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Hedysarum theinum Krasnob. (Fabaceae L.) – ко�
пеечник чайный, или “красный корень”, – явля�
ется эндемиком Алтае�Саянской флористической
провинции. Вид распространен в Центральном и
Юго�Западном Алтае, Тарбагатае, Джунгарском
Алатау и на севере Тянь�Шаня [1, 2]. Естественные
местообитания H. theinum ограничены гумидны�
ми высокогорьями, где он встречается на альпий�
ских и субальпийских лугах, каменистых склонах,
галечниковых отмелях рек. 

Вид был описан на основании сборов растений
из альпийского пояса гор Юго�Западного Алтая,
отличающихся высоким габитусом, особенностями
морфологии и выраженными тонизирующими
свойствами настоя корней, широко употребляемо�
го местным населением [1]. Последующие биохи�
мические исследования показали высокое содержа�
ние в корнях копеечника чайного изофлавоноидов,
известных как фитоэстрогены: формононетин,
формононетин гликозид и др. [3, 4].

Неконтролируемые сборы корней H. theinum,
возросшие за последние десятилетия, на фоне мед�
ленных темпов роста растений и возобновления по�
пуляций [5] привели к почти полному уничтоже�
нию наиболее доступных местонахождений на тер�
ритории Алтая, что послужило причиной для
внесения вида в список редких для республики Гор�
ный Алтай [6, 7]. Вид находится под защитой на тер�
ритории Катунского биосферного заповедника,

Сумультинского республиканского комплексного
заказника и двух памятников природы: “Мультин�
ские озера” и “Большой Яломанский” [8].

Для оценки состояния популяций узколокаль�
ных, эндемичных видов и прогнозирования ди�
намики их развития наряду с изучением демогра�
фической структуры, особенностей биологии и
репродукции важным аспектом является выявле�
ние популяционно�генетической конституции
этих видов [9, 10].

Ведущими генетическими факторами, повы�
шающими риск угрозы существованию редких
видов, считаются близкородственные скрещива�
ния, вызывающие повышение доли гомозигот в
популяциях, аккумуляцию летальных мутаций и
сокращение дрейфа генов, что в свою очередь
приводит к снижению плодовитости особей и их
адаптивных качеств [10]. В последние десятиле�
тия для проведения генетического анализа широ�
кое распространение получили молекулярные
методы [9, 11, 12]. Так, AFLP� (Amplified fragment
length polymorphism) и RFLP� (Restriction frag�
ment length polymorphism) маркеры были исполь�
зованы для выявления внутривидового полимор�
физма у Hedysarum coronarium L. [13, 14], изучения
родства и филогении средиземноморских пред�
ставителей рода Hedysarum [15], идентификации
корней копеечника в составе лекарственных пре�
паратов [16].
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Межмикросателлитные молекулярные марке�
ры (Inter simple sequence repeats, ISSRs), отличаю�
щиеся меньшей длиной, высокой частотой встре�
чаемости в геноме высших растений и гипервари�
абельностью [12], были применены для оценки
изменчивости ряда видов и сортов копеечника
[17, 18]. Однако до сих пор изменчивость и попу�
ляционная структура Алтае�Саянского эндемика
H. theinum остаются малоизученными [19]. В на�
стоящей статье представлен анализ генетической
вариабельности H. theinum на внутри� и межпопу�

ляционном уровне, что позволит определить оп�
тимальные методы охраны вида, в том числе со�
здание банка генотипов в условиях in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объектов исследования был ис�
пользован материал 36 растений из четырех попу�
ляций Hedysarum theinum, расположенных на тер�
ритории республики Горный Алтай (рис. 1): 1) по�
пуляция Озерная; 2) Тальмень; 3) Красная и
4) Семинская. Растительный материал был со�
бран с 6–12 случайно выбранных растений из
каждой популяции и высушен в силикагеле.

ДНК экстрагировали методом, предложенным
Doyle и Doyle [20], с небольшими модификация�
ми. Чистоту и концентрацию полученных экс�
трактов ДНК определяли спектрофотометриче�
ски (Eppendorf, Germany). Чистота ДНК была
рассчитана как соотношение величин оптиче�
ской силы экстракта при длине волн 260 и 280 нм.

Среди 40 ISSR�праймеров шесть были отобра�
ны для изучения изменчивости H. theinum благо�
даря высокому полиморфизму амплифициро�
ванных фрагментов и репрезентативности полу�
ченного ISSR�профиля (табл. 1). Процедура
амплификации проводилась в 2–5 повторностях.
Реакционная ПЦР�смесь объемом 25 мкл содер�
жала 2.7 мМ MgCl2, 1.25 мМ праймера, 0.4 мМ мо�
нонуклеотидов, 1× PCR�буфер, 1.5 ед. Taq ДНК�
полимеразы (Медиген, Россия) и 50 нг матрицы.
Программа амплификации состояла из 1.30 мин
при 94°C; 35 циклов амплификации: 0.40 мин при
94°C, 0.45 мин отжига при 42–64°C и 1.30 мин при
72°C; 5 мин при 72°C. ПЦР проводили в С 1000
Thermal Cycler (BioRad Laboratories, USA). Для
каждого праймера оптимальную температуру от�
жига Tоптим. подбирали эмпирически. Продукты
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Рис. 1. Места сбора образцов Hedysarum theinum. На
карте обозначены популяции: 1 – Озерная, 2 – Таль�
мень, 3 – Красная, 4 – Семинская.

Таблица 1. Характеристики ISSR�праймеров, использованных для изучения генетического полиморфизма
Hedysarum theinum

Праймер
Температура отжига, °С Кол�во ампликонов

(в т.ч. полиморфных, %) Rp Ib x
Ттеор. Топтим.

(AC)8CG 56 47 35 (100.0) 13.055 0.373 75

(AG)10G 66 64 25 (96.0) 10.111 0.405 56

(CA)6AG 42 47 10 (90.0) 3.056 0.306 8

(CA)6GG 44 42 30 (96.7) 11.278 0.376 63

(CA)6RG* 43 49 21 (90.5) 6.612 0.315 32

(CTC)3GC 38 42 11 (90.0) 2.167 0.197 3

В среднем – – 22 (93.9) 7.713 0.329 39.5

Всего – – 132 (95.5) 46.277 1.971 237

Примечание. Rp – разрешающая сила, Ib – информативность, x – количество генотипов, которое может быть идентифицировано. 
* R = (A, G).
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амплификации разделяли электрофоретически в
1.5%�ном агарозном геле в 1× TBE�буфере путем
погружения 8 мкл амплификационной смеси в
карман геля. Разделение продолжали до достиже�
ния индикатором бромфеноловый голубой про�
тивоположного края геля. Полученные ISSR�
фрагменты были окрашены 0.1% SYBR�Green
(Медиген, Россия), который добавляли в ампли�
фикационную смесь перед разделением в геле, и
сфотографированы в УФ�свете. Размер амплифи�
цированных фрагментов определяли с помощью
молекулярного маркера массы (Медиген, Россия).

Каждый амплифицированный фрагмент рас�
сматривался как доминантный маркер и для изу�
чаемых образцов отмечалось его присутствие, т.е.
наличие признака (1), либо отсутствие (0). Разре�
шающая сила праймеров (Rp) была рассчитана в
соответствии с формулой, предложенной Prevost
и Wilkinson [21]: Rp = Σ Ib. Информативность
праймера (Ib) определялась следующим образом:
Ib = 1 – (2 × |0.5 – p|), где p – доля образцов, содер�
жащих данный маркер. Соотношение между раз�
решающей силой праймера и количеством гено�
типов, которое может быть идентифицировано с
его помощью (x), было определено по формуле
[21]: Rp = 0.15x + 1.78.

Информационный индекс Шеннона (H) рас�
считывался на внутри� (Hpop) и межпопуляцион�
ном уровне (Hsp) согласно формуле [22, 23]: H =
= ⎯Σ pilоg2pi, где pi – частота встречаемости ам�
пликона. Доля внутрипопуляционной изменчи�
вости на основе индекса Шеннона рассчитыва�
лась соотношением (Hpop/Hsp) × 100; доля межпо�
пуляционной изменчивости (Gst) определялась
как (Hsp – Hpop)/Hsp × 100. Генетическое разнооб�
разие внутри популяций рассчитывалось по фор�
муле Nei и Li [24]: Sxy = 2Nxy/(Nx + Ny), где Nxy –

количество ампликонов, общих для популяций X
и Y, Nx и Ny – количество ампликонов, отмечен�
ное для популяций X и Y соответственно. Индекс
генетической идентичности (I) определялся по
формуле Nei [25]: I = Jxy/(Jx + Jy)0.5, где Jxy = Σ pixpiy,

Jx = Σ , Jy = Σ , где pix и piy – частота аллеля i
в популяции X и Y соответственно. Величина ге�
нетической дистанции (D) была рассчитана как
D = –ln [I] [25].

Анализ молекулярной изменчивости AMOVA
проведен с помощью программы GenAlEx 6.4
[26]. Кластерный анализ выполнен на основе ин�
декса генетических дистанций Nei [27] методом
UPGMA (unweighted pair�group method with the
arithmetic mean) с помощью программы TFPGA
1.3 [28]. Значения бутстреп рассчитывались для
1000 повторов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Чистота полученных экстрактов ДНК варьи�
ровала от 1.21 до 2.98 и в среднем составила 1.74,
концентрация составила от 60 до 560 нг ДНК на
5 мг высушенного материала. Было выявлено 132
воспроизводимых ISSR�ампликона размером от
300 до 1700 пн, из них 126 – полиморфные (95.5%).
Использованные в работе ISSR�праймеры имеют
динуклеотидное строение, за исключением
(CTC)3GC. Последовательности (AG)n, (AC)n и
(GA)n оказались наиболее частыми в геноме H.
theinum. Пример ISSR�профиля H. theinum, полу�
ченного при амплификации с праймером
(CA)6AG, приведен на рис. 2.

В зависимости от праймера было получено 10–
35 ПЦР�фрагментов, что в среднем составило 22
(табл. 1). Маркеры, специфичные для той или
иной популяции, выявлены не были. Разрешаю�
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Рис. 2. ISSR�профиль 36 образцов H. theinum, полученный при амплификации с праймером (CA)6AG (Ta = 47°).
M – молекулярный маркер массы; C – отрицательный контроль.
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щая сила праймеров варьировала от 2.167 до
13.055 и в среднем составила 7.713. Информатив�
ность праймеров была установлена в пределах от
0.197 до 0.405, что в среднем было равно 0.329.
Наибольшие показатели разрешающей силы
(Rp = 13.055) и информативности (Ib = 0.405) от�
мечены для праймеров (AC)8CG и (AG)10G соот�
ветственно. Количество генотипов, которое мо�
жет быть идентифицировано при использовании
исследованных праймеров, варьировало от 3 до 75
и в среднем составило 39.

Величина внутрипопуляционной изменчиво�
сти S, предложенная Nei и Li [23], составила от
0.357 до 0.639 и в среднем была равна 0.475 (табл. 2).
Для каждой из исследованных популяций число
ампликонов изменялось в пределах от 76 до 112 с
долей полиморфных ампликонов 72–88%. Среди
изученных популяций наибольшее значение гене�
тической идентичности I, равное 0.919 (табл. 3), бы�
ло выявлено для популяций Тальмень и Озерная,
несколько меньшая величина отмечена для попу�
ляций Семинская и Красная (0.900). Средние
значения величин генетической идентичности (I)
и дивергенции (D) для популяций H. theinum со�
ставили 0.875 и 0.139 соответственно. Все изучен�
ные популяции характеризовались значением ге�
нетической изменчивости Шеннона H0 в диапа�
зоне от 3.83 до 6.18 (табл. 4). Значение индекса
внутрипопуляционной изменчивости (Hpop/Hsp =
= 70.5) оказалось выше значения межпопуляци�
онной изменчивости (Gst = 29.5), что подтвержде�
но результатами теста AMOVA: величина изменчи�

вости внутри популяций составила 15.684 (88.2%),
между популяциями – 2.092 (11.8%). 

По данным UPGMA�анализа выявлено разде�
ление популяций H. theinum на две клады с бут�
стреп�поддержкой 100% (рис. 3). Первый кластер
содержит популяции Озерная и Тальмень (98%),
второй кластер представлен популяциями Крас�
ная и Семинская (85%).

ОБСУЖДЕНИЕ

По данным ISSR�анализа, все исследованые
образцы обладают индивидуальным паттерном,
что указывает на высокую разрешающую силу ме�
тода. Праймеры (AC)8CG, (AG)10G, (CA)6GG и
(CA)6RG имели положительный результат для
оценки генетической изменчивости H. theinum:
доля полиморфных ампликонов составила 90.5–
100%, величина разрешающей силы варьировала
от 6.6 до 13. Эффективность праймера (AG)10G
для изучения полиморфизма видов Hedysarum,
установленная ранее [17, 18], подтвердилась и для
исследования изменчивости H. theinum. Выявле�
но, что наряду с (AG)n�повторами наиболее ча�
стыми в геноме H. theinum являются микросател�
литные динуклеотидные последовательности
(AC)n и (CA)n. Установлено, что повтор CA в со�
ставе праймера более эффективен в случае, если
он заякорен динуклеотидом GG с 3'�конца.

Несмотря на узколокальный, эндемичный ха�
рактер распространения, Hedysarum theinum име�
ет высокие значения генетической вариабельно�
сти: Hsp = 7.71, Hpop = 5.44. Полученный результат

Таблица 2. Количество амплифицированных фрагментов, их полиморфизм и индекс генетической изменчиво�
сти Nei и Li [24] для популяций H. theinum

Популяция Объем выборки Кол�во ампликонов 
(в т.ч. полиморфных, %)

Внутрипопуляционная изменчивость, S

min max в среднем 

Озерная 8 95 (86.3) 0.185 0.732 0.486

Тальмень 10 104 (84.6) 0.176 0.718 0.419

Красная 12 112 (88.4) 0.205 0.660 0.639

Семинская 6 76 (72.4) 0.251 0.618 0.357

В среднем 9 96.8 (82.9) 0.204 0.682 0.475

Всего 36 132 (95.5) – – –

Таблица 3. Коэффициенты генетической идентичности, I (выше диагонали) и генетических дистанций, D (ниже
диагонали) (Nei, 1972), рассчитанные для популяций H. theinum

Популяция Озерная Тальмень Красная Семинская 

Озерная – 0.919 0.870 0.853

Тальмень 0.085 – 0.876 0.834

Красная 0.140 0.167 – 0.900

Семинская 0.159 0.182 0.106 –
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приближен к уровню вариабельности Hedysarum
coronarium L. (Sulla coronaria (L.) Medik.), распро�
страненного на территории Западного Средизем�
номорья и Туниса: Hsp = 8.99, Hpop = 6.28 [18], что
противоречит представлению, согласно которому
виды, имеющие узкий ареал, обладают меньшим
генетическим разнообразием, чем широкорас�
пространенные виды [29, 30]. Тем не менее дан�
ный феномен был неоднократно описан для ряда
эндемиков из разных семейств: Oxytropis chan#
kaensis [31], Euphorbia faurieri [32], Heliantus neglec#
tus [33] и др. Следовательно, размер ареала не дол�
жен рассматриваться как ключевой фактор, обу�
славливающий уровень вариабельности вида [30].
Наименьшая величина генетической изменчиво�
сти, отмеченная для популяции Семинская (табл.
4), вероятно, отражает ее северное, пограничное
положение на территории ареала, которое может
характеризоваться субоптимальными экологиче�
скими условиями, ведущими к снижению вариа�
бельности вида и дифференциации генпула [34,
35].

Анализ показал, что наибольшая вариабель�
ность H. theinum отмечена на внутрипопуляцион�
ном уровне: Hpop/Hsp = 70.5, что подтверждено ко�
эффициентом внутрипопуляционной изменчи�
вости Nei и Li [24], равным 0.475, и значением
индекса молекулярной изменчивости AMOVA
(88.2%). В то же время уровень межпопуляцион�
ной генетической вариабельности, выявленный
для H. theinum (Gst = 0.29), очень близок к уровню
вариабельности популяций Hedysarum coronarium L.
(Gst = 0.30) [18]. Высокий уровень изменчивости
H. theinum при значительном генетическом сход�
стве популяций подтверждается характером по�
лиморфизма запасных белков семян, выявлен�
ным для H. theinum [19], и соответствует преиму�
щественно перекрестному типу опыления этого
вида [36], способствующему свободному скрещи�
ванию и дрейфу генов [37].

Значительный генетический полиморфизм,
выявленный для H. theinum, свидетельствует об
эволюционном потенциале этого вида, который

тем не менее может обрести тенденцию к сокра�
щению, учитывая неконтролируемые возрастаю�
щие темпы заготовок красного корня и медлен�
ную смену поколений: продолжительность жизни
особей H. theinum достигает 80–90 лет и более [5].
Основываясь на особенностях выявленной в ходе
исследований популяционно�генетической струк�
туры H. theinum, для охраны вида нами были пред�
ложены следующие рекомендации. Во�первых,
высокий уровень генетической вариабельности
H. theinum указывает на возможность использова�
ния материала из небольшого числа популяций
при создании коллекции вида, в том числе ex situ.
Во�вторых, принимая во внимание незначитель�
ную величину популяционной дифференциации
вида, для его сохранения in situ можно рекомендо�
вать исключение из хозяйственного использова�
ния и охрану наиболее полиморфных популяций
H. theinum. Выявленная высокая вариабельность
ISSR�маркеров позволяет рассматривать ISSR�
анализ как эффективный и чувствительный ме�
тод, пригодный для паспортизации генотипов и
сортов H. theinum, оценки чистоты семенного мате�
риала и идентификации сырья, предназначенного
для изготовления лекарственных препаратов.
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Рис. 3. UPGMA�дендрограмма, отражающая взаимо�
отношения между четырьмя популяциями H. theinum
(Or – Озерная, Tl – Тальмень, Rm – Красная, Sp– Се�
минская), построенная методом расчета коэффици�
ента генетических расстояний Nei (1972). Цифрами в
узлах ветвления обозначена величина бутстреп�под�
держки.

Таблица 4. Значение индекса внутри� и межпопуляционной изменчивости Шеннона [22, 23] для популяций
H. theinum

Праймер Or Tl Rm Sp Hpop Hsp Hpop/Hsp, % Gst, %

(AC)8CG 8.90 11.18 11.59 8.78 10.11 13.06 77.4 22.6

(AG)10G 4.42 6.60 7.869 3.80 5.67 10.11 56.1 43.9

(CA)6AG 2.23 1.49 1.74 1.57 1.76 2.17 81.2 18.8

(CA)6GG 10.30 9.32 8.22 5.71 8.39 11.28 74.4 25.7

(CA)6RG 6.26 5.10 5.15 0.65 4.29 6.61 64.9 35.1

(CTC)3GC 2.36 2.36 2.53 2.45 2.42 3.06 79.3 20.7

H0 5.75 6.01 6.18 3.83 5.44 7.71 70.5 29.5

Примечание. Популяции: Or – Озерная, Tl – Тальмень, Rm –Красная, Sp – Семинская.
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Genetic Differentiation of Altai–Sayan Endemic Hedysarum theinum Krasnob. 
(Fabaceae) Evaluated by Inter�Simple Sequence Repeat Analysis

N. S. Zvyagina and O. V. Dorogina
Central Siberian Botanical Garden, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch, Novosibirsk, 630090 Russia

e#mail: zviagnat@rambler.ru

The objective of the research described in this paper was to evaluate the level of genetic variability and differ�
entiation between the populations of Hedysarum theinum Krasnob., endemic species of Altai–Sayan Moun�
tains. In this study, six inter�simple sequence repeat (ISSR) primers were used and generated a total of 132
molecular markers, 126 of which were polymorphic (95.5%). The large amount of DNA polymorphism at the
intrapopulation level (Hpop/Hsp = 70.5) was evinced by the analysis of a molecular variance (AMOVA) of
88.2%. The high genetic similarity (I = 0.875) detected between the populations of H. theinum reflects the
strongly restricted endemic range of H. theinum, which facilitates the gene flow among populations and out�
crossing. Due to the significant genetic diversity revealed among individuals against a background of moder�
ate population differentiation collecting samples for ex situ H. theinum conservation from a small number of
populations is acceptable. Finally, selected highly polymorphic ISSR markers produced consistently repeat�
able patterns are discussed as a powerful tool for genotype identification and the qualification of root feed�
stock.



<<
  /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


