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Изучали профили экспрессии генов РАР, кодирующих белки, ассоциированные с пластидной
мультисубъединичной РНК полимеразой, в сухих семенах, в процессе прорастания и на ранних ста-
диях развития проростков Arabidopsis thaliana. Детальный анализ уровней транскриптов PAP генов
методом ОТ ПЦР показал, что переход семян от состояния покоя к активному росту сопровождает-
ся резким повышением содержания транскриптов всех исследованных генов в первые сутки про-
растания как на свету, так и в темноте. Дальнейшие изменения в уровнях транскриптов различались
у разных РАР генов и, по-видимому, определялись их функциональной специфичностью. Впервые
установлено, что экспрессия индивидуальных РАР генов регулируется наряду с факторами онтоге-
нетической и световой природы циркадными ритмами.
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ВВЕДЕНИЕ
В основе биогенеза хлоропластов лежит коор-

динированная экспрессия ядерного и хлоро-
пластного геномов, которая регулируется онтоге-
нетической программой и факторами внешней
среды. Ведущую роль при этом играют регулятор-
ные белки и, прежде всего, регуляторы пластид-
ной транскрипции. К их числу, наряду с хлоро-
пластными РНК-полимеразами ядерного (NEP) и
пластидного (PEP) кодирования и сигма фактора-
ми, относятся 12 белков, ассоциированных с PEP.
Этим белкам, кодируемым ядерным геномом, от-
водится особая роль на начальных этапах фото-
морфогенеза. Только после их присоединения к
коровым субъединицам мультисубъединичной
РЕР образуется полноценный транскрипцион-
ный комплекс и формируются функциональные
хлоропласты. Инактивация любого из этих генов
приводит к блокированию программы перехода
от ското- к фотоморфогенезу и появлению фено-
типа albino, нежизнеспособного в отсутствие
внешних источников углеводов [1, 2]. PAP белки
различаются по своей структуре и функциям и

принимают участие в метаболизме нуклеиновых
кислот и редокс-зависимых реакциях. In silico ана-
лиз транскриптомных данных позволяет предпо-
ложить, что РАР гены образуют жестко контроли-
руемый регулон [1], однако исследование их экс-
прессии на разных стадиях жизненного цикла
Arabidopsis свидетельствовало о селективном дей-
ствии света и тканеспецифичности, сочетаемой с
онтогенетической изменчивостью [3].

Гены РАР экспрессируются уже на этапе,
предшествующем формированию хлоропластов.
Эти результаты были получены при анализе осо-
бенностей накопления транскриптов РАР при пе-
реходе от ското- к фотоморфогенезу этиолиро-
ванных проростков, содержавших этиопласты
[3], которые, как известно, представляют особую
промежуточную фазу формирования хлоропла-
стов. Однако для Arabidopsis более естественным
является прорастание семян непосредственно на
поверхности почвы, при котором программа ско-
томорфогенеза отсутствует, и эопласты семян
трансформируются непосредственно в хлоропла-
сты в тканях побега или в амилопласты в гипоко-
тиле и корнях. При этом каждая из стадий про-
растания сопровождается глубокими изменения-
ми транскриптомных профилей, в том числе и
компонентов аппарата транскрипции пластид и
кодируемых ими пластидных генов [4].
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В представленной работе проведен детальный
анализ экспрессии генов РАР в сухих семенах и на
разных стадиях прорастания, включая стратифи-
кацию, собственно прорастание и раннее разви-
тие проростков A. thaliana. При этом особый упор
был сделан на сравнение накопления транскрип-
тов РАР на свету и в темноте. Такой подход позво-
лил впервые показать, что при переходе семян от
состояния покоя к активному росту изменения в
интенсивности экспрессии генов РАР могли опре-
деляться не только онтогенетическими факторами
и условиями освещения, но и циркадными ритма-
ми, синхронизирующими активность компонен-
тов аппарата транскрипции со временем суток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Семена Arabidopsis thaliana экотипа Columbia
сразу после извлечения из стручков высушивали
в течение 15 дней в полной темноте (сухие семе-
на), после чего их стратифицировали в течение 48 ч
при 4°С (48 ч стратификации) [4]. Далее семена
проращивали в климатической камере MLR-
352Н-PE (Sanyo, Япония) в течение 72 ч в услови-
ях постоянного белого света (75 μE m–2 s–1) или
темноты при температуре 23°С на жидкой среде
Мурасиге-Скуга, содержавшей 2% сахарозы, и
фиксировали в жидком азоте через 1, 6, 12, 24, 48
и 72 ч.

Относительный уровень транскриптов оцени-
вали методом полимеразной цепной реакции в
режиме реального времени после обратной тран-
скрипции (ОТ-ПЦР) на амплификаторе LightCy-
cler 96 (“Roche”, Швейцария) с использованием
готовой реакционной смеси, содержавшей флуо-
ресцентный краситель SYBR Green I (Евроген,
Россия), как описано ранее [5]. Последователь-
ности праймеров практически для всех генов
приведены в работе Андреевой и соавт. [5]. По-
следовательности праймеров еще четырех генов,
использованных в данной работе, приводятся да-
лее: CCA1, At2g46830 (F – CAGCTCCAATATAAC-
CGATCCAT, R – CAATTCGACCCTCGTCAGACA),
LHY, At1g01060 (F – ACGAAACAGGTAAGTGGC-
GACA, R – TGGGAACATCTTGAACCGCGTT),
TOC1, At5g61380 (F – AATAGTAATCCAGCG-
CAATTTTCTTC, R – CTTCAATCTACTTTTCTTC-
GGTGCT), PP2A, At3g25800 (F – ACTGCATCTA-
AAGACAGAGTTCCA, R – CCACAAGCCCAG-
GACGAAT). Референсным геном служил ген
регуляторной субъединицы А2 протеинфосфата-
зы PP2A. Все эксперименты проводили в трех
биологических повторностях. На рисунках при-
ведены средние значения и стандартные ошибки
средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уже к концу периода стратификации экспрес-
сия большинства генов РАР возрастала в полтора-
два раза по сравнению с исходными значениями в
сухих семенах, а через час после начала проращи-
вания усиливалась как в темноте, так и на свету.
Наиболее высокие уровни накопления тран-
скриптов в этих точках были зафиксированы для
генов РАР5, 6 и 10. Варианты выявленных изме-
нений приведены на рис. 1 на примере гена РАР2,
который имеет наиболее типичный характер из-
менения уровня транскриптов, и PAP8, у которо-
го уровень экспрессии снижался в процессе стра-
тификации, что отличало его от всех других РАР
генов. Следующие пять часов прорастания также
сопровождались повышенным накоплением
транскриптов всех исследованных генов при обо-
их световых режимах. При этом максимальные
значения отмечались также для генов РАР5, 6, 8 и
10. В дальнейшем (12 и 24 ч после начала прорас-
тания) наблюдалось замедление интенсивности
экспрессии части РАР генов или даже ее сниже-
ние, особенно в темноте (РАР1, 2, 3, 5, 11). После-
дующая кинетика накопления транскриптов так-
же различалась и, по-видимому, определялась
функциональной специфичностью продуктов
РАР генов. Для генов РАР3, 4, 6, 8, 10 и 11 макси-
мальные уровни экспрессии были зафиксирова-
ны к 48 ч, а для РАР1, 2, 5, 7, 9 и 12 – к 72 ч. При
этом после 48 ч прорастания для генов РАР2 и 5
дальнейшее накопление транскриптов сохраня-
лось на свету, но отсутствовало в темноте. Следует
подчеркнуть, что уровень накопления транскрип-
тов всех генов, как правило, был выше на свету.
Эти данные соответствуют концепции о свето-за-
висимой активации генов РАР, необходимой для
трансформации ферментативного комплекса
РЕР-В, образованного коровыми субъединицами
РЕР и сигма факторами, в комплекс РЕР-А и фор-
мирования полностью функциональных хлоро-
пластов [1].

Свето-зависимая активация представляет со-
бою лишь один из уровней регуляции экспрессии
генов РАР при прорастании, наряду с которой их
функционирование определятся онтогенетиче-
скими программами. В пользу этого предположе-
ния свидетельствует сходный характер накопления
транскриптов индивидуальных генов на свету и в
темноте. Заметим в этой связи, что, согласно ре-
зультатам Lieber и и соавт. [3], освещение инду-
цировало лишь слабый транзиторный рост экспрес-
сии генов РАР при переходе от ското- к фотоморфо-
генезу. Ему предшествовало значимое накопление
транскриптов РАР уже в темноте, позволявшее пе-
рейти к быстрому синтезу белков.

Двойной контроль онтогенетической регуля-
ции (свето-зависимый и свето-независимый) не
исчерпывает комплексности механизмов актива-
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ции генов РАР. В соответствии с данными тран-
скриптомного анализа Narsai и соавт. [4], первич-
ные пики активности многих генов РАР наблюда-
лись через 12 ч, а не через 6 ч после начала
прорастания, как в наших экспериментах. Мы
предположили, что эти различия, по крайней ме-
ре, для некоторых генов, связаны с действием
циркадных часов, которые включаются уже на
этапе замачивания семян (или даже в период их
эмбрионального развития) и синхронизируют
транскриптомные и метаболомные сети, обеспе-
чивая оптимальный рост [6]. Действительно, при
начале прорастания семян в 10 ч дня максималь-
ный уровень транскриптов некоторых РАР генов

наступает через 6 ч, однако если прорастание се-
мян начинается в 4 ч утра, то максимальное со-
держание транскриптов будет достигнуто только
через 12 ч (т.е. в 16 ч дня) (рис. 2). Ранее существо-
вание суточных ритмов в накоплении транскрип-
тов РАР генов было показано нами у двухнедель-
ных проростков Arabidopsis [7] с наиболее выра-
женной амплитудой для генов РАР3, 5, 6, 8, 9 и 12.

Циркадные ритмы генерируются так называе-
мым центральным осциллятором, в основе рабо-
ты которого лежат транскрипционные механиз-
мы обратной связи. У Arabidopsis основными ком-
понентами центрального осциллятора являются
три гена CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIAT-

Рис. 1. Экспрессия генов PAP2 и PAP8 в сухих семенах, в ходе стратификации и на первых этапах роста проростков
A. thaliana на свету (а) и в темноте (б).

3.0 Сухие семена
48 ч стратификация
1 ч
6 ч
12 ч
24 ч
48 ч
72 ч

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь 

тр
ан

ск
ри

пт
ов

2.5

2.0

(a) (б)

1.5

1.0

0.5

PAP2 PAP2PAP8 PAP8
0

Рис. 2. Относительный уровень транскриптов избранных генов РАР после 6 и 12 ч прорастания в зависимости от вре-
мени начала этапа прорастания: (а) начало проращивания в 4 ч; (б) начало проращивания в 10 ч.
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ED1), LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) и
TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION1), а также
ряд дополнительных генов. CCA1 и LHY связыва-
ются с промотором TOC1, негативно регулируя
его экспрессию, тогда как TOC1, в свою очередь,
участвует в положительной регуляции CCA1 и
LHY [8]. Суточные кривые накопления тран-
скриптов центрального осциллятора при прорас-
тании с утренним пиком активности CCA1 и мак-
симумом экспрессии TOC1 в вечерние часы при-
ведены на рис. 3. Центральный осциллятор
ассоциирован с различными физиологическими
процессами посредством регуляции экспрессии
генов выхода (output genes). К их числу, напри-
мер, принадлежит ген SIG5, контролирующий
ритмы транскрипции пластидного гена psbD, а
также некоторых других пластидных генов (всего
12% пластидных генов, в регуляции которых
участвует SIG5) [9].

РАР гены, вероятно, также относятся к пулу
потенциальных генов выхода центрального ос-
циллятора, участвующих в регуляции циркадных
ритмов пластидной транскрипции. В пользу это-
го предположения свидетельствует наличие цис-
элементов в промоторах ряда РАР генов, связыва-
ющих компоненты центрального осциллятора
(http://www.athamap.de/). Эта информация в со-
вокупности с данными о регуляции осциллято-
ром других целевых генов аппарата транскрипции
(SIG1, 3, 4) [9] позволяет предположить возмож-
ность участия РАР генов в поддержании ритмичной
экспрессии генов пластидного кодирования в со-
ответствии со временем суток. Среди гипотетиче-
ских кандидатов такого контроля – ген psbA, ко-
дирующий D1 белок фотосистемы II. Известно,
что, наряду с генами сигма факторов, специфиче-
ским регулятором его экспрессии является ген
PAP2 [10].

Различия в уровне экспрессии РАР генов при
прорастании могли объясняться не только интен-
сивностью транскрипции и селективной стабиль-
ностью транскриптов, но и функциональной спе-

цифичностью белков. Так, например, белок РАР5
содержал домен PEST, характерный для коротко-
живущих белков [11]. К тому же, РАР5, будучи
белком ядерной и пластидной локализации, иг-
рает важную роль на начальном этапе биогенеза
хлоропластов при переходе от скотоморфогенеза
к фотоморфогенезу. Он необходим для формиро-
вания фототел при взаимодействии с фоторецеп-
тором phyB и деградации транскрипционных
факторов PIF1 и PIF3 (PHYTOCHROME INTER-
ACTING FACTORS 1 и 3), что снимает репрес-
сию с генов фотосинтеза [12]. С белком РАР5 в
ядре способен взаимодействовать PAP8, который
также представляет собой один из ключевых регу-
ляторов деэтиоляции. PAP8 участвует в опосредо-
ванной фитохромом трансдукции светового сиг-
нала, деградации PIF1 и PIF3, стабилизации HY5
(ELONGATED HYPOCOTYL5) и накоплении
транскриптов GLK 1 и 2 (GOLDEN2-LIKE 1 и 2),
отвечающих за экспрессию ядерных фотосинте-
тических генов [13].

РАР6, в свою очередь, способен взаимодейство-
вать с тиоредоксиновым доменом РАР10/trxZ in vi-
vo, и повышенная экспрессия обоих генов, кодиру-
ющих эти белки в первые часы прорастания, могла
быть связана с защитой транскрипционного аппа-
рата пластид от окислительного стресса, который
возникает в ходе деэтиоляции. Высокие уровни
относительной экспрессии, особенно на этапе
раннего развития проростков, отмечены также
для гена РАР12. Известно, что в дрожжевой двуги-
бридной системе PAP12 взаимодействует с белками
PAP3, 5, 6 и 7, которые участвуют в регуляции ре-
докс состояний, процессах фосфорилирования и
фитохром-зависимом световом сигналинге [14].

Динамика накопления транскриптов РАР в це-
лом соответствовала значениям экспрессии генов
РНК полимеразы пластидного кодирования rpoB
и rpoA. Максимум их экспрессии на свету наблю-
дался через 72 ч, а в темноте через 48 ч после нача-
ла прорастания, но уже через 6 ч после начала
прорастания содержание транскриптов этих ге-

Рис. 3. Кривые накопления транскриптов генов центрального осциллятора в первые сутки прорастания A. thaliana в
темноте.
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нов существенно превышало их уровень в сухих
семенах и к исходу стратификации (рис. 4). При
этом содержание транскриптов NEP, RPOTp и

RPOTmp достигало максимальных значений через
1 ч после начала прорастания в темноте и через 6 ч
на свету, после чего снижалась. Таким образом,
обе системы пластидной транскрипции, NEP и
PEP, индуцировались непосредственно после на-
чала прорастания, что соответствовало данным
Demarsy et al. [15], согласно которым не только
NEP, но и РЕР активны в еще не фотосинтезиру-
ющих пластидах прорастающих семян. Особо от-
метим, что активация экспрессии генов РАР, как
составной части системы пластидной транскрип-
ции, также происходит уже к исходу стратифика-
ции и нарастает в процессе становления трас-
крипционной системы пластид как на свету, так и
в темноте. Это говорит о том, что, по крайней ме-
ре на уровне мРНК, РАР необходимы для нор-
мального биогенеза пластид с самых ранних эта-
пов прорастания.

Таким образом, нам впервые удалось показать,
что экспрессия генов РАР при прорастании семян
регулируется факторами световой, онтогенетиче-
ской и циркадной природы. При этом кинетика
накопления транскриптов индивидуальных ге-
нов, очевидно, определялась их функциональной
специфичностью наряду с механизмами корегу-
ляции, интегрирующими работу компонентов
транскрипционного аппарата пластид.
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ONTOGENETIC, LIGHT AND CIRCADIAN REGULATION 
OF PAP PROTEIN GENES DURING SEED GERMINATION 

OF ARABIDOPSIS THALIANA
A. A. Andreevaa, N. V. Kudryakovaa,#,

Сorresponding Мember of the RAS Vl. V. Kuznetsova, and V. V. Kusnetsova

a Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mail: nvkudryakova@mail.ru

The expression profiles of the PAP genes encoding proteins associated with plastid multisubunit RNA poly-
merase were studied in dry seeds, during germination, and at the early stages of seedling establishment of Ara-
bidopsis thaliana. A detailed analysis of the transcript levels by RT PCR showed that the transition of seeds
from dormancy to active growth is accompanied by a drastic increase in the transcript accumulation of all
studied genes on the first day of germination, both in the light and in darkness. Subsequent, changes in tran-
script levels differed among PAP genes and were apparently determined by their functional specificity. It was
established for the first time that the expression of individual PAP genes is regulated, by circadian rhythms,
in addition to factors of ontogenetic and light nature.

Keywords: Arabidopsis thaliana, deetiolation, PAP genes, plastid transcription, seed germination



<<
  /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


