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Биобаллистическая трансформация – один из рабочих методов доставки нуклеиновых кислот в
растительные клетки. В статье был проведен подбор параметров для работы с генной пушкой “PDS-
1000/He Hepta System”. В качестве объекта исследований использовали модельное растение Nicotiana
tabacum. Маркерным геном служил ген GFP (Green Fluorescent Protein). Были определены опти-
мальные параметры для трансформации клеток листьев N. tabacum: давление разрыва мембраны
1350 psi; размер частиц вольфрама 1.3 мкм; метод очистки плазмидной ДНК – переосаждение эта-
нолом. Полученные результаты будут полезны для разработки протоколов биобаллистической
трансформации растительных клеток, включая применение для редактирования генома сельскохо-
зяйственных растений.
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Постоянный рост населения планеты и расту-
щая потребность человечества в доступных и каче-
ственных продуктах питания, наряду с проблемой
нехватки плодородных земель и увеличивающегося
антропогенного воздействия на окружающую сре-
ду, требуют создания новых сельскохозяйствен-
ных растений с улучшенной продуктивностью и
повышенной стрессоустойчивостью к неблагопри-
ятным условиям окружающей среды. Геномное ре-
дактирование открывает новые возможности перед
учеными как для изучения генома, функций отель-
ных генов, а также для получения растений с за-
данными свойствами.

Биобаллистика или бомбардировка частицами –
распространенный метод доставки ДНК непо-
средственно в растительные клетки, основанный
на придании ускорения микрочастицам вольфра-
ма или золота, несущими ДНК, за счет различных
способов, включая сжатый гелий [1, 2]. Биобал-
листическая трансформация имеет множество
преимуществ, таких как простота, возможность
совместной трансформации несколькими плаз-
мидами и доставка больших фрагментов ДНК, и
успешно используется для редактирования гено-
ма сельскохозяйственных культур, особенно сла-
бовосприимчивых к трансформации с помощью
Agrobacterium.

Система Bio-Rad PDS-1000/He (Bio-Rad, США)
использует гелиевый импульс высокого давления
для бомбардировки клеток микроносителями с
ДНК-покрытием. Однако пневматический выстрел
высокого давления может нести за собой негатив-
ные эффекты для хрупких тканей растений. Поэто-
му параметры применения Bio-Rad PDS-1000/He
следует адаптировать в соответствии с конкрет-
ными целями.

Цель работы – оптимизация протокола транс-
формации модельного растения табака Nicotiana
tabacum методом биобаллистики с помощью ген-
ной пушки PDS-1000.

МЕТОДИКА

Установка для биобаллистики. Для проведения
биобаллистической трансформации эксплантов
N. tabacum использовали генную пушку “PDS-
1000/He Hepta System”, 450–2200 кПА (“Bio-
Rad”, США) [3–5].

Плазмидная ДНК. В работе использовали плаз-
миду pHBT95::sGFP(S65T)-NOS [6], которая была
любезно предоставлена Лабораторией стрессо-
устойчивости растений ВНИИ сельскохозяй-
ственной биотехнологии (Россия).

УДК 602.627
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Выделение плазмидной ДНК осуществляли с
помощью набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(“Thermo Scientific”, Литва) в соответствии с ука-
занным в инструкции производителя протоко-
лом. После выделения на спин-колонках плазмиды
переосаждали 80%-ным этанолом или ПЭГ/MgCl2
(10% PEG 6000: MgCl2 10 мM) [7].

Растительный материал. Растения табака N. ta-
bacum выращивали в климатической камере in vitro.
Для этого семена табака стерилизовали промыва-
нием в 75%-ном этаноле, далее выдерживали в
2%-ном растворе гипохлорита натрия в течение
3 мин и троекратно промывали стерильной ди-
стиллированной водой. Семена проращивали в
чашках Петри в стерильных условиях на агаризо-
ванной среде Мурасиге–Скуга (МС). После про-
растания растения переносили в индивидуальные
контейнеры с агаризованной средой МС и выра-
щивали в течение 6 недель в климатической камере
при температуре воздуха 21°C с 16-часовым фото-
периодом.

Для проведения каждого эксперимента ис-
пользовали растения 6-недельного возраста, от
каждого растения отбирали как молодые, так и
старые листья. Перед биобаллистической обра-
боткой контейнеры открывали в ламинарном боксе
и скальпелем отрезали выбранные листья в сте-
рильных условиях. Экспланты помещали на чаш-
ки Петри с агаризованной средой МС и перено-
сили к месту проведения эксперимента.

Биобаллистическая трансформация. Подготов-
ку микрочастиц для биобаллистики, подготовку
оборудования к обстрелу и нанесение ДНК на
микрочастицы осуществляли как описано в тех-
нической документации производителя (PDS-
1000/He Biolistic Delivery System, Instruction Manu-
al), составленной по данным исследований Сэн-
форда и Гордона–Камма [8, 9], и с учетом постав-
ленной в исследовании задачи.

Навеску микрочастиц массой 30 мг помещали
в пробирку объемом 1.5 мл и после добавления 1 мл
70%-ного этанола интенсивно перемешивали в
течение 3–5 мин с использованием мини-цен-
трифуги вортекс при скорости 2800 g (BioSan
Combi-Spin FVL-2400n, Латвия), затем отстаива-
ли 15 мин для осаждения и удаляли супернатант
после центрифугирования (в течение 5 с на вор-
тексе). Осажденные частицы трижды промывали
стерильной дистиллированной водой (объемом
по 1.0 мл), каждый раз перемешивая и отстаивая в
течение 1 мин. Осажденные частицы суспендиро-
вали в 500 мкл стерильного 50%-ного глицерина,
а затем распределяли в пробирки (объемом 1.5 мл)
по 50 мкл суспензии частиц, обеспечивая их рав-
номерное распределение за счет периодического
вортексирования.

Основная задача подготовки оборудования к
работе состояла в обеспечении стерильности всех

деталей генной пушки. Стерилизацию экрана,
останавливающего мембраны при выстреле
(Stopping screen), а также ряда деталей, в частно-
сти: держателя прорывающейся мембраны (Rap-
ture Disk Retaining Cap); держателя макроносите-
лей, на который нанесены микрочастицы для
стрельбы (Macrocarrier holder), вместе с помещен-
ными в него макроносителями, – осуществляли ав-
токлавированием обернутых в фольгу деталей. По-
лочку для установки образца и камеру для стрельбы
стерилизовали 70% этанолом, а прорывающую
мембрану – быстрым погружением в 70%-ный
изопропанол непосредственно перед установкой
в генную пушку.

Для одного семизарядного выстрела наносили
выделенную плазмидную ДНК на подготовленные
микрочастицы следующим образом. К суспензии
микрочастиц (50 мкл) добавляли 5 мкл ДНК (в
концентрации 1.0 мкг/мкл), 50 мкл CaCl2 (2.5 М),
перемешивали 2–3 мин, отстаивали при комнатной
температуре (1 мин) и центрифугировали (2 с). По-
лученные микрочастицы затем последовательно
обрабатывали 70%-ным суперчистым этанолом
(140 мкл) и после центрифугирования отбирали
супернатант, который обрабатывали 100%-ным
суперчистым этанолом (140 мкл), центрифугирова-
ли и отбирали супернатант. Полученные микроча-
стицы с осажденной на них ДНК ресуспендировали
в 100%-ном этаноле (48 мкл) и наносили на мем-
браны макроносителей, помещенные в держателе.
Держатель на стерильной фильтровальной бумаге
предварительно помещали на абсолютно сухой
CaCl2 для обеспечения высыхания суспензии после
нанесения. На каждый макроноситель наносили по
6 мкл подготовленных микрочастиц, с нанесен-
ной на них плазмидной ДНК, и распределяли по
площади 1 см2 в центре макроносителя. Пипети-
рование проводили максимально быстро, чтобы
не допустить осаждения микрочастиц. Процесс
нанесения частиц проводили в ламинарном боксе
для обеспечения стерильности.

Во всех экспериментах концентрация плаз-
мидной ДНК составляла 1000 нг/мкл, расстояние
от мембран с микрочастицами до растительного
материала 9 см. В работе использовались микро-
частицы вольфрама следующих размеров: 0.7, 1.1,
1.3, 1.7 мкм. В экспериментах по изучению влия-
ния величины давления и метода очистки плаз-
мидной ДНК в качестве носителя использовались
вольфрамовые частицы диаметром 1.3 мкм.

Микроскопирование образца проводилось через
4 дня после обстрела с помощью Leica MZ FL III
Fluorescence Stereo Microscope (“Leica Microsys-
tems”, Германия) под наборами фильтров GFP
Plant – возбуждение флуоресценции длиной вол-
ны 470, наблюдение в диапазоне 40 нм, и GFP2 –
возбуждение флуоресценции длиной волны 425,
наблюдение в диапазоне 60 нм.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние величины давления на эффективность

трансформации. Плазмидная ДНК несущая ген,
кодирующий GFP, была предварительно очищена
методом переосаждения этанолом. В эксперименте
использовали два варианта величины давления ге-
лия на разрывную мембрану: 1350 и 1100 psi, кон-
трольный вариант опыта (стрельба “пустыми”
микрочастицами, без плазмидной днк) проводился
при давлении 1350 psi.

Чтобы сравнить результаты стрельбы, мы сде-
лали по 10 снимков каждого образца на увеличе-
нии ×5 и посчитали количество трансформиро-
ванных клеток, попавших в поле зрения.

В результате трансформации листовых экс-
плантов N. tabacum на третий день наблюдали
наибольшее количество трансформированных
клеток в варианте с давлением 1350 psi. Исходя из
полученных результатов (табл. 1, рис. 1), давление
1350 psi было наиболее подходящим для транс-
формации эксплантов N. tabacum с использованием
Bio-Rad PDS-1000/He, хотя давление 1550 psi также
приводило к удовлетворительным результатам. 

Влияние давления и метода очистки на эффек-
тивность трансформации. Экспланты N. tabacum
подвергали бомбардировке при 1350 и 1550 psi ча-
стицами, покрытыми ДНК, очищенной с использо-

ванием переосаждения этанолом или PEG/MgCl2 и
переосаждения этанолом (табл. 2, рис. 3).

Результаты показали, что использование ДНК,
очищенной переосаждением этанолом, дает боль-
шее количество успешно трансформированных
клеток по сравнению с PEG/MgCl2 с последую-
щим переосаждением этанолом.

Эффективность трансформации в зависимости
от размера частиц. Далее исследовали влияние
размера микрочастиц (вольфрама) на трансфор-
мацию эксплантов N. tabacum с использованием
давления 1350 psi и повторного осаждения ДНК
этанолом, а также с использованием микроча-
стиц вольфрама следующих размеров: 0.7, 1.1, 1.3,
1.7 мкм.

Результаты показали, что оптимальный размер
микрочастиц вольфрама для трансформации N. ta-
bacum составлял 1.3 мкм (табл. 3, рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Опубликовано значительное количество ра-

бот, описывающих отработку протокола биобал-
листической трансформации для различных ви-
дов растений [3–5]. Большинство экспериментов
было проведено с использованием генной пушки
PDS-1000, Bio-Rad. Можно привести пример ра-

Таблица 1. Количество успешно трансформированных клеток в образцах эксперимента по изучению влияния ве-
личины давления на эффективность трансформации

Варианты опыта
Величина давления, psi

1350 1100 1350 (контроль)

Одиночные успешно трансформированные клетки, шт 48 18 0
Скопления успешно трансформированных клеток, шт 3 0 0

Рис. 1. Изображение успешно трансформированных клеток N. tabacum с транзиентной экспрессией гена GFP,
pHBT95::sGFP(S65T)-NOS, фильтр GFP Plant, давление 1350 (а), 1100 psi (б). Увеличение ×5.

(a) (б)
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боты, в которой в 1996 г. с помощью биобалли-
стического метода была трансформирована кле-
точная культура риса Pusa basmati для придания
культуре устойчивости к гербициду. Кроме того,
была использована система детекции успешности

трансформации GUS [3]. Обстрел производился
при давлении 1500 psi микрочастицами размером
около 1 мкм, а параметры, такие как материал ча-
стиц (золото и вольфрам), расстояние до поверхно-
сти эксплантов (9 и 12 см), менялись для подбора

Рис. 2. Изображение успешно трансформированных клеток N. tabacum с транзиентной экспрессией гена GFP в экс-
перименте по определению оптимального давления выстрела, pHBT95::sGFP(S65T)-NOS, фильтр GFP Plant, давле-
ние 1350 psi, этанол (а), 1350 psi, PEG, MgCl2 и этанол (б), 1550 psi, этанол (в), 1550 psi, PEG, MgCl2 и этанол (г). Уве-
личение ×5.

(a) (б) (в) (г)

Таблица 2. Количество успешно трансформированных клеток в образцах при изучении влияния давления и ме-
тода очистки на эффективность трансформации

Вариант

Способ очистки плазмидной ДНК

без очистки переосаждение 
этанолом

PEG и MgCl2, 
переосаждение 

этанолом

переосаждение 
этанолом

PEG и MgCl2, 
переосаждение 

этанолом

Давление, psi 1350 1350 1550

Одиночные успешно
трансформированные клетки, шт

0 57 44 43 40

Скопления успешно 
трансформированных клеток, шт

0 3 2 1 0

Рис. 3. Изображение успешно трансформированных клеток N. tabacum с транзиентной экспрессией гена GFP в экс-
перименте по определению оптимального размера микрочастиц вольфрама, pHBT95::sGFP(S65T)-NOS, фильтр GFP
Plant, размер частиц 0.7 (а), 1.1 (б), 1.3 (в), 1.7 мкм (г). Увеличение ×5.

(a) (б) (в) (г)



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 3  2023

ОПТИМИЗАЦИЯ ПАРАМЕТРОВ БИОБАЛЛИСТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ 293

оптимальных. В результате опытов оптимальным
было признано использование золотых частиц, эф-
фективность которых была в 2.5–5.4 раз больше,
чем у вольфрамовых, и расстояние от макроносите-
лей до трансформируемого образца – 9 см [3].

При величине давления, используемого в упо-
мянутом исследовании (1550 psi), в настоящей ра-
боте также были получены неплохие результаты,
однако для растения N. tabacum оптимальным
оказалось давление 1350 psi. В исследовании было
также выбрано расстояние до эксплантов 9 см,
так как при меньшем расстоянии микрочастицы
не распределялись равномерно по обстреливае-
мой площади. Оптимальный размер частиц для
трансформации N. tabacum оказался больше, чем
для риса P. basmati.

В более позднем исследовании эмбрионы
пшеницы Triticum aestivum L. трансформировали
системами, содержащими кодирующие репортер-
ные гены GUS и GFP. Были испытаны частицы зо-
лота размером 0.4–1.2 мкм и давление в установке
450, 650, 950 и 1100 psi, обстрел производился на
расстоянии 9 см. Давления 650 и 950 psi представ-
лялись исследователями как оптимальные для
трансформации незрелых зародышей пшеницы.
Оптимальный размер частиц золота составлял
0.6 мкм [4].

При исследовании биобаллистической транс-
формации Triticum aestivum [5] авторы определяли,
какой метод нанесения ДНК на микрочастицы
более эффективен – PEG/Mg2+ или Spd/Ca2+ (с
использованием спермидина). Обработка также
проводилась золотыми частицами размером
0.6 микрона с расстояния 6 см при давлении
900 psi. Использование PEG/Mg2+ было более
эффективным, но результаты трансформации с
помощью Spd/Ca2+ сильно различались в зависи-
мости от количества спермидина.

В одной из последних работ изучалась транс-
формация перца Capsicum frutescens L. плазмидой
с системой детекции, основанной на экспрессии
белка GFP (Green Fluorescent Protein). Бомбарди-
ровку проводили микрочастицами золота 0.6, 1.0
и 1.6 мкм на расстоянии 3, 6 и 9 см от макроноси-
телей до эксплантатов при 900, 1100 и 1350 psi. По
результатам исследований оптимальное сочета-
ние параметров было установлено для стрельбы с

расстояния 6 см частицами размером 1.6 мкм при
давлении 1350 psi [10].

В отличие от исследований оптимальных па-
раметров протокола биобаллистической транс-
формации для различных растений, которые бы-
ли проведены ранее, в настоящем исследовании
для доставки генетического материала в клетку
использовались только вольфрамовые микроча-
стицы. В связи с трудностями доставки золотых
частиц, вольфрамовые микрочастицы оказались
более доступными и экономически выгодными
носителями плазмидной ДНК для трансформи-
рования растений.

Также в работе использовалась система детек-
ции на основе временной экспрессии белка GFP
с плазмидой pHBT95::sGFP(S65T)-NOS. Исполь-
зование этой конструкции позволило фиксиро-
вать результаты трансформации через 4 дня после
проведения обработки без необходимости извле-
кать растение из стерильных условий. Такой подход
ускоряет работу с трансформированными экс-
плантами и анализ результатов, а, кроме того,
позволяет проводить обстрел целых растений в
условиях in vitro, предотвращая их гибель и позво-
ляя проводить дальнейшие наблюдения за их раз-
витием.

***
Биобаллистическая трансформация растений –

перспективное направление генной инженерии,
значительно расширяющее возможности иссле-
дований, т. к. позволяет трансформировать рас-
тения, не поддающиеся классической агробакте-
риальной трансформации.

Экспериментально подтверждено, что опти-
мальные параметры биобаллистической трансфор-
мации на установке “PDS-1000/He Hepta System”
для модельного растения N. tabacum следующие:
давление – 1350 psi, расстояние от макроносите-
лей до образца – 9 см, размер вольфрамовых мик-
рочастиц – 1.3 мкм, очистка после выделения на
спин-колонках – переосаждение этанолом.

Полученные результаты будут использованы
для дальнейшей отработки методики биобалли-
стической трансформации модельного растения
N. tabacum, а также других видов растений. В даль-
нейшем планируется проведение экспериментов по

Таблица 3. Количество успешно трансформированных клеток в образцах эксперимента при изучении эффектив-
ности трансформации в зависимости от размера частиц

Вариант опыта
Микрочастицы вольфрама, мкм

0.7 1.1 1.3 1.7

Одиночные успешно трансформированные клетки, шт 15 27 50 12
Скопления успешно трансформированных клеток, шт 2 0 1 1
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расширению перечня носителей и трансформиро-
ванных видов растений, особенно, культур сель-
скохозяйственного значения, что позволит реа-
лизовать разработанный протокол в фундамен-
тальных и прикладных исследованиях.

Авторы выражают благодарность Лаборатории
стрессоустойчивости растений ВНИИ Сельско-
хозяйственной биотехнологии (Россия) за предо-
ставленную плазмиду pHBT95::sGFP(S65T)-NOS.
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Optimization of Biolistic Transformation Parameters for Nicotiana tabacum
A. A. Davlekamovaа, A. V. Zubritskyа, T. A. Timofeevaа, *, I. V. Yakovlevaа, and A. M. Kamionskayaа

а Skryabin Institute of Bioengineering, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” 
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia

*e-mail: timofeeva.bio@gmail.com

Biolistics is one of the widely used methods to deliver nucleic acids into plant cells. In this work, we optimized
the protocol for biolistic transformation of Nicotiana tabacum with the gene gun PDS-1000/He Biolistic Par-
ticle Delivery System. The Green Fluorescent Protein (GFP) gene was used as a marker. The optimal param-
eters for the transformation of N. tabacum leaf cells were determined as: pressure, 1350 psi; tungsten particle
size, 1.3 μm; plasmid DNA purification method, ethanol re-precipitation. The results should be useful for the
development of biolistic transformation protocols for plant cells, including application for plant genome ed-
iting of agricultural species.

Keywords: Biolistic transformation, Nicotiana tabacum, GFP, Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System



<<
  /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


