20).
Элюент пропускали со скоростью 1.4 мл/мин, веще-
ства определяли с помощью УФ-датчика при длине
волны 215 нм. Содержание атропина и скополамина
рассчитывали по калибровочному графику.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ количественного содержания идентифи-
цированных алкалоидов методом ВЭЖХ показал,
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что доминирующим алкалоидом в каллусах белены
египетской является атропин (20 мкг на 1 г сухого ве-
са), скополамин был обнаружен в следовых количе-
ствах (рис. 1).

Каллусная ткань, полученная из корневых экс-
плантов, имела рыхлую структуру от светло-бежево-
го до светло-зеленого цвета с зеленоватыми ноду-
лярными уплотнениями (рис. 2а). В редких случаях в
каллусе наблюдали формирование единичных кор-
ней (рис. 2б), что может свидетельствовать о ризо-
генном потенциале каллусной культуры.

Проведенные гистологические исследования
каллусной культуры H. muticus показали, что каллу-
сы обладают признаками, характерными для ноду-
лярных клеточных культур. К нодулярным клеточ-
ным культурам относят каллусы, состоящие из от-
дельных единиц (узелков, уплотнений, нодул),
отличающихся внутренней клеточной (тканевой)
дифференциацией (Fortes et al., 2010). Термин “но-
дула” применяется для описания эмбриогенных и
неэмбриогенных нодулярных культур. В отличие от
эмбриогенных культур, в которых нодулы представ-
лены сложно-организованными проэмбриональны-
ми клеточными комплексами (Betekhtin et al., 2017),
нодулы большинства не эмбриогенных культур ха-
рактеризуются васкуляризацией. Нодулярные каллу-
сные культуры с васкуляризованным центром описа-
ны для представителей рода Populus (McCown et al.,
1988), Chicorium intybus (Pieron et al., 1993), Humulus
lupulus (Batista et al., 2000), Vriesea reitzii (Alves et al.,
2006).

Нодула каллуса белены египетской состоит из
клеток разных типов (рис. 2). Поверхность нодулы
окружена округлыми вакуолизированными клетка-
ми паренхимного типа (рис. 2в, 2д) с округлыми яд-
рами, с большой центральной вакуолью. Около ядра
обнаружены многочисленные пластиды (рис. 2г).
Центр нодулы васкуляризован (рис. 2е, 2ж). На сре-
зах визуализируются сосудистые элементы со спи-
ральным утолщением оболочек (рис. 2е). В центре со-
судистые элементы расположены хаотично (рис. 2г),
тогда как кнаружи сосудистые элементы удлинены,
плотно прилегают друг к другу (рис. 2ж). Сосуди-
стые элементы окружены удлиненными вакуолизи-
рованными клетками, которые расположены слоя-
ми (рис. 2е, 2ж). В верхних слоях удлиненных клеток
визуализируются ситовидные элементы флоэмы
(рис. 2е). Ситовидные элементы флоэмы контакти-
руют ситовидными пластинками (рис. 2и, 2к). На си-
товидных пластинках и на стенках ситовидных эле-
ментов откладывается каллоза (рис. 3). На рис. 3б, 3в
показано свечение каллозы в ультрафиолетовом све-
те – характерный признак для полисахарида, откла-
дывающегося на ситовидных пластинках. Каллоза
откладывается в виде колец в местах соединения си-
товидных элементов (рис. 3в) и, точечно, на стенках
элементов (рис. 3б).

На гиcтологических срезах нодулы каллуса H. mu-
ticus клетки-спутники обнаруживали лишь около си-
товидных элементов, расположенных поверхностно.
Клетки спутники обладали округлыми ядрами
(рис. 2и, 2к).

Образование ксилемы и флоэмы в растении про-
исходит из прокамбия – васкулярной меристемы
(Лотова, 2001; Schuetz et al., 2013). Прокамбиальные
клетки плюрипотентны (Wang et al., 2011). В искус-
ственных условиях культивирования прокамбиаль-
ные клетки инициируют сосудистые элементы кси-
лемы, ситовидные элементы флоэмы, паренхимные
клетки, формирующие каллусные культуры (Kwaai-
taal et al., 2007; Wang et al., 2011). Необходимо отме-
тить, что остается пул прокамбиальных клеток, со-
храняющих свое недифференцированное состояние
(Kwaaitaal, Vries, 2007; Wang et al., 2011).

На гистологических срезах каллусной культуры
белены прокамбиальные клетки были обнаружены в
виде небольших групп в крупных нодулах и в виде
рядов прокамбиальных клеток, окружающих сосу-
дистые элементы в мелких уплотнениях (рис. 4а).
Можно предположить, что формирование нодул
происходит из пула прокамбиальных клеток, кото-
рые не дифференциируются в проводящие элемен-
ты, а делятся и в дальнейшем становятся инициаля-
ми новых уплотнений.

Начальные этапы формирования нодулы показа-
ны на рис. 4б. На срезе визуализируются делящиеся
прокамбиальные клетки, а также комплексы клеток,
в которых единичные сосудистые элементы окруже-
ны удлиненными паренхимными клетками. Похо-

Рис. 1. Хроматограмма экстракта белены египетской
Hyoscyamus muticus L. Доминирующим алкалоидом в кал-
лусах белены египетской является атропин (20 мкг на 1 г
сухого веса). Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия.
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Рис. 2. Морфо-гистологическая характеристика каллусной культуры H. muticus L. а – Сферические фотосинтезирующие
уплотнения (фс) в массе паренхимных клеток; б – ризогенез в каллусной культуре; в – паренхимные клетки (пк) окружают
нодулы (н); г – поверхность нодулы окружена округлыми вакуолизированными клетками паренхимного типа с округлыми
ядрами (я) с большой центральной вакуолью (вк), около ядра обнаружены многочисленные пластиды (пл); д – фиксация кал-
лусной культуры OsO4 показала, что в некоторых паренхимных клетках вакуоли (вк) окрасились (показаны стрелками); е,
ж – центр нодулы образован сосудистыми элементами (сэ), окруженными удлиненными клетками паренхимного типа, в
верхних слоях нодул обнаруживаются ситовидные элементы (СтЭ) с клетками-спутниками (показаны стрелками); ж, з – со-
судистые элементы со спиральным утолщением оболочек; и, к – ситовидные элементы флоэмы с клетками-спутниками (кс),
ситовидные элементы котнактируют ситовидными пластинками (СтП). Гистологические срезы окрашены 0.05%-ным толу-
идиновым синим.
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жая схема разрастание нодул описана в каллусной
культуре Humulus lupulus (Batista et al., 2000). Иссле-
дователи наблюдали формирование прокамбиопо-
добных клеток, которые в дальнейшем дифферен-
циировались в центры васкуляризации.

Изменение количества васкуляризованных цен-
тров рассматривается исследователями в качестве

этапов в развитии нодулы. Например, в нодулах кал-
луса Populus (McCown et al., 1988) исследователи вы-
деляют три этапа в развитии нодулы: на первом эта-
пе появляются инициальные меристематические
клетки, на втором образуется уницентрическая но-
дула с одним центром васкуляризации, на третьем
этапе формируются полицентрические нодулы с
многочисленными центрами васкуляризации.

Рис. 3. Препараты каллусной ткани белены H. muticus L., окрашенные анилиновым голубым. Флуоресцентное свечение в ме-
стах локализации каллозы. а – Свежеприготовленный препарат каллусной ткани белены без окрашивания анилиновым го-
лубым; б – автофлуоресценция лигнифицированных сосудистых элементов (сэ) и флуоресценция каллозы (к) ситовидных
полей СтЭ; в – флуоресценция каллозы в области ситовидной пластинки.
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Рис. 4. Формирование нодул каллуса H. muticus L. а – Формирование новых нодул происходит в результате деления прокам-
биальных клеток (ПрК); б – комплексы клеток, в которых единичные сосудистые элементы (сэ) окружены удлиненными па-
ренхимными клетками (выделены рамкой); в – нодула с несколькими центрами васкуляризации (центры васкуляризации по-
казаны стрелками); пк – паренхимные клетки.
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Нами показано, что дифференциация элементов
ксилемы и флоэмы происходит в течение всего пе-
риода культивирования каллуса H. muticus. Благодаря
одновременной дифференцировке прокамбиальных
клеток в нескольких областях нодулы формируются
структуры с двумя и более васкуляризованными цен-
трами (рис. 4в). Формирование нодул с несколькими
центрами васкуляризации описано для агрегатов сус-
пензионной культуры H. niger L. (Dhoot, Henshaw,
1977), нодулярных каллусов Humulus lupulus L. (Batis-
ta et al., 2000).

Строение каллуса H. muticus более сложное по
сравнению с агрегатами суспензии H. niger L.
(Dhoot, Henshaw, 1977). В агрегатах суспензионной
культуры H. niger авторы выделяли центральную
корковую область из клеток сосудов, кнаружи от ко-
торых обнаруживали прокамбиальные клетки. Ком-
плексы из сосудистых и прокамбиальных клеток бы-
ли окружены паренхимными клетками. Так же, как
и в каллусной культуре белены египетской, агрегаты
суспензионной культуры H. niger имели несколько
центров дифференциации сосудистых элементов.
Однако в отличие от H. niger каллусы белены египет-
ской обладают элементами флоэмы.

Клеточная организация нодулы каллусной куль-
туры H. muticus наиболее близка к нодулам каллуса
Taxus cuspidata, синтезирующим и накапливающим
таксол. Нодулы каллуса T. cuspidata представляют
сферические агрегаты, состоящие из центрально рас-
положенных элементов ксилемы, окруженных кам-
бием. В верхних слоях так же, как и в каллусах H. muti-
cus, дифференциируются элементы флоэмы (Ellis et al.,
1996).

Растения белены египетской представляют собой
ценность для медицины благодаря тому, что они
синтезируют и накапливают тропановые алкалоиды.
Настоящая работа по гистологическому исследова-
нию каллусной культуры белены не выявила специ-
ализированных клеток, аккумулирующих вторич-
ные метаболиты. Однако на гистологических срезах
нодул каллуса белены египетской были обнаружены
клетки паренхимного типа с окрашенными вакуоля-
ми (рис. 2д). Изменение цвета в вакуолях клеток кал-
луса H. muticus может быть обусловлено образовани-
ем комплекса алкалоида с OsO4 (Wright et al., 1981).
Для подтверждения этого предположения нами бы-
ли проведены исследования каллусов в ультрафио-
летовом свете. Автофлуоресценция тропановых ал-
калоидов была описана для различных представите-
лей рода Solynaceae: Solanum aviculare, S. tuberosum,
Hyoscyamus niger, Datura innoxia (Hashimoto et al.,
1990).

Изучение каллусной культуры белены египет-
ской в ультрафиолетовом свете показало, что так же
как и в растении, алкалоиды накапливаютcя в ваку-
олях округлых паренхимных клеток (De Luca, St
Pierre, 2000). На свежеприготовленных препаратах
при освещении ультрафиолетовым светом в вакуо-

лях клеток наблюдали зеленоватое и голубое свече-
ние (рис. 5г).

Наличие организованных структур в каллусной
ткани, по-видимому, необходимо для синтеза вто-
ричных метаболитов. Чем ближе по уровню органи-
зации каллусные культуры к целому растению или
определенному органу, тем более вероятно, что в
них будут реализовываться метаболические пути, ха-
рактерные для интактного растения. Биосинтез ал-
калоидов представляет сложный процесс, требую-
щий определенной клеточной компартментализа-
ции и специфических условий (De Luca, St Pierre,
2000; Pasquali et al., 2006). Ферменты биосинтетиче-
ского пути алкалоидов могут быть локализованы в
различных органах растений, в определенных тка-
нях и клетках в пределах одного органа. Так, фер-
менты биосинтеза алкалоида виндолина в растении
С. roseus имеют различную внутриклеточную (в хло-
ропластах, цитоплазме, эндоплазматическом рети-
кулуме, вакуоли) и тканевую (в клетках эпидермиса
листа, млечниках и в клетках коры корней) локализа-
цию (Pasquali et al., 2006). В корнях Hyoscyamus niger
первый и конечный ферменты биосинтеза алкалиода
гиосциамина путресцин N-метилтраснсфераза и
гиосциамин-6β-гидролаза локализуются в перицик-
ле, а промежуточные ферменты биосинтеза обнару-
жены в эндодермисе и клетках коры корней (De Lu-
ca, St Pierre, 2000). По мнению Де Лука с соавт. (De Lu-
ca, St. Pierre, 2000), клетки перицикла являются
основной фабрикой по “производству” тропановых
алкалоидов.

Таким образом, проведенные исследования про-
демонстрировали, что ризогенные каллусные куль-
туры H. muticus имеют сложное строение и характе-
ризуются наличием нодулярных структур, которые,
по-видимому, необходимы для синтеза и накопле-
ния тропановых алкалоидов.
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HISTOLOGICAL ANALYSIS OF THE CALLUS CULTURE OF EGYPTIAN HENBANE 
(HYOSCYAMUS MUTICUS L.)

W. M. A. Abdelazeeza, J. A. Kostyukovab, *, L. Z. Khusnetdinovaa, and O. A. Timofeevaa

aDepartment of Botany and Plant Physiology, Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, 
Kazan, 420008 Russia

bKazan Institute of Biochemistry and Biophysics, “FRC Kazan Scientific Center of RAS”, Kazan, 420111 Russia
*E-mail: j.kostyukova@mail.ru

Conducted histological studies of the callus culture of Hyoscyamus muticus L. showed that callus have characteristics
of organogenic nodular cell cultures. Nodules represent a spherical structure, in the center of which a vascularization
center is surrounded by elongated parenchymal cells and phloem elements. Callus biomass increases as a result of
nodule differentiation from procambial cells. The accumulation of alkaloids is found in the vacuoles of superficial
parenchymal cells. The presence of alkaloid-accumulating cells in calluses of Hyoscyamus muticus L. opens up pos-
sibilities for the production of tropane alkaloids in cell culture.

Keywords: Hyoscyamus muticus L., Egyptian henbane, callus formation, HPLC, alkaloids, histological analysis



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /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 false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /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 false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


