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НЕСОВМЕСТИМОСТИ P-9 В БАКТЕРИЯХ РОДА Pseudomonas
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Изучена способность плазмид биодеградации ε-капролактама (CАР плазмид), относящихся к P-2,
P-7 и P-9 группам несовместимости, и плазмид биодеградации нафталина (NAH плазмид) IncP-9 к
конъюгационному переносу в различные виды бактерий рода Pseudomonas, в том числе в PGPR
штаммы (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), и характер наследования плазмид в этих штаммах.
Показано, что частота конъюгационного переноса всех САР и NAH плазмид (независимо от при-
надлежности к группе несовместимости) в PGPR Pseudomonas была ниже частоты их переноса в
почвенные штаммы P. putida в среднем на один порядок. При этом выявлено, что выделение анти-
биотически активных метаболитов штаммами PGPR Pseudomonas не является причиной низкой ча-
стоты конъюгационного переноса плазмид биодеградации в них. Обнаружено, что стабильность на-
следования катаболических плазмид в неселективных условиях зависит от их принадлежности к той
или иной группе несовместимости, а также от штамма бактерии-хозяина. Так, все исследуемые CAP
и NAH плазмиды стабильно поддерживались в штаммах почвенных псевдомонад P. putida KT2442 и
BS394 в течение 100 генераций. Однако в клетках PGPR Pseudomonas стабильно поддерживались
только САР плазмиды Р-2 и P-7 групп несовместимости. САР и NAH плазмиды, относящиеся к раз-
личным подгруппам IncP-9, полностью элиминировались из клеток ризосферных псевдомонад. Та-
ким образом, в настоящей работе впервые выявлены особенности наследования катаболических
плазмид IncP-9 в клетках PGPR Pseudomonas.

Ключевые слова: PGPR Pseudomonas, плазмиды биодеградации, группы несовместимости, наследо-
вание плазмид.
DOI: 10.1134/S0016675819120038

Одним из перспективных подходов для очистки
загрязненных почв является фиторемедиация –
совместное применение растений и ассоциирован-
ных с ними микроорганизмов. Известно, что неко-
торые представители ризосферных бактерий рода
Pseudomonas способны улучшать рост растений за
счет синтеза фитогормонов и защиты растений от
фитопатогенов [1]. Такие полезные для растений
бактерии объединяют в специфическую группу,
которую принято называть PGPR Pseudomonas (Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria). Использование в
фиторемедиационных технологиях полифункцио-
нальных штаммов, обладающих комплексом полез-
ных признаков, в частности фитостимулирующими
свойствами и способностью к биодеградации орга-
нических поллютантов, представляется весьма
перспективным [2].

Бактерии рода Pseudomonas представляют со-
бой большую таксономическую группу видов,

проявляющих огромное метаболическое, физио-
логическое и генетическое разнообразие [3]. Сре-
ди свободноживущих почвенных псевдомонад
наиболее часто выделяются P. putida, тогда как в
ризосфере растений чаще всего представлены
другие виды псевдомонад: P. fluorescens, P. chlorora-
phis и P. protegens. Бактерии P. aeruginosa встречают-
ся в клинических материалах, почве и водоемах.

Способность к биодеградации у бактерий рода
Pseudomonas часто кодируется внехромосомными
генетическими элементами – плазмидами биоде-
градации (D-плазмиды), которые путем конъюга-
ционного переноса обеспечивают распространение
катаболических генов в микробных сообществах и
их адаптацию к изменяющимся условиям окружаю-
щей среды [4]. В системе классификации плазмид
псевдомонад насчитывается 14 групп несовмести-
мости (Inc) [5]. Принадлежность плазмиды к той
или иной группе несовместимости определяет
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круг ее бактериальных хозяев, способность к ста-
бильному существованию в клетке хозяина, а,
следовательно, судьбу генов биодеградации в
бактериальных популяциях. Часто способность к
утилизации ксенобиотиков и компонентов нефти
(капролактам, полициклические ароматические
углеводороды, н-алканы и др.) контролируется
плазмидами групп несовместимости P-2, P-7 и P-9
[6]. Наши многолетние исследования показали,
что наиболее распространенными в загрязненных
почвах являются штаммы-деструкторы, содержа-
щие плазмиды IncP-9. Несмотря на достаточно ши-
рокий круг бактериальных хозяев, катаболические
плазмиды Р-9 группы несовместимости выделяют-
ся преимущественно из штаммов P. putida, тогда как
IncP-7 плазмиды (узкий круг хозяев) обнаружива-
ются в штаммах P. fluorescens [7]. Для использования
плазмидосодержащих штаммов-деструкторов в фи-
торемедиационных технологиях целесообразно
изучать перенос катаболических плазмид и ста-
бильность их наследования в PGPR Pseudomonas, а
также условия, способствующие распростране-
нию плазмид биодеградации в бактериальных по-
пуляциях.

Цель настоящей работы – изучение способно-
сти катаболических плазмид IncP-9 (на примере
плазмид биодеградации ε-капролактама и нафта-
лина) к конъюгационному переносу в штаммы
PGPR Pseudomonas и характера их наследования в
этих штаммах.

В работе были использованы две группы
штаммов:

1) варианты штамма P. putida BS394 (Cys–SmRRifR),
содержащие различные САР и NAH плазмиды,
полученные ранее [8, 9]. В экспериментальной
работе эти штаммы были использованы в каче-
стве доноров плазмид;

2) реципиентами служили ризосферные штам-
мы PGPR Pseudomonas, являющиеся антагони-
стами фитопатогенных грибов и бактерий –
P. chlororaphis PCL1391 [10], P. fluorescens 2-79 [11],
P. chlororaphis BS1393 (ВKM В-2188D), P. chloro-
raphis OV17 (ВKM В-2391D), P. protegens 38a
(ВKM B-3228D), а также штамм P. putida
KT2442 (gfpKmRRifR), выделенный из почвы [12],
и P. aeruginosa ML4262 (Ile–Val–Met–His–Lys–), изо-
лированный из клинических материалов [13]. Бак-
терии культивировали на полноценной среде LB и
минеральной среде М9 при температуре 28°С. Ис-
точники углерода (глюкоза, капролактам) добав-
ляли в концентрации 0.1% (вес/объем), нафталин
наносили на перевернутую крышку чашки Петри.
Аминокислоты для ауксотрофных штаммов вноси-
ли в минеральную среду в концентрации 20 мкг/мл,
антибиотики (стрептомицин, канамицин и рифам-
пицин) – в конечной концентрации 100 мкг/мл.

В работе были исследованы плазмиды биоде-
градации нафталина pBS216 и NAH7, детермини-

рующие окисление этого соединения до метабо-
литов цикла Кребса и относящиеся к IncP-9, а
также плазмиды биодеградации капролактамa
pBS262 (IncP-2), pBS270 (IncP-7) и pBS267, pBS268
и pBS265 (все относятся к IncP-9). САР плазмиды
детерминируют разложение синтетического со-
единения ε-капролактама, которое используется
для производства нейлона-6, и широко распростра-
нены в местах, загрязненных отходами соответству-
ющих химических предприятий [14]. Конъюгаци-
онный перенос плазмид осуществляли методом Да-
на и Гонзалеса [15], частоту переноса определяли
отношением числа полученных трансконъюгантов
к общему числу клеток донора. Стабильность на-
следования плазмид проверяли путем последова-
тельных пересевов бактериальной культуры, до-
стигшей стационарной фазы роста в неселективных
условиях (LB-бульон) в течение 10 сут (100 генера-
ций), с последующим высевом на полноценную
питательную среду и проверкой у колоний со-
хранности плазмидных маркеров.

Антагонистическую активность штаммов PGPR
Pseudomonas по отношению к P. putida BS394 оце-
нивали капельно-диффузным методом.

Исходя из поставленной цели, в различные
штаммы псевдомонад, в том числе почвенные
(P. putida), ризосферные (P. chlororaphis, P. fluorescens,
P. protegens) и клинический изолят P. aeruginosa
ML4262, при помощи конъюгационного перено-
са были переданы САР плазмиды, относящиеся к
различным группам несовместимости: P-2
(pBS262), P-7 (pBS270) и P-9 (pBS267, pBS268,
pBS265) (табл. 1). Следует отметить, что частота
конъюгационного переноса всех САР плазмид в
ризосферные штаммы и в P. aeruginosa была ниже
частоты их переноса в штаммы P. putida в среднем
на один порядок и составляла около 10–7–10–8.
Было обнаружено также, что стабильность насле-
дования CAP плазмид при культивировании бак-
терий в неселективных условиях зависит от их
принадлежности к той или иной группе несовме-
стимости, а также от штамма бактерии-хозяина.
Так, все исследуемые CAP плазмиды стабильно
поддерживались в штаммах P. aeruginosa ML4262,
P. putida KT2442 и BS394 в течение 100 генераций.
Однако в клетках ризосферных псевдомонад ста-
бильно поддерживались только плазмиды pBS262
и pBS270, принадлежащие к Р-2 и P-7 группам не-
совместимости соответственно (табл. 1). Плазмиды
pBS265, pBS267, pBS268 (все относятся к IncP-9, но
выделены из разных географических районов
и/или различаются по размерам) полностью эли-
минировались из ризосферных псевдомонад. По-
лученные результаты свидетельствуют о том, что
САР плазмиды группы несовместимости Р-9, в
отличие от плазмид других групп, элиминируют-
ся из клеток ризосферных псевдомонад в отсут-
ствие селективного давления.
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Известно, что плазмиды IncР-9 характеризу-
ются полиморфностью генетических детерми-
нант, обеспечивающих инициацию репликации
[5]. На основании сиквенс-анализа выделено во-
семь подгрупп плазмид, различающихся по соста-
ву нуклеотидных последовательностей rep-гена и
oriV-сайта, при этом САР плазмиды формируют
отдельную подгруппу (γ-подгруппа) в молекуляр-
ной классификации плазмид IncР-9. Поскольку
rep-область служит основной функциональной
единицей, определяющей поддержание внехро-
мосомного элемента в бактериальной популяции,
представлялось интересным выяснить характер
наследования плазмид других подгрупп IncP-9 в
клетках почвенных и ризосферных псевдомонад.
Для этого был осуществлен перенос имеющихся в
нашем распоряжении плазмид биодеградации наф-
талина pBS216 (δ-подгруппа) и NAH7 (ζ-подгруп-
па) в соответствующие реципиентные штаммы.
Важно отметить, что исследуемые NAH плазми-
ды формируют отдельные, отличные от САР
плазмид, ветви на филогенетическом дереве
плазмид IncP-9 [5].

Донорами плазмид биодеградации нафталина
в скрещиваниях служили штаммы P. putida BS394
(pBS216) и BS394 (NAH7), полученные нами ра-
нее. Как и в случае САР плазмид, перенос pBS216 и
NAH7 в штамм P. putida KT2442 происходил с бо-
лее высокой частотой (10–6–10–7 на клетку доно-
ра), чем в штаммы PGPR Pseudomonas (10–8–10–9).
В ходе настоящей работы не удалось перенести
исследуемые плазмиды биодеградации нафтали-
на в P. aeruginosa ML4262.

Как было сказано выше, штаммы PGPR Pseu-
domonas могут продуцировать антибиотически ак-
тивные метаболиты, подавляющие рост различных
микроорганизмов, что могло снижать численность
клеток донорных штаммов при конъюгационном
переносе и, следовательно, влиять на частоту пере-
носа плазмид в ризосферные штаммы. В связи с
этим была изучена антагонистическая активность
PGPR Pseudomonas по отношению к P. putida
BS394. Эксперименты показали, что штаммы
P. chlororaphis BS1393, OV17, PCL1391, P. protegens
38а не подавляли рост P. putida BS394 (рис. 1). При
этом штаммы P. chlororaphis BS1393 и OV17 сохра-
няли характерную оранжевую пигментацию, что
свидетельствовало о продукции ими гидрокси-
производных феназин-1-карбоновой кислоты.
Из тестированных ризосферных штаммов только
P. fluorescens 2-79 проявлял антагонистическую
активность по отношению к P. putida BS394, тем не
менее конъюгационный перенос исследуемых
плазмид из P. putida BS394 в штамм P. fluorescens 2-79
происходил с той же частотой, что и в другие ри-
зосферные пседомонады. По-видимому, выделе-
ние антибиотически активных метаболитов
штаммами PGPR Pseudomonas не является причи-
ной низкой частоты конъюгационного переноса
плазмид биодеградации в них, а обусловлено дру-
гими факторами.

Сравнительный анализ стабильности NAH
плазмид в бактериях Pseudomonas выявил ту же за-
кономерность, что и для САР плазмид (табл. 2).
Плазмиды pBS216 и NAH7 стабильно наследова-
лись в клетках P. putida KT2442 и P. putida BS394 и с
высокой частотой элиминировались из ризосфер-

Таблица 1. Стабильность наследования САР плазмид в различных штаммах Pseudomonas

Примечание. * Данные приведены в % после культивирования штаммов в неселективных условиях в течение 100 генераций.
** Донорами плазмид служили природные штаммы-деструкторы капролактама P. putida. Во всех остальных скрещиваниях до-
норами плазмид служили варианты ауксотрофного штамма P. putida BS394, содержащие указанные САР плазмиды.

Реципиентный штамм
pBS262
IncP-2
450 тпн

pBS270
IncP-7
100 тпн

pBS267
IncP-9
140 тпн

pBS268
IncP-9
100 тпн

pBS265
IncP-9
140 тпн

Р. aeruginosa ML4262 100* 100 100 100 100

P. putida KT2442 100 100 100 100 100

P. putida BS394** 100 100 100 100 100

PGPR Pseudomonas

P. chlororaphis BS1393 95.7 ± 1.5 100 1.7 ± 0.6 0 0

P. chlororaphis OV17 57.3 ± 0.6 89.7 ± 5.0 0 0 0

P. protegens 38a 75.0 ± 2.0 97.7 ± 2.5 9.7 ± 2.1 0 12.0 ± 3.0

P. fluorescens 2-79 88.7 ± 1.5 98.3 ± 2.1 0 0 1.3 ± 0.6

P. chlororaphis PCL1391 93.3 ± 3.5 100 0 0 6.0 ± 1.0
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ных штаммов P. chlororaphis PCL1391, BS1393, OV17,
P. fluorescens 2-79 и P. protegens 38a. В большинстве
случаев плазмиды не обнаруживались в клетках ре-
ципиентов уже после 20–30 генераций. Исключение
составлял штамм P. chlororaphis PCL1391 (pBS216), в
котором около 60% популяции сохранили плаз-
миду после 100 генераций.

Таким образом, в ходе настоящего исследования
впервые выявлены особенности наследования ка-
таболических плазмид IncP-9 в клетках ризосфер-
ных псевдомонад. На примере CAP и NAH плаз-
мид, относящихся к различным подгруппам IncP-9,
показана высокая степень их нестабильности в
штаммах PGPR Pseudomonas, в отличие от штам-
мов P. putida, которые, вероятно, являются более
подходящими хозяевами для этих плазмид. Обна-
руженные различия в характере наследования
этой группы внехромосомных элементов в различ-
ных штаммах бактерий Pseudomonas, по-видимо-
му, связаны со специфическим влиянием генома
клеток-хозяев на репликацию плазмидной ДНК и
распределение вновь образующихся молекул меж-
ду дочерними клетками. Данная работа привносит
дополнительные сведения о характере наследова-
ния одной из самых разнообразных и биотехноло-
гически значимых групп внехромосомных генети-
ческих элементов, а также указывает на необходи-
мость поиска оптимальных бактериальных хозяев
плазмид биодеградации ксенобиотиков при созда-
нии эффективных штаммов-деструкторов для ис-
пользования в фиторемедиации.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Рис. 1. Влияние ризосферных штаммов на рост P. puti-
da BS394. 1 – P. chlororaphis BS1393, 2 – P. chlororaphis
OV17, 3 – P. chlororaphis PCL1391, 4 – P. protegens 38а,
5 – P. fluorescens 2-79 (в центре).
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Таблица 2. Стабильность наследования NAH плазмид в различных штаммах Pseudomonas

Примечание. * Данные приведены в % после культивирования штаммов в неселективных условиях в течение 100 генераций.
** Донорами плазмид служили природные штаммы-деструкторы нафталина P. putida. Во всех остальных скрещиваниях доно-
рами плазмид служили варианты ауксотрофного штамма P. putida BS394, содержащие указанные NAH плазмиды.

Реципиентный штамм

pBS216
IncP-9

δ-подгруппа

NAH7
IncP-9

ζ-подгруппа

30 генераций 100 генераций 30 генераций 100 генераций

P. putida KT2442 100* 100 100 98.3 ± 1.5

P. putida BS394** 100 100 100 100

PGPR Pseudomonas

P. chlororaphis BS1393 29.3 ± 2.5 0 0 0

P. chlororaphis OV17 0 0 0 0

P. protegens 38a 100 1.7 ± 0.6 0 0

P. fluorescens 2-79 0 0 0 0

P. chlororaphis PCL1391 80.7 ± 3.5 60.0 ± 2.6 0 0
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Inheritance of INCP-9 Catabolic Plasmids in Pseudomonas Bacteria

T. Z. Esikovaa, T. O. Anokhinaa, L. I. Akhmetova, *, I. A. Koshelevaa, and A. M. Boronina

aPushchinsky Scientific Centre of Biological Research, Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms 
Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: lenarakhmetov@yandex.ru

This work investigated the capability of the conjugative transfer of epsilon-caprolactam biodegradation (CAP)
plasmids, belonging to incompatibility (Inc) groups P-2, P-7, P-9, and IncP-9 naphthalene biodegradation
(NAH) plasmids to various species of Pseudomonas bacteria, including strains of plant growth-promoting rhi-
zobacteria (PGPR), and the character of plasmid inheritance in these strains. The frequency of the conjuga-
tive transfer of all CAP and NAH plasmids (irrespective of their Inc groups) into Pseudomonas PGPR was
shown to be lower than that into P. putida soil strains by more than an order of magnitude. The low frequency
of conjugative transfer was found not to be caused by secretion of antibiotically active metabolites by Pseudomo-
nas PGPR strains. Stability of inheritance of catabolic plasmids under nonselective conditions was established
to depend on their Inc group and bacterial host strain. Thus, all investigated plasmids were stably maintained in
P. putida KT2442 and BS394 strains for at least 100 generations. However, only CAP plasmids of IncP-2 and
IncP-7 groups were stably maintained in Pseudomonas PGPR cells. CAP and NAH plasmids of different IncP-
9 subgroups were eliminated from cells of rhizosphere pseudomonads within several generations. Thus, the work
first revealed inheritance features of IncP-9 catabolic plasmids in Pseudomonas PGPR cells.

Keywords: Pseudomonas PGPR, biodegradation plasmids, incompatibility groups, plasmid inheritance.



<<
  /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


