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К ассоциативным симбиозам относят много�
численные взаимодействия растений с разнооб�
разными колонизирующими корень диазотрофа�
ми, например с бактериями родов Azotobacter,
Azospyrillum, Bacillus, Bejerinkia, Derxia, Klebsiella,
некоторыми штаммами Clostridium, цианобактери�
ями родов Anabaena, Calothrix, Gloeothrichia, Nostoc,
фотосинтезирующими бактериями родов Chroma�
tium, Rhodospirillum, археями Methanococcus [1, 2].
Эффективность азотфиксации в подобных систе�
мах по сравнению с клубеньковыми симбиозами
незначительна, однако ассоциативные азотфикса�
торы помогают растению в его росте и развитии
путем синтеза фитогормонов, улучшения мине�
рального питания, защиты от фитопатогенов и
разрушения токсических веществ [3].

Ризосфера, в отличие от азотфиксирующих
клубеньков, не является структурно ограниченной
симбиотической нишей и специфичность ее коло�
низации почвенными микробами относительно
невелика. Однако состав ризосферной микрофло�
ры можно сделать гораздо более контролируемым
путем придания растению способности синтези�
ровать специфические вещества, распознаваемые
определенными микросимбионтами. Использова�
ние подобной стратегии дает ключ к конструиро�
ванию “искусственной ризосферы”, специфиче�
ски колонизируемой только теми микробами, ко�
торые выполняют полезные для растений
трофические, ростостимулирующие или защит�
ные функции [4].

Лектины – белки, способные узнавать и изби�
рательно связывать разнообразные углеводы. Как
показали исследования последних лет, функции
лектинов у растений чрезвычайно многообразны.
Эти белки участвуют в межклеточных взаимодей�
ствиях, регулируют взаимоотношения с бактерия�
ми�симбионтами, защищают растения от патоген�
ных бактерий и грибов и от растительноядных жи�
вотных, участвуют в транспорте гормонов, белков
и РНК, а также влияют на деление, рост и диффе�
ренцировку клеток. Накопленные за последние
десятилетия данные свидетельствуют о том, что,
по крайней мере, лектины злаковых и бобовых
растений могут связываться с бактериями�сим�
бионтами, в том числе и с ассоциативными, вызы�
вая у них перестройки, значимые для формирова�
ния и функционирования симбиоза [5]. Таким об�
разом, модификация процессов узнавания и
ранних симбиотических взаимодействий с помо�
щью лектинов – это интересный эксперименталь�
ный подход для получения новых симбиозов рас�
тений с азотфиксирующими микроорганизмами.

Вирулентные штаммы Agrobacterium rhizogenes,
содержащие Ri�плазмиды, способны трансформи�
ровать клетки многих двудольных растений с обра�
зованием “бородатых корней”. Растения, которые
регенерируют из такой трансформированной тка�
ни, часто морфологически изменены из�за встраи�
вания в геном растения дополнительного локуса rol.
Это значительно ограничивает возможности ком�
мерческого использования подобных растений [6].

БИОИНЖЕНЕРИЯ СИМБИОТИЧЕСКИХ СИСТЕМ: СОЗДАНИЕ НОВЫХ 
АССОЦИАТИВНЫХ СИМБИОЗОВ С ПОМОЩЬЮ ЛЕКТИНОВ

НА ПРИМЕРЕ ТАБАКА И РАПСА

© 2011 г.   З. Р. Вершинина, Ан. Х. Баймиев, Д. К. Благова, А. В. Князев,
Ал. Х. Баймиев, А. В. Чемерис

Учреждение Российской академии наук Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН, Уфа, 450054 
e�mail: zilyaver@mail.ru

Поступила в редакцию 18.04.2010 г.

С помощью дикого штамма Agrobacterium rhizogenes 15834, трансформированного плазмидой
pCAMBIA 1305.1, содержащей полноразмерный ген лектина гороха посевного psl, получены транс�
генные по гену лектина “бородатые корни” на табаке и рапсе. Исследовано влияние экспрессии ге�
на лектина на колонизацию трансгенных корней симбионтом гороха посевного Rhizobium legumi�
nosarum. Численность адгезированных бактерий на трансформированных геном лектина корнях
оказалась выше в ≈14 (табак) и ≈37 (рапс) раз, по сравнению с контролем, что доказывает взаимо�
действие R. leguminosarum с лектином гороха на поверхности трансформированных корней табака и
рапса. Разработанный экспериментальный подход, основанный на симуляции процессов узнава�
ния и ранних симбиотических взаимодействий с помощью лектинов бобовых растений, в перспек�
тиве может быть использован для получения стабильных ассоциаций экономически ценных несим�
биотрофных видов растений с ризобиями. 
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Однако трансгенные “бородатые корни” – это за�
мечательная модель для проведения различного ро�
да экспериментов, в том числе и по созданию искус�
ственных симбиотических систем [7–10]. В ряде ра�
бот показано, что “бородатые корни” способны к
нормальному клубенькообразованию с различны�
ми микросимбионтами [11, 12]. 

Табак (Nicotiana tabaccum) и рапс (Brassica napus
L. var. napus) входят в число несимбиотрофных ви�
дов растений, которые не вступают в симбиоз ни с
ризобиями, ни с актиномицетами [13], поэтому
большой интерес вызывает создание искусствен�
ных ассоциативных симбиозов этих растений с
клубеньковыми бактериями. Отметим, что табак –
прекрасное модельное растение для генетических
манипуляций, а рапс является одной из наиболее
ценных и перспективных сельскохозяйственных
культур. 

На сегодняшний день существуют несколько
работ по созданию ассоциаций каллусной ткани
табака с различными азотфиксирующими микро�
симбионтами, в частности с ризобиями [14] и ци�
анобактериями [15]. Также на корнях табака были
получены азотфиксирующие псевдоклубеньки
при использовании ассоциативных комплексов
микроорганизмов, выделенных из природных
синцианозов саговниковых растений и папорот�
ников рода Azolla [16].

Подавляющее большинство работ по ассоциа�
тивным микросимбионтам рапса посвящены улуч�
шению минерального питания растений. Delftia aci�
dovorans и Achromobacter piechaudii ускоряют рост
растений и повышают урожайность, так как актив�
но участвуют в метаболизме соединений серы [17].
Представители родов Micrococcus, Rhodococcus, Ba�
cillus и Azotobacter могут выступать в качестве ассо�
циативных азотфиксирующих партнеров [18]. 

Клубеньковые бактерии рода Rhizobium, фик�
сирующие азот в симбиозе с бобовыми растения�
ми, могут выступать в качестве ассоциативных
микросимбионтов для многих экономически цен�
ных небобовых культур, таких, как рис, кукуруза,
пшеница, рапс, подсолнечник и т.д. Эти бактерии
способны колонизировать корневую систему и по�
вышать урожайность растений, выделяя ростости�
мулирующие вещества и защищая от фитопатоге�
нов. Как показали исследования последних лет, ри�
зобии принимают активное участие в усвоении
растениями труднорастворимых соединений фос�
фора и даже, проникая в надземную часть растения,
могут усиливать процесс фотосинтеза [19–27]. По�
этому получение искусственных симбиотических
ассоциаций этих бактерий является одними из наи�
более перспективных направлений на пути созда�
ния экологически ориентированного сельского хо�
зяйства.

В данной работе был использован ген лектина
гороха посевного psl, так как этот лектин является

наиболее изученным по сравнению с лектинами
других бобовых растений, и природный микро�
симбионт гороха посевного R. leguminosarum bv.
viceae.

Цель работы – получение трансгенных по гену
лектина гороха посевного (psl) “бородатых кор�
ней” на табаке и рапсе и анализ колонизации
трансгенных корней симбионтом гороха посевно�
го Rhizobium leguminosarum bv. viceae.

МЕТОДИКА

Вектор для трансформации растений и бактери6
альные штаммы. В экспериментах был использо�
ван бинарный вектор pCAMBIA1305.1, любезно
предоставленный фирмой “Cambia” (Австралия)
[http://www.cambia.org.au]. Данный вектор, спо�
собный реплицироваться в клетках и E. coli и Agro�
bacterium sp., содержит в области Т�ДНК репортер�
ный ген gus с каталазным интроном, ответствен�
ный за расщепление β�D�глюкуронидов, и
селективный ген hptII гигромицинфосфотрансфе�
разы, придающей устойчивость к гигромицину.
Для анализа симбиотических реакций в Т�ДНК
вектора был клонирован ген лектина гороха посев�
ного psl [28] под контролем 35S промотора вируса
мозаики цветной капусты (рис. 1). Генетическая
конструкция pCAMBIA1305.1�psl была перенесена
методом электропорации в штамм Agrobacterium
rhizogenes ATCC 15834, полученный из коллекции
Всероссийского научно�исследовательского ин�
ститута сельскохозяйственной микробиологии
РАСХН (Санкт�Петербург).

Для экспериментов по получению “бородатых
корней” использовали 2 сут культуры A. rhizogenes
(pCAMBIA1305.1�psl) и A. rhizogenes (исходный), вы�
ращенные при 28°С на качалке (150 об/мин) в жид�
кой среде TY (состав %): дрожжевой экстракт –
0.1, бакто�триптон – 1, CaCl2 – 0.1), с добавлени�
ем 100 мг/л канамицина и 200 мкМ ацетосирин�
гона в первом случае, и только ацетосирингона во
втором [29]. 

Перед инокуляцией культуры агробактерий цен�
трифугировали (2054 g, 10 мин) и ресуспендировали
в жидкой среде Min A [30]. Плотность суспензии аг�
робактерий была доведена до 108 КОЕ/мл с исполь�
зованием спектрофотометра СФ�46 (Россия). 

Получение “бородатых корней” на листовых пла6
стинках табака. Для получения “бородатых кор�
ней” были использованы растения Nicotiana
tabacum сорта SR�1 2 мес возраста. Срезались ли�
стья табака от здорового растения, росшего в стан�
дартных условиях полива, температуры и освеще�
ния [31]. Листья промывали 70%�ным этанолом,
затем стерилизовали с дальнейшей 5�кратной про�
мывкой стерильной дистиллированной водой. По�
сле этих процедур листья переносили в стериль�
ные чашки Петри, отрезали побелевшие края и
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стерильным скальпелем нарезали на экспланты
размером примерно 0.5 см2. Далее экспланты вы�
держивали в течение 15 мин в суспензии агробак�
терий и переносили в чашки Петри, содержащие
по 20–25 мл агаризованной среды MS [32]. Часть
эксплантов оставляли в качестве контроля и пере�
носили в чашки Петри без инокуляции агробакте�
риями. После 4 сут совместного культивирования
производилась отмывка эксплантов от агробакте�
рий и их помещение на среду MS с добавлением
аугментина и цефотаксима (по 250 мг/л). В даль�
нейшем тщательно следили за чашками, во избе�
жание их зарастания агробактериями и при необ�
ходимости экспланты промывали антибиотиком.

После достижения “бородатыми корнями”
длины 3–4 см проводили их гистохимический ана�
лиз на gus�активность и ПЦР�анализ ДНК на на�
личие гена лектина. В качестве контрольных “бо�
родатых корней” выступали корни, полученные с
помощью исходного штамма A. rhizogenes.

Получение композитных растений рапса. По�
верхность семян рапса сорта Hanna стерилизовали
в течение 1 мин в 70%�ном спирте и затем 20 мин в
5%�ном растворе гипохлорита натрия с добавле�
нием нескольких капель Tвин�20. После 5�крат�
ной промывки стерильной водой семена проращи�

вали на среде, содержащей половину дозы солей
среды MS, 10% сахарозы, 8 г/л агарозы (рН 5.7), в
течение 1 сут при 8°С в темноте, а затем в течение
4–5 сут при 25°С и 16�часовом световом дне в кли�
матической камере KBW 240 (“Binder”, Германия).

Недельные проростки растений длиной 1–2 см
инокулировали суспензией A. rhizogenes с помощью
инсулинового шприца, делая укол в зоне гипокоти�
ля. Для повышения эффективности инокуляции
растения содержали в условиях высокой влажности.
Для получения контрольных “бородатых корней”
растения были инокулированы исходным штаммом
A. rhizogenes (без pCAMBIA1305.1�psl).

После достижения “бородатыми корнями”
длины 3–4 см проводили их гистохимический ана�
лиз на gus�активность и ПЦР�анализ ДНК на на�
личие гена лектина. У проростков с положитель�
ным результатом в обоих случаях отрезали настоя�
щий корень и растения сажали “бородатыми
корнями” в стакан со стерильным вермикулитом,
насыщенным 1%�ной стерильной средой Хоглан�
да–Арнона [33]. Таким образом, мы получили
композитные растения, состоящие из трансгенно�
го корня и нетрансгенной надземной части. В ка�
честве контрольных композитных растений вы�
ступали проростки с “бородатыми корнями”, по�
лученными с помощью исходного штамма
A. rhizogenes. 

Анализ β6глюкуронидазной (gus) активности. Ги�
стохимический gus�анализ проводили по методу,
описанному Джефферсоном [34] с небольшими
модификациями Касуги [35]. Кусочки “бородатых
корней” инкубировали в реактиве X�Gluc (состав:
1 мг/мл 5�бром�4�хлор�3�индолил�бета�D�глюк�
уронид, 0.5% тритон X�100, 100 мМ Na2ЭДТА, 20%
метанола, 0.5 мМ K3Fe(CN)6, 0.5 мМ K4Fe(CN)6 и
50 мМ натриевый фосфатный буфер с pH 7.0).
Корни инкубировали при 37°С в течение ночи, вы�
держивали в 50%�ном растворе глицерина в воде и
микроскопировали.

ПЦР6анализ ДНК и РНК из “бородатых кор6
ней”. ДНК выделяли фенольно�хлороформным
методом. Выделение тотальной РНК и проведение
ревертазной реакции осуществляли с использова�
нием наборов TRizol Reagents (“Invitrogen”, США)
и GenePak RT Core НПФ (“Галарт�Диагности�
кум”, Россия). 

Наличие гена лектина psl в препаратах ДНК и
кДНК проверяли с помощью ПЦР с использова�
нием праймеров, фланкирующих участок гена
лектина [28] и стандартных наборов в амплифика�
торе Терцик МС2 (“ДНК�технология”, Россия)
при оптимальной для каждой пары праймеров
температуре отжига.

Обработка “бородатых корней” микросимбион6
том R. leguminosarum и подсчет количества адсорби6
рованных на поверхности корней ризобий. Для ино�
куляции “бородатых корней” использовали ри�
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Рис. 1. Схема клонирования гена лектина psl семян
гороха в составе вектора pCambia 1305.1.
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зобии R. leguminosarum bv. viceae, выделенные из
клубеньков гороха посевного. Видовую принад�
лежность бактерий определяли секвенированием
генов 16S рРНК. Для облегчения скрининга клу�
беньковые бактерии предварительно трансформи�
ровали плазмидой pCAMBIA1304 (несущей в об�
ласти Т�ДНК ген gus, способный экспрессиро�
ваться в бактериальных клетках), что позволяло
легко идентифицировать их по синему окрашива�
нию колоний, выросших на среде с X�Gluc. Бакте�
рии наращивали при 28°С в течение 2 сут в жидкой
среде TY до концентрации 108 КОЕ/мл. 

Колонизацию R. leguminosarum на поверхности
корней оценивали следующим образом. “Борода�
тые корни” опытных, с геном лектина гороха, и
контрольных эксплантов/композитных растений
разрезали на сегменты длиной 1 см, и по 100 мг
корней вносили в пробирки диаметром 20 мм,
длиною 10 см, содержащие по 3 мл суспензии
бактерий. Пробирки помещали на качалку
(130 об/мин) при комнатной температуре (19–

21°С). После инкубации с бактериями в течение
1 ч корни трижды отмывали стерильной средой TY
в течение 5 с на микрошейкере, гомогенизировали
в ступке и доводили объем стерильной средой TY
до 10 мл. После этого 0.1 мл суспензии из последо�
вательных десятикратных разведений рассевали на
чашки Петри с твердой средой TY и выращивали в
термостате при 28°С в течение 2 сут. Количество
адгезированных жизнеспособных клеток опреде�
ляли по числу выросших колоний R. leguminosa�
rum, которые идентифицировали по β�глюкурони�
дазной активности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Через 1 нед после инокуляции у 100% листо�
вых эксплантов табака по краям начинали появ�
ляться “бородатые корни” (рис. 2). На контроль�
ных эксплантах (неинокулированные) появления
корней не наблюдалось. Практически 50% всех
“бородатых корней”, полученных с помощью

(а) (б)

Рис. 2. Развитие “бородатых корней” на листовых пластинках табака: через 1 нед после инокуляции (а), через 2 нед
после инокуляции (б).

(а) (б)

Рис. 3. Развитие “бородатых корней” на рапсе: через 2 нед после инокуляции (а), через 3 нед после инокуляции (б).

0.5 см 0.5 см

0.5 см0.5 см

0.5 см
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штамма A. rhizogenes, несущего конструкцию
pCAMBIA1305.1�psl, оказались одновременно
трансформированными и gus, и psl, что подтверди�
ли gus�анализ и ПЦР на наличие и конститутив�
ную экспрессию на уровне мРНК гена лектина. В
качестве контроля были использованы “борода�
тые корни”, полученные с помощью исходного
штамма A. rhizogenes. Гистохимический и ПЦР ана�
лизы в этом случае дали отрицательный результат. 

В случае рапса у 25% проростков “бородатые
корни” появлялись в течение 2 нед после введения
суспензии агробактерий в гипокотиль (рис. 3). На
растениях, проколотых инсулиновым шприцом со
стерильной средой TY, появления корней не на�
блюдали. Трансгенная природа корней была под�
тверждена активностью gus�гена у 40% пророст�
ков, “бородатые корни” которых были получены с
помощью штамма A. rhizogenes, трансформирован�
ного pCAMBIA1305.1�psl (рис. 4). ПЦР�анализ
этих корней показал присутствие гена лектина и на
уровне мРНК его конститутивную экспрессию
(рис. 5). В качестве контроля были использованы
“бородатые корни”, полученные с помощью ис�
ходного штамма A. rhizogenes. ПЦР� и gus�анализы
в этом случае дали отрицательный результат. По�
лученные данные согласуются с результатами дру�
гих авторов, где на летних культурах рапса Drakkar,
Janetzki, Duplo, Andor и Topas были получены “бо�
родатые корни” с помощью этого же агропиново�
го штамма A. rhizogenes ATCC 15834 на 22% расте�
ний [36]. 

Котрансформированные геном лектина гороха
и контрольные (без этого гена) “бородатые корни”
композитных растений рапса и эксплантов табака
были обработаны микросимбионтом гороха по�
севного R. leguminosarum (рис. 6). Подсчет количе�
ства адсорбированных на поверхности корней ри�
зобий показал более чем на порядок увеличение
численности бактерий на трансформированных
геном psl корнях (в среднем ≈14 раз у табака и
≈37 раз у рапса), по сравнению с контрольными

“бородатыми корнями” (количества адгезирован�
ных бактерий представлены в таблице). При этом
был обнаружен достаточно большой разброс ре�
зультатов в опытах с трансгенными корнями. Воз�
можно, данный факт объясняется разным уровнем
экспрессии гена лектина гороха в “бородатых кор�
нях” (эффект положения гена является характер�
ным недостатком трансгенов, введенных с помо�
щью агробактериальной трансформации).

Известно, что адсорбция ризобий на корневых
волосках происходит за счет двойного специфич�

Рис. 4. Gus�анализ “бородатых корней”.

1 2 3 4 5

1000
750

Рис. 5. Электрофореграмма ОТ�ПЦР�анализа экс�
прессии гена лектина в “бородатых корнях”: 1 – кон�
троль на наличие ДНК в препарате мРНК, 2 – “боро�
датые корни”, в которых идет экспрессия гена лекти�
на, 3 – отрицательный контроль без генетического
материала, 4 – продукт ПЦР на наличие гена лектина
в “бородатых корнях”, 5 – 1 Kb ДНК маркер (250–
10000 п.н.).

Рис. 6. Корневые волоски на “бородатых корнях”, об�
работанных R. leguminosarum bv. viciae.

1 см

0.1 мм
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ного связывания лектина и с бактериями, и с рас�
тительными клетками. По всей видимости, лектин
индуцирует у ризобий синтез ряда факторов, кото�
рые могут специфично агглютинировать бактерии
с корнями растений. Таким образом, на первом
этапе бобово�ризобиального симбиоза бактерии
колонизируют ризоплану растения�хозяина, в ре�
зультате которой их численность в прикорневой
зоне возрастает на 3–4 порядка за счет взаимодей�
ствия их поверхностных липополисахаридов с рас�
тительными лектинами [7, 37, 38]. Разработанный
нами подход к созданию искусственных корневых
ассоциаций, основанный на использовании лек�
тинов в качестве трансгенов, позволил более чем
на порядок увеличить количество ризобий, коло�
низирующих трансформированные корни таких
несимбиотрофных растений, как табак и рапс. 

Хотя в природе табак не вступает в симбиоз с
ризобиями, ранее были попытки получить искус�
ственные ассоциации этих бактерий с каллусной
тканью табака. Была показана даже некоторая
нитрогеназная активность подобных систем [14]. В
случае рапса при обработке целлюлазой и пекто�
лиазой корневых волосков в присутствии ризобий
происходило образование клубеньков, морфоло�
гически и структурно подобных клубенькам бобо�
вых и обладающих незначительной нитрогеназной
активностью [39]. Следовательно, если обеспечить
специфическое взаимодействие ризобий с транс�
генными по гену лектина корневыми волосками
табака и рапса, то вполне возможно добиться, если
не получения настоящих клубеньков, то хотя бы
полноценных ассоциативных отношений между
этими растениями и ризобиями.

Создание искусственных азотфиксирующих ас�
социаций культурных растений с эндофитными
микроорганизмами, которые выделены из при�
родных симбиозов, является относительно новым
направлением в биоинженерии симбиотических
систем. На сегодняшний день уже выделены
штаммы Rhizobium, которые успешно колонизиру�
ют в природе корни небобовых растений. Напри�
мер, показано, что наиболее перспективными
штаммами для создания азотфиксирующих ассо�
циаций риса являются ризобии клевера R. legumi�
nosarum bv. trifolii R4, так как эти бактерии способ�
ны колонизировать корни и заселять межклетни�
ки, способствуя увеличению урожая [23–25]. В

случае кукурузы и латука в качестве подобного
штамма можно использовать ризобии фасоли
R. leguminosarum bv. phaseoli P31 и R1, которые
успешно колонизируют корни этих растений в
почве [21, 22]. Использование лектинов бобовых
растений в качестве трансгенов может стать следу�
ющим шагом к получению стабильных ассоциа�
ций экономически ценных несимбиотрофных ви�
дов растений с ризобиями. 

Данная работа проводилась при финансовой
поддержке ФЦП “Исследования и разработки по
приоритетным направлениям развития научно�
технологического комплекса России на 2007–
2012 годы” (госконтракт 02.518.11.7138), про�
граммы “Государственная поддержка молодых
российских ученых и ведущих научных школ Рос�
сии” (гранты МД�43.2008.4 и НШ�649.2008.4) и
гранта по инновационным исследованиям
“У.М.Н.И.К.” З.Р. Вершининой (ГР 001200850086).
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Abstract—“Barbate roots” in tobacco and colza transgenic on lectin gene were obtained with the use of a wild
strain of Agrobacterium rhizogenes 15834 transformed with pCAMBIA1305.1 plasmid containing the full�size
lectin gene (psl) from the Pisum sativum. Influence of expression of lectin gene on colonization of transgenic
roots with symbiont of pea (Rhizobium leguminosarum) was investigated. The number of adhered bacteria
onto the roots transformed with lectin gene was 14�fold and 37�fold higher in comparison with the control;
this confirms the interaction of R. leguminosarum with pea lectin at the surface of the transformed roots of
tobacco and colza. The developed experimental approach, based on the simulation of recognition processes
and early symbiotic interactions with lectins of pea plants, may, in perspective, be used for obtaining stable
associations of economically valuable, nonsymbiotrophic plant species with rhizobia.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /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 /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /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 <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /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 <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /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


