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ВВЕДЕНИЕ

Соцветие пшеницы представляет собой колос.
Ось колоса состоит из члеников, на верхней части
каждого из которых, в уступах колосового стерж$
ня, расположено по одному сидячему колоску
(рис. 1а). Колосок – это редуцированная ветвь,
содержащая цветки. Наличие колоска является
характерной особенностью соцветия всех злаков,
исключение составляют несколько рано диверги$
ровавших вида (Malcomber et al., 2006). Количе$
ство колосков в уступе колосового стержня – од$
на из ключевых таксономических характеристик
трибы Triticeae (Sakuma et al., 2011). У представи$
телей рода Triticum, включая мягкую пшеницу,
развивается по одному колоску в уступе, и появ$
ление дополнительных или сверхчисленных ко$

лосков (supernumerary spikelets, SS) считается от$
клонением от нормы. Признак генетически де$
терминирован (Pennell, Halloran, 1983; Klindworth
et al., 1990; Dobrovolskaya et al., 2009), на его про$
явление оказывают влияние условия окружаю$
щей среды (Sharman 1944; Pennell and Halloran,
1983). В контроль признака вовлечены хромосо$
мы второй гомеологической группы (Sears 1954;
Klindworth et al., 1990; Peng et al., 1998; Лайкова
и др., 2005; Yang et al., 2005). Картированы гены,
детерминирующие формирование дополнитель$
ных/сверхчисленных колосков в уступах колосо$
вого стержня диплоидной (AA), тетраплоидной
(BBAA) и гексаплоидной (мягкой) (BBAADD)
пшениц (Dobrovolskaya et al., 2009; Li et al., 2011;
Haque et al., 2012; Amagai et al., 2014).
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С помощью методов С$окрашивания и FISH охарактеризован кариотип индуцированного мутанта
MC1611 мягкой пшеницы, у которого развиваются дополнительные колоски с уступах колосового
стержня (признак “многоколосковость”). Обнаружено, что мутантный фенотип не связан с анеуп$
лоидией и крупными хромосомными перестройками. Результаты генетического анализа показали,
что многоколосковость линии обусловлена мутацией одного гена, обозначенного bh+D.1, на дей$
ствие которого оказывает влияние генотипическая среда. Мутация вызывает аномалии морфогене$
за соцветия, связанные с развитием эктопических колосковых меристем на месте флоральных ме$
ристем в базальной части колоска, что приводит к появлению дополнительных колосков в уступе
колосового стержня. Мутантный фенотип предполагает, что ген Bh+D определяет судьбу латераль$
ных меристем в колоске, которые у соцветий дикого типа развиваются как флоральные и дают на$
чало органам цветка. У мутанта bh+D.1 нарушено установление идентичности флоральных мери$
стем. Охарактеризованный мутант может быть использован в дальнейших исследованиях по изуче$
нию молекулярно$генетических основ развития соцветия пшеницы.
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Изучение мутантов с измененной морфологи$
ей колоса позволяет идентифицировать и изучать
гены, контролирующие развитие колоса. Генети$
ческая регуляция развития соцветия злаков наи$
более полно изучена у кукурузы благодаря нали$
чию большого количества мутантов с различны$

ми аномалиями в строении соцветия, и риса,
геном которого к настоящему времени полно$
стью секвенирован (по Malcomber et al., 2006).
Что касается представителей трибы Triticeae,
пшеницы и близкородственных видов, гены, кон$
тролирующие процесс развития соцветия, коло$
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Рис. 1. Особенности строения соцветия мутантной линии пшеницы MC1611.
(а) Колос стандартного (дикого) типа мягкой пшеницы сорта Саратовская 29 (С29), и (б) колос с дополнительными
колосками в уступах колосового стержня мутанта MC1611. Расположение дополнительных колосков в уступе колосо$
вого стержня, вид с (в) внутренней и (г) внешней сторон колосового стержня; дополнительные колоски обозначены
стрелками. Микрофотографии развивающихся соцветий (д) С29 и (е, ж) мутанта MC1611. (з) Строение дополнитель$
ного колоска (сканирующая электронная микроскопия). MC – меристема соцветия, КM – колосковая меристема,
ФМ – флоральная меристема, ПОЦв – примордии органов цветка, ДК – дополнительные колоски, ЛМ – латеральная
меристема, ПКЧ – примордии колосковых чешуй, КЧ – колосковая чешуя, ЦЧ – цветковая чешуя.
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са, особенно на стадии формирования колоска, в
настоящее времени изучены мало. В течение по$
следнего десятилетия идентифицирован и оха$
рактеризован ряд таких генов у мягкой пшеницы,
например, гены с гомеозисной активностью B:
WPI (wheat PISTILLATA), WAP3 (wheat APETALA3)
(Hama et al. 2004); AP1$подобный ген WAP1
(VRN1) (Murai et. al 2003), WSEP (wheat SEPALLA+
TA) (Shitsukawaet al., 2007), однако данные, имею$
щиеся на настоящий момент, недостаточны и
разрозненны. Для выявления генов, вовлеченных
в контроль развития соцветия, применяют два ос$
новных подхода: первый основан на использова$
ние мутантных форм с измененной морфологией
соцветия, второй предусматривает клонирование
генов по гомологии с ранее изученными генами
других видов, используя инструментарий сравни$
тельной генетики и геномики. Использование се$
рии генетически независимых мутантов по одно$
му генетическому локусу позволяет более полно
изучить особенности функциональной организа$
ции генов и определить роль отдельных структур$
ных элементов (функциональных доменов, про$
мотора и др.). В литературе имеется множество
примеров использования серий мутантов, один
из них – изучение структурно$функциональной
организации гена FRIZZY PANICLE, одного из
ключевых регуляторов развития соцветия риса
(Komatsu et al., 2003).

Мутанты пшеницы с измененной морфологи$
ей соцветия, связанной с формированием допол$
нительных колосков в уступах, важны для изуче$
ния генетических механизмов, лежащих в основе
архитектуры соцветия пшеницы, колоса. Дж. Мак
Кей (Mac Key) еще в 1968 году показал, что боль$
шинство видимых мутаций у мягкой пшеницы
вызывают хромосомные перестройки и анеупло$
идия (Mac Key, 1968). Результаты экспериментов
В.М. Мельника и Г.П. Пастухова по изучению ци$
тогенетики морфологических мутаций у мягкой
яровой пшеницы подтвердили выводы Дж. Мак
Кея (Мельник, Пастухов, 1984). Анеуплоидия и
хромосомные перестройки (делеции) были обна$
ружены у линий пшеницы с дополнительными
колосками (Sears, 1954; Swaminathan et al., 1966;
Košner, Foltýn 1989; Muramatsu et al., 2009).

Дифференциальное C$окрашивание хромо$
сом – метод, позволяющий с высокой степенью
надежности идентифицировать каждую хромосо$
му кариотипа злаков и выявлять хромосомные
перестройки: транслокации, делеции, инверсии
(Бадаева, 2000; Силкова и др., 2006; Badaeva et al.,
2007). Сочетание этого подхода с FISH увеличи$
вает информативность и служит для выявления
изменений кариотипа (Дедкова и др., 2007; Зо$
щук и др., 2007). В данной работе мутант мягкой
пшеницы T. aestivum L. MC1611 с аномалиями в
строении колоса, связанными с формированием
дополнительных колосков в уступах колосового

стержня, охарактеризован с использованием мето$
дов генетики, современных методов анализа кари$
отипа, световой и электронной микроскопии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объектом исследования послужила мутантная
линия MC1611, полученная В.М. Мельником
(Алтайский научно$исследовательский институт
сельского хозяйства Россельхозакадемии, Барна$
ул) при обработке семян мягкой яровой пшеницы
сорта Саратовская 29 (С29) химическим мутаге$
ном нитрозометилмочевиной (НММ). Линия ха$
рактеризуется развитием дополнительных колос$
ков в уступах колосового стержня (Рис. 1б–1г).
По другим морфологическим и физиологическим
признакам мутантная линия не отличается от ис$
ходного сорта. Признак стабильно наследуется.
На проявление мутантного фенотипа оказывают
влияние условия выращивания растений, так при
выращивании в условиях теплицы в осенне$зим$
ний период (октябрь–декабрь) выраженность му$
тантного признака уменьшалась, и дополнитель$
ные колоски развивались только у основания ко$
лоса. Для изучения особенностей наследования
мутантного признака были получены следующие
популяции: популяция F2 от скрещивания мутан$
та MC1611 и мягкой пшеницы сорта Скала; две
популяции BC1: MC1611/S29//MC1611 и
MC1611/S29//S29 от скрещивания МС1611 и
С29. Признак учитывался как качественный: ли$
бо стандартный колос дикого типа, либо колос с
дополнительными колосками в уступах колосо$
вого стержня. Соответствие фактического рас$
щепления теоретически ожидаемому расщепле$
нию оценивали по критерию χ2 (Рокицкий, 1973).

Развивающиеся соцветия вычленяли с исполь$
зованием бинокулярного микроскопа Альтами
ПС0745 (“Aльтами”, Санкт$Петербург, Россия) из
растений, выращенных в условиях гидропонной
теплицы. Особенности развития соцветия изуча$
ли при помощи стереомикроскопа Carl Zeiss Ste$
reo Discovery V12 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Германия) и сканирующего электронного микро$
скопа Hitachi TM$1000 (Hitachi Co. Ltd, Япония)
при постоянном ускоряющем напряжении 15 kV и
степени разряжения в камере для образца 30–50 Па.
Растительный материал для сканирующей элек$
тронной микроскопии не подвергали предвари$
тельной обработке. Для получения и обработки
изображений использовали цифровую камеру
высокого разрешения AxiоCam MRc$5 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Германия) и программное
обеспечение AxioVision 4.8, а также оригинальное
программное обеспечение для Hitachi TM$1000.

С$дифференциальное окрашивание проводи$
ли по раннее опубликованной методике (Badaeva
et al., 1994). Препараты анализировали при помо$
щи микроскопа Leitz Wetzlar. Для получения
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изображений использовали цифровую камеру
CCD Leica DFC 280. Хромосомы классифициро$
вали в соответствии со стандартной номенклату$
рой (Gill et al., 1991).

Флуоресцентную in situ гибридизацию (FISH)
с зондами на основе клонированных повторен$
ных последовательностей ДНК проводили в соот$
ветствии с ранее опубликованной методикой
(Salina et al., 2006). Зонды метили биотином или
дигоксигенином с помощью ПЦР со специфич$
ными праймерами или с помощью реакции ник$
трансляции. Детекция биотинилированных зон$
дов проводилась с помощью флуоресцеин авиди$
на (Fluorescein Avidin D, Vector Laboratories). Сиг$
нал гибридизации усиливался с применением
флуоресцеин анти$авидина (Fluorescein Anti$Avi$
din D, Vector Laboratories). Дигоксигенин$мече$
ные зонды выявляли с помощью антител к дигок$
сигенину, связанных с родамином (Anti$digoxige$
nin$rhodamine Fab fragments, Roche Applied
Science). Препараты заключали в среду, замедляю$
щую выцветание флуоресценции (Vectashield
mounting medium, Vector Laboratories), содержа$
щую 0.5 мкг/мл DAPI (4',6$diamidino$2$phenylin$
dol, Sigma) для окрашивания хромосом и анализи$
ровали с помощью микроскопа “Axioskop” 2 Plus
(Zeiss). Изображение регистрировалось CCD$ка$
мерой VC$44 (PCO). Ранее было показано, что од$
новременная гибридизация двух проб ДНК
(pSc119.2, pAs1) позволяет идентифицировать
хромосомы геномов B и D мягкой пшеницы
(Schneider et al., 2003). Данные пробы были ис$
пользованы в нашей работе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кариотипирование хромосом мутантной ли$
нии МС1611, выполненное с использованием ме$

тода С$дифференциального окрашивания и ги$
бридизации in situ c пробами pSc119.2 и pAs1, пока$
зало, что изучаемая линия имеет 42$хромосомный
набор; хромосомные перестройки выявлены не бы$
ли (рис. 2, 3а, 3б). В середине 50$х годов прошлого
столетия Э. Сирс (Sears) описал появление коло$
сьев с “редупликацией колосков” у растений$нул$
лисомиков по хромосомам 2A и 2D мягкой пшени$
цы (Sears, 1954). Позднее М. Мурамацу (Muramatsu)
показал, что эффект нуллисомии может полно$
стью компенсироваться увеличением числа гомео$
логичных хромосом, и колосья нули$тетрасомной
линии Tetra$2A Nulli$2D (2n = 42, 19'' + 1'''') имеют
дикий фенотип, а в уступах колосового стержня
развивается по одному колоску (Muramatsu et al.,
2009). Хромосомные перестройки, включая деле$
ции и отсутствие целой хромосомы, были обнару$
жены и у других линий мягкой пшеницы с допол$
нительными колосками и разветвлением колосо$
вого стержня (Swaminathan et al., 1966; Košner,
Foltýn, 1989). Кроме хромосомных перестроек
причиной мутантного фенотипа, формирования
множества колосков в уступах колосового стерж$
ня, у пшеницы могут быть и мутации в одном гене
(Dobrovolskaya et al., 2009). Полученные нами
данные показали, что мутантный фенотип линии
МС1611 не связан с крупными хромосомными
перестройками или анеуплоидией.

Для изучения особенностей наследования му$
тантного признака были проведены скрещивания
МС1611 с исходным сортом С29: анализирующее
скрещивание MC1611/С29//MC161 и скрещива$
ние MC1611/С29//С29, а также скрещивание с
мягкой пшеницей сорта Скала (колос дикого ти$
па). Гибриды F1 от скрещиваний MC1611 × С29 и
MC1611 × Скала имели колос дикого типа. Коло$
сья растений ВС1 (140 растений) от скрещивания

A

B

C

1 2 3 4 5 6 7

Рис. 2. Кариотип мутантной линии мягкой пшеницы MC1611 (С –дифференциальное окрашивание хромосом).
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MC1611/С29//С29 были дикого типа, а в популя$
ции ВС1 (155 растений) от скрещивания
MC1611/С29//MC161 наблюдали расщепление:
77 растений дикого типа: 78 растений мутантного
типа, соответствующее расщеплению 1 : 1 (χ2 = 0.01
при P < 0.1). Эти результаты вместе с данными
FISH и С$окрашивания хромосом указывают на
то, что признак “многоколосковость” у изучаемой
линии обусловлен мутацией, возникшей в одном
гене в результате НММ$мутагенеза. Л.И. Лайкова
и соавторы (2005) провели моносомный анализ,
скрещивая МС1611 с моносомными тестерными
линиями сорта Саратовская 29, и показали, что в
контроль изучаемого признака вовлечена хромо$
сома 2D, следовательно, мутантный ген локали$
зован в хромосоме 2D. В нашем исследовании
расщепление в поколении F2 от скрещивания
MC1611 с сортом Скала (116 растений с колосья$
ми дикого типа : 19 растений с колосьями мутант$
ного типа) отклонялось от моногенного (χ2 = 8.6)
и дигенного (χ2 = 14.2), однако было ближе к мо$
ногенному. Суммируя полученные данные, мож$
но предположить, что на проявление мутации
оказывает влияние генотипическая среда. Ген, де$
терминирующий мутантный фенотип линии
MC1611, обозначен bh+D.1 (bh – общепринятое
обозначение для генов, контролирующих много$
колосковость/ветвистость у пшеницы). Ранее в
хромосоме 2DS был локализован ген Mrs1, мута$
ции которого вызывают образование множества
колосков в уступах колосового стержня (Dobro$
volskaya et al., 2009). Линии, несущие мутацию
mrs1, были выделены в потомстве мутанта RA1,
полученного в результате химического мутагене$
за (Martinek, Bednar, 2001). Исходя из сходства
мутантного фенотипа и локализации, можно
предположить, что bh+D.1 и mrs1 являются рецес$
сивными аллелями одного генетического локуса,
Bh+D, при этом bh+D.1 вызывает менее выражен$
ные изменения фенотипа и, таким образом, явля$
ется более слабым аллелем по сравнению с msr1.

Мутантная линия МС1611 и исходный сорт С29
различаются только количеством колосков в
уступах колосового стержня, по другим морфоло$

гическим и физиологическим характеристикам
они идентичны. Для изучения особенностей мор$
фогенеза были выделены молодые соцветия
МС1611 и С29 на различных стадиях развития и
проведен сравнительный анализ их строения.

Соцветие пшеницы детерминировано, и мери$
стема соцветия последовательно дает начало ла$
теральным меристемам, которые развиваются в
латеральные колоски, пока не сформируется тер$
минальный колосок. Каждая латеральная мери$
стема развивается в единственный латеральный
колосок, состоящий из множества цветков. Лате$
ральную меристему, дающую начало колоску на$
зывают колосковой меристемой (Bonnett, 1936). В
наших исследованиях на ранних этапах развития
соцветия при формировании колосковых мери$
стем и появлении зачатков (примордиев) колос$
ковых чешуй различий в развитии между МС1611
и С29 выявлено не было. Первые различия появ$
лялись на ранней стадии дифференцировки фло$
ральных меристем, при этом у мутантных соцве$
тий вместо примордиев органов цветка, располо$
женных в базальной части колоска, наблюдали
появление примордиев органов колоска – колос$
ковых чешуй (рис. 1ж). В соцветии дикого типа
колосковая меристема дает начало органам ко$
лоска и флоральной меристеме, которые появля$
ются в следующей последовательности: первыми
становятся различимыми примордии двух колос$
ковых чешуй, затем инициируются флоральные
меристемы и на их периферии формируются при$
мордии двух цветковых чешуй, дальше происхо$
дит дифференцировка органов цветка (двух лоди$
кул, пестика и трех тычинок) (рис. 1д). Колосок
пшеницы недетерминирован и состоит из не$
сколько цветков, которые развиваются акропе$
тально. После закладки двух колосковых чешуй
колосковая меристема последовательно дает на$
чало флоральным меристемам, и в то время как в
расположенных в базальной части колоска мери$
стемах уже происходит дифференцировка орга$
нов цветка, верхние еще не дифференцированы
(рис. 1д). У соцветий мутантной линии мы на$
блюдали развитие дополнительных латеральных
меристем на месте флоральных меристем базаль$
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Рис. 3. FISH на метафазных хромосомах линии MC1611 с зондами (а) pSc119.2 и (б) pAs1.
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ной части колоска, которые дальше развивались
как эктопические колосковые меристемы и в ре$
зультате формировались дополнительные колос$
ки (рис. 1е, ж, з). Отличий в развитии и строении
дополнительных колосков обнаружено не было
(рис. 1з). Таким образом, мутация bh+D.1 линии
МС1611 вызывает нарушения морфогенеза со$
цветия, связанные с развитием эктопических ко$
лосковых меристем на месте флоральных мери$
стем, что приводит к появлению дополнительных
колосков. Мутантный фенотип предполагает, что
ген Bh+D определяет судьбу латеральных мери$
стем в колоске, которые у соцветий дикого типа
развиваются как флоральные и дают начало орга$
нам цветка; и функция (одна из функций) гена
Bh+D – генетический контроль установления
идентичности флоральных меристем. Известно,
что у риса и кукурузы эту функцию выполняют
гены ко$ортологи FRIZZY PANICLE (FZP) и
branched silkless1 (bd1) (Chuck et al., 2002; Komatsu
et al., 2003). У мутантов риса fzp cверхчисленные
латеральные меристемы формируются на перифе$
рии колосковой меристемы, и формирование
цветковой меристемы замещается последователь$
ными раундами ветвления. Мутантный фенотип
предполагает, что ген FZP предотвращает развитие
латеральных меристем в колоске и дает возмож$
ность установлению идентичности флоральной
меристемы (Komatsu et al., 2003). Мутанты bd1
имеют сходный фенотип: в женском соцветии раз$
виваются сверхчисленные колоски, а в мужском
соцветии развитие колосков замещается последо$
вательными раундами ветвления (Chuck et al.,
2002). Ко$ортологи FZP/bd1 кодируют транскрип$
ционные факторы семейства APETALA2 (Chuck
et al., 2002; Komatsu et al., 2003).

Таким образом, с применением цитогенетиче$
ских подходов нами охарактеризована мутантная
линия мягкой пшеницы МС1611 и обнаружено,
что мутантный фенотип не связан с хромосомными
перестройками и/или анеуплоидией, а детермини$
рован мутацией одного гена, Bh$D, на действие ко$
торого оказывает влияние генотипическая среда.
Изучение морфологии развивающихся соцветий
позволило определить, что мутация bh$D.1 вызыва$
ет нарушения в развитии колоса, связанные с фор$
мированием латеральных меристем на месте фло$
ральных меристем в базальной части колоска и,
таким образом, нарушает переход к установле$
нию идентичности флоральных меристем. Оха$
рактеризованный нами мутант MC1611 и исход$
ный сорт C29 представляют удобную модель для
дальнейшего изучения структуры и функции ге$
нов, участвующих в контроле развития соцветия
пшеницы.

Авторы благодарят В.М. Мельника за предо$
ставление семян мутантной линии и В.С. Коваля
(ИЦиГ СО РАН, Новосибирск) за помощь в полу$
чении фотоизображений мутанта. Работа выпол$

нена в рамках проекта по фундаментальным на$
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Abstract—Using C$banding and FISH methods, the karyotype of MC1611 induced mutant of bread wheat,
which develop additional spikelets at a rachis node (trait “supernumerary spikelets”) was characterized. It was
determined that the mutant phenotype is not associated with aneuploidy and major chromosomal rearrange$
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ments. The results of genetic analysis showed that supernumerary spikelets of the line are caused by a muta$
tion of the single bh+D.1 gene, influenced by the genetic background. The mutation causes abnormalities of
inflorescence morphogenesis associated with the development of ectopic spikelet meristems in place of floral
meristems in the basal part of the spikelets, causing the appearance of additional spikes at a rachis node. The
mutant phenotype suggests that the Bh+D gene determines the fate of the lateral meristem in ear, which de$
velops as floral meristem and gives rise to floral organs in wild$type inflorescences. In the Bh+D.1 mutant, the
establishing identity is impaired. The characterized mutant can be used in further studies on molecular ge$
netic basis of development of wheat inflorescence.

Keywords: Triticum aestivum L., the development of the inflorescence, spike, supernumerary spikelets, mu$
tants, C$banding, FISH

6



<<
  /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


