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DETECCAO DE SOJ A GENETICAMENTE MODIFICADATOLERANTE AO GLIFOSATO
PORMETODOS BASEADOS NAATIVIDADE DE ENZIMAS'!

SABRINAMECCADE MENEZES? MARIAANGELAANDRE TILLMANN? LUCIANABICCADODE*, FRANCISCOAMARAL VILLELA®

RESUMO - Avangos na engenharia genética permitiram a obtenc@o de plantas geneticamente
modificadas tolerantes a determinados herbicidas. O uso de sementes de plantas geneticamente
modificadas estd aumentando rapidamente, havendo a necessidade de desenvolver métodos de
identificagdo e detecgdo rapidos, praticos e de baixo custo, que possam ser padronizados.O objetivo
desta pesquisa foi desenvolver um método bioquimico de detecccdo de soja tolerante ao glifosato.
Foram comparados dois gendtipos de soja, um tolerante ao glifosato e seu parental nao
geneticamente modificado. As sementes foram submetidas a tratamentos de pré-embebigao por 16
horas, em dgua e em solucao de herbicida contendo 0,6% do ingrediente ativo e, mantidas a seguir
em germinador a temperatura de 25°C por sete dias. Apos, foi realizada a extragao e a determinagao
da atividade da enzima peroxidase pela avaliagdo dos eletroforegramas e de reagdo colorimétrica.
Os resultados obtidos permitiram concluir que ¢ possivel diferenciar cultivares de soja quanto a
tolerancia ao herbicida glifosato através da reagdo colorimétrica. Ha diferenga nos eletroforegramas
de atividade da enzima peroxidase entre os cultivares tolerante e suscetivel ao glifosato.

Termos para indexacdo: Glycine max, transgénico, herbicida.

DETECTION OF SOYBEAN GENETICALLY MODIFIED TOLERANT TO GLYPHOSATE
METHODS BASED ON THEACTIVITY OF ENZYMES. .

ABSTRACT. Progress in genetic engineering allow the production of genetically modified plants
tolerant to the use of certain herbicides. The use of seeds of genetically modified plants is
increasing quickly, and fast, practical and low cost detection methods need to be developed. The
objective of this research was to establish a method for detection of soybean tolerant to glyphosate.
Two soy cultivars were compared, one tolerant to glyphosate and its genetically unmodified
parent. The seeds were submitted to treatments of pre-imbibition for 16 hours, in water and herbicide
solution containing 0,6% of the active ingredient at the temperature of 25°C for seven days.
Afterwards, the extraction and the determination of the activity of the enzyme peroxidase were
carried out through the evaluation of the eletroforesis and of color reaction. The obtained results
allowed the conclusion that it is possible to differentiate soy tolerance to herbicide glyphosate
through color reaction. Differences were observed in the enzyme peroxidase activity tolerant and
susceptible to glyphosate cultivars.

Index terms: Glycine max, transgenic, herbicide.
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INTRODUCAO

O cultivo de soja no Brasil, ocupa hoje uma area de
aproximadamente 18 milhdes de hectares, totalizando uma
produgao de 52 milhdes de toneladas. No Rio Grande do Sul,
a area total ¢ de trés milhdes de hectares (CONAB, 2003),
evidenciando a grande importancia econdmica da cultura para
o Estado. Do total de soja produzido no pais, foi estimado
que trés milhdes de hectares foram cultivados com soja
geneticamente modificada (GM) para a tolerancia ao herbicida
glifosato (James, 2003). A presenca constante de sementes
de soja GM em lotes de sementes convencionais tornou-se
um crescente problema para o comércio internacional de
sementes (ISTA, 2001).

O herbicida glifosato [sal isopropilamina de N-
(fosfonometil) glicina], ¢ um herbicida sistémico de largo
espectro, ndo-seletivo, poés-emergente, amplamente utilizado
na agricultura onde o controle total da vegetagao ¢ requerido.
Atuana inibi¢do da enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato
acido sintetase (EPSP), comprometendo a biossintese de
triptofano, aminoacidos aromaticos e de clorofila,
provavelmente devido a inibi¢do da sintese de AIA (4cido indol-
acético), alterando estruturas e provocando danos celulares
irreversiveis, tais como a ruptura parcial do cloroplasto e a
perda de agua do reticulo endoplasmatico rugoso (Silva, 2002).
Além disso, a enzima EPSP ¢ responsavel pela sintese de
numerosos produtos secundarios essenciais a vida das plantas
(Bevilaqua et al., 2000).

A tolerancia ao glifosato ¢ conferida através da
inser¢ao de um gene na planta de soja que codifica a proteina
CP4, extraido de uma espécie de Agrobacterium,
microorganismo comumente encontrado no solo. Esta proteina
¢ funcionalmente semelhante a EPSP, exceto em sua tolerancia
ao herbicida glifosato. A agdo da proteina CP4 somada a acao
da enzima EPSP confere a tolerdncia a soja em relacdo ao
principio ativo do glifosato. Deste modo, a inibi¢do da sintese
de EPSP em plantas que ndo possuem o gene que sintetiza a
proteina CP4 ¢ particularmente estratégica (Kruse et al., 2000).

Nesse contexto, as empresas de sementes tem solicitado
o desenvolvimento de testes de rotina para a detec¢do de
sementes de soja geneticamente modificada. Assim, varias
pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de auxiliar
na determinagdo da pureza genética em analise de sementes,
particularmente sobre o uso de técnicas baseadas na Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e marcadores moleculares.
Entretanto, o estudo da atividade enzimatica em sementes de
soja geneticamente modificada, constitui uma nova alternativa

na deteccdo destas sementes.

A enzima peroxidase encontra-se amplamente distribuida
nos vegetais, exercendo varias fungdes importantes em seu
crescimento e no processo de diferenciagao e desenvolvimento
celular. O papel da peroxidase no crescimento das plantas,
demonstrado em muitas espécies, evidencia que ela esta
diretamente envolvida na modulacdo do crescimento do
hipocétilo em determinadas espécies que ativa o aumento da
peroxidase e conseqlientemente, o alongamento do tecido
(Aouad et al., 1998). Outras funcdes estdo associadas a esta
enzima: lignifica¢do da parede celular, oxidacao do acido indol
acético, do etileno e participa¢do no processo de dorméncia
das sementes, sendo que em alguns casos o seu efeito pode
ser acentuado quando associado a fatores bidticos e abioticos
(Bewley & Black, 1994).

A peroxidase funciona como uma espécie de termometro
geral das atividades fisiologicas da planta, pois suas atividades
sdo altamente influenciadas pelas condi¢des externas, tais como
infecgdes (Buxton et al., 1993). A atividade desta enzima, que
utiliza H,O, para oxidar grande niimero de doadores de
hidrogénio ¢é controlada por um gene dominante. A alta atividade
resulta de pelo menos um alelo dominante (EpEp ou Epep),
enquanto que a baixa atividade significa a presenca do par
recessivo (epep). Esta atividade varia entre as cultivares de
soja e ¢ utilizada como técnica alternativa ou complementar
na identificacdo de cultivares.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver
um método bioquimico, de baixo custo e com possibilidade
de padronizacdo, para a deteccdo de sementes de soja
geneticamente modificada.

MATERIALE METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Biotecnologia
de Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial que possui certificado de Biosseguranga (CQB),
e no Laboratorio de Bio-Sementes do Departamento de
Fitotecnia, ambos na Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
da Universidade Federal de Pelotas.

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de soja
(Glycine max L. Merr.), produzidas na safra 2001/2002, sendo
uma ndo geneticamente modificada (CD 201) e outra parental
geneticamente modificada (CD 214 RR), portadora do gene
para a tolerancia ao herbicida glifosato, ambas registradas e
protegidas em nome da COODETEC (Cooperativa Central
Agropecudria de Desenvolvimento Tecnologico e Econdmico
Ltda).
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Inicialmente, foi avaliada a qualidade fisioldgica das
sementes através do o teste de germinacdo, conforme as
Regras para Andlise de Sementes — RAS (Brasil, 1992). Os
resultados do teste mostraram que os lotes apresentaram
germinagao superior a 90%.

O produto comercial herbicida glifosato utilizado possui
formulagdo contendo 480 g L' de ingrediente ativo sal de
isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina e 360 g L' de
equivalente acido de N — (fosfonometil) glicina.

Ensaio 1 — Extracao de enzimas e determinacao da
atividade enzimatica através de padroes eletroforéticos.

Foram determinadas a atividade das enzimas GOT,
esterase, fosfatase acida e peroxidase nas duas cultivares,
ap0s submetidas as sementes aos tratamentos de pré-
embebicdo em agua (testemunha) e em solucdo de herbicida.

Na pré-embebicdo, as sementes de soja GM e nado GM
foram semeadas com quatro repeticdes de 50 sementes, em
substrato umedecido com solugdo de 0,6% do ingrediente
ativo (i.a.) de glifosato, permanecendo por 16 horas em
germinador a temperatura de 25°C ( Tillmann & West, 2004).
Na testemunha, o substrato foi umedecido com agua destilada.

Transcorrido o periodo estabelecido, as sementes foram
transferidas para substrato umedecido em agua destilada,
permanecendo no germinador a mesma temperatura, sendo
avaliadas em diferentes periodos (do 2° ao 8° dia, ap0s o inicio
do tratamento) com o objetivo de determinar o periodo de
maior atividade enzimatica para cada sistema avaliado. Para a
avaliacdo da atividade enzimatica, foram utilizados diferentes
tecidos vegetais macerados em graal: eixo embrionario, parte
aérea, hipocotilo e raiz.

A extragdo de proteinas foi conduzida conforme o método
de Scandalios (1969). A porcao de tecido vegetal, apds a
maceracdo foi dividida em aliquotas semelhantes em tubos
eppendorf, que foram pesadas em balanca analitica. Para cada
peso de amostra foi acrescentado duas vezes o peso em
solugdo extratora de proteina. As amostras foram agitadas
para a homogeneizagao da solugdo.

Apds o processo de extragdo de proteinas totais, as
amostras permaneceram em ambiente refrigerado (4°C),
durante 24 horas. As amostras foram mantidas a baixa
temperatura, durante todo o processo (armazenamento das
amostras, centrifugacdo e eletroforese), com o objetivo de
evitar a desnaturago de proteinas e conseqiientemente a perda
da atividade enzimatica (Alfenas, 1998).

Apos a retirada do refrigerador, as amostras foram
centrifugadas durante cinco minutos a 14000 rpm, em
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ambiente refrigerado. O sobrenadante foi retirado, aplicado
em gel de poliacrilamida (7%) e, posteriormente submetido a
eletroforese em ambiente refrigerado. Os géis obtidos foram
mantidos por um minuto em solug¢do reveladora especifica
para os correspondentes sistemas enzimaticos.

Ensaio 2 — Extracdo da enzima peroxidase e
determinacio da atividade enzimatica através da reacao
colorimétrica

Este estudo foi conduzido com base no teste de
peroxidase descrito nas RAS (Brasil, 1992). Inicialmente, as
sementes das duas cultivares foram submetidas ao teste de
peroxidase descrito nas RAS, para verificar a atividade da
enzima no tegumento. A seguir, amostras de sementes de
ambas as cultivares foram submetidas aos tratamentos de
pré-embebicdo, a germinagdo e ao processo de extragdo de
proteinas totais (metodologia descrita no ensaio 1).

Apos o processo de extragdo de proteinas totais, 400ml
de cada amostra (sobrenadante) foram transferidos para novos
tubos eppendorf e adicionados 300ml de guaiacol. Apds 10
minutos, 460ml de agua oxigenada (H,0,) foram
acrescentados a solucdo. Por titulagdo, foi estabelecida a
quantidade apropriada para determinar a atividade da enzima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio 1 — Extracao de enzimas e determinacao da
atividade enzimatica através de padroes eletroforéticos

Na avaliacdo da atividade enzimatica, apenas a enzima
peroxidase extraida do sistema radicular das plantulas no
sétimo dia, incluindo o periodo de pré-embebigao, apresentou
resultados satisfatorios. Para as demais enzimas estudadas
(GOT, esterase e fosfatase acida) ndo foi detectada a presenca
de atividade nos tecidos, nos periodos avaliados.

A avaliagdo da atividade da peroxidase nos tecidos ndo
apresentou resultados satisfatorios devido a total auséncia de
atividade enzimatica. Um dos principais problemas encontrados
na extracao de proteinas e enzimas de plantas € a presenga de
compostos fenolicos liberados durante a trituracao do tecido.
Tais fenois presentes em grande quantidade no tegumento,
quando descompartimentalizados, sdo prontamente oxidados
a quinonas por enzimas da propria planta. Tanto os compostos
fenolicos ndo oxidados, quanto as quinonas reagem com as
proteinas, causando inativa¢do de enzimas ou alteragdo da
mobilidade das moléculas de proteina. Tecidos jovens e tenros
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tém sido preferidos para avaliar a atividade da peroxidase por
oferecer facilidade de obtencdo e extragdo de proteinas,
constituindo assim um material adequado para analise de
polimorfismo isoenzimatico (Alfenas, 1998).

No tratamento de pré-embebi¢ao em substrato umedecido
com agua (testemunha), através da andlise dos
eletroforegramas, foi constatada a atividade da enzima
peroxidase de forma similar para as duas cultivares (Figura
1A). Para o tratamento de pré-embebi¢do em substrato
umedecido com solucdo herbicida, observou-se diferenga
nos padrdes eletroforéticos entre as duas cultivares estudadas,
o que possibilita a detec¢do das cultivares ndo geneticamente
modificada e geneticamente modificada (Figura 1B).

Comparando a atividade da peroxidase nas cultivares ndo-
GM e GM, apos a pré-embebi¢ao das sementes em solugdo
de herbicida foi possivel observar maior intensidade de bandas
na cultivar GM, o que demonstra o aumento da atividade da
peroxidase. As sementes da cultivar GM formaram, no
processo de germinacdo, plantulas normais e bem
desenvolvidas mesmo na presenca do herbicida, enquanto as
ndo-GM apenas iniciaram a fase 3 da germinagdo, nao
atendendo aos critérios de plantulas normais. Desse modo,
pode-se dizer que, as plantulas provenientes das sementes de
soja GM sao submetidas a um estresse mais acentuado, tendo
em vista a necessidade de superar essas condi¢des para a
formagao de plantulas normais.

A verificacdo desta diferenca pode estar relacionada ao
fato da enzima peroxidase ser considerada uma espécie de
termometro das condigdes adversas, ou seja, do estresse a
qual a planta esta sendo submetida. O aumento da atividade
da peroxidase ocorre mais rapidamente em plantas que
apresentam resisténcia ao agente causador do estresse
comparativamente a planta mais suscetivel, justificando deste
modo o aumento da atividade da peroxidade nas sementes da
cultivar tolerante ao herbicida glifosato. O aumento acentuado
da atividade da peroxidase, segundo Buxton et al., 1993,
pode também ser reflexo do dano celular causado na planta
por determinadas condicdes.

Em sojando-GM, o glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvil
shiquimato-3-fosfato acido sintetase (EPSP) e impede que a
planta forme aminoacidos essenciais para a sintese de
proteinas e de alguns metabdlitos secundérios (Kruse et al.,
2000). Embora a sintese de EPSP seja interrompia mediante
o tratamento com o herbicida glifosato, plantas tratadas podem
levar até trés semanas para morrer, o que pode ser justificado
pelo tempo necessario para ocorrer a reducdo das fontes de
aminoacidos aromaticos das plantas, causando
conseqiientemente a reducdo da sintese de proteinas e morte

da planta. Além da a¢do na sintese de EPSP, estudos sugerem
que certas doses de glifosato podem causar aumento
passageiro na atividade da liase, enzima importante no
metabolismo de fenilpropanol, de forma que a elevagao nos
niveis de fendis inibiriam o crescimento natural (Cobb, 1992).
Estas citagdes justificam os resultados obtidos nesta pesquisa,
pois as sementes da cultivar ndo-GM, na presenca do herbicida
apenas iniciaram o processo germinativo nao produzindo
plantulas normais.

Ensaio 2 — Extracdo da enzima peroxidase e
determinacio da atividade enzimatica através da reacao
colorimétrica

No teste de peroxidase descrito nas RAS (Brasil, 1992),
realizado inicialmente, ambas as cultivares mostraram
resultado positivo para a atividade da enzima peroxidase no
tegumento.

Comparando as duas cultivares submetidas ao tratamento
de pré-embebicdo em substrato umedecido com agua, foi
possivel observar a auséncia de coloragdo nas amostras, o
que corresponde a baixa atividade da peroxidase (Figura 2A).
Assim, pode-se afirmar que a quantidade de agua oxigenada,
necessaria para diferenciar amostras tratadas com herbicida
nao foi suficiente para detectar a baixa atividade da enzima
monstrada nos eletroforegramas. A peroxidase catalisa a
degradagdo de H,0,, liberando O,, que reage com o guaiacol.
Se a atividade da peroxidase € baixa, a H,0O, ndo ¢ degradada
e a solugdo permanece incolor (reacdo negativa). Se a atividade
¢ alta, conduz a uma reacdo positiva e a solugdo assume
coloragdo marrom avermelhada (Brasil, 1992).

Os resultados obtidos com o tratamento de pré-
embebicdo em substrato umedecido com solugdo herbicida
(0,6%) mostraram similaridade com os padrdes obtidos nos
eletroforegramas, tornando possivel a diferenciagdo visual das
amostras através da coloracdo marrom avermelhada presente
nas amostras provenientes da cultivar GM (Figura 2B). A
reagdo positiva constatada pela alteracdo da coloracdo da
solucdo, evidencia a elevada atividade da enzima peroxidase
na cultivar tolerante ao glifosato em consequéncia do estresse
causado pelo herbicida, associado a formagdo de plantulas
normais.

Uma analise geral dos resultados alcangados permite
verificar a possibilidade de diferenciacdo entre cultivares de
soja geneticamente modificada e ndo-GM, por meio de padrdes
eletroforéticos e do método colorimétrico, aplicado apds a
semeadura em substrato umedecido com solucao de 0,6% de
glifosato.

O método colorimétrico além de eficiente na diferenciacao
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FIGURA 1. Diferenciacio entre cultivares de soja nao-GM e GM através de padrdes eletroforéticos, com pré-embebicao das sementes:
(A) em substrato umedecido com agua e (B) em substrato umedecido em solucio de herbicida glifosato (0,6%).

Nao-GM

GM (A)

Nao-GM

M (B)

FIGURA 2. Diferencia¢io entre cultivares de soja nao-GM e GM através do método colorimétrico, com pré-embebiciio das sementes:
(A) em substrato umedecido com agua e (B) em substrato umedecido com solucio de herbicida glifosato (0,6%).

das cultivares avaliadas ¢ de facil aplicagdo e baixo custo,
mostrando-se vantajoso, nestes aspectos, sobre os demais
métodos de deteccdo ja existentes.

Com relag@o ao tempo necessario para a deteccdo de
sementes de soja geneticamente modificadas, o prazo de sete
dias foi similar aos obtidos por Goggi & Stahr (1997) e
nascimento et al. (2000), empregando o a metodologia de
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bioensaios, cuja detec¢do ocorreu entre sete e dez dias.
Também através de bioensaios Tillmann & West (2004)
conseguiram detectar em seis dias, utilizando pré-embebigdo
das sementes em substrato umedecido, e em trés dias, por
meio da imersdo em soluc¢do do herbicida. Da mesma forma,
Funguetto et al. (2004) detectaram em cinco dias, através da
analise conjunta das caracteristicas morfoldgicas das plantulas.
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A metodologia da reacdo colorimétrica da atividade da
enzima peroxidase aplicada apds a pré-embebi¢do das
sementes de soja em substrato umedecido com solugdo de
glifosato constitui-se em importante alternativa na detec¢do
de sementes de soja geneticamente modificada, pela
possibilidade de padronizagao, viabilizando sua implementagao
na cadeia produtiva de sementes.

CONCLUSOES

E possivel diferenciar cultivares de soja geneticamente
modificada tolerante ao herbicida glifosato através da reagdo
colorimétrica da atividade da enzima peroxidase.

Ha diferenca nos eletroforegramas de atividade da enzima
peroxidase entre as cultivares de soja tolerante e suscetivel
ao glifosato.

REFERENCIAS

ALFENAS, A. C. Extragdo de proteinas para a eletroforese. In:
ALFENAS, A. C. Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins.
Universidade Federal de Vigosa. Vigosa/MG, 1998. n. 2, p. 85-95.

AOUAD, A.; BAAZIZ, M.; MERGOUM, M. Quantitative aspects
of peroxidases in some moroccan cereal varieties. In: Actes des
Premieres Journees de I’Arbre. Laboratorie de Biochimie
Amélioration des Plantes. Université Cadi Ayyad. Morrocco. 1998.
Tp.

BEVILAQUA, G. A. P.; BONATO, E. R.; ROMAN, E. S.
Identificagdo de soja tolerante ao glifosato através do teste de
germinago. Revista Brasileira de Herbicidas, Brasilia, v. 1, n. 3,
p.261-265,2000.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development
and germination. 2 ed. New York. Plemium Press, 1994, 445p.

BRASIL. Ministério da Agricultura ¢ Reforma Agraria. Regras
para analise de sementes. Brasilia: SNDA/DNPV/CLAYV, 1992. 365

p.
BUXTON, D. R.; SHIBLES, R.; FORSBERG, R. A.; BLAD,B.L.;
ASSAY, R. H.; PAULSEN, G. M.; WILSON, R. F. Crop Science

Society of America, Inc. 677. International Crop Science. Madison,
USA. 1993. p. 757. — Livro ou periédico

CONAB — Companhia Nacional de Abastecimento, Titulo do
Documento disponivel em: http://www.conab.gov.br. Acesso em
21 ago. 2004.

COBB, A. Herbicides and plant physiology. Florida/USA:
Department of Life Sciences Nothingham Polytechnic, 1992, 176
p-

FUNGUETTO, C.1; TILLMANN, M.A.A.; VILLELA, F.A.; DODE,
L.B. Deteccao de sementes de soja geneticamente modificada

tolerante ao herbicida glifosato. Revista Brasileira de Sementes,
Pelotas, v. 26, n. 1, P. 130-138,2004-10-18

GOGQGI, A. S.; STAHR, M.G. Roundup™ pre-emergende tratment
to determine the presence of the Roundup Ready™ gene in
soybean seed: a laboratory test. Seed Technology, Kentucky, v.19,
n.1,p.99-102,1997.

ISTA. International Seed Testing Association. ISTA’s strategy
recarding methods for the detection, identification and
quantification of genetically modified seeds in conventional seed
lots, Ziirich: ISTA, 2001.

JAMES, C. Global status of commercialized transgenic crops:
2003. 1thaca: ISSA, 2003. 83p. (Brief 30: Preview)

KRUSE,N.D.; TREZZI, M. M.; VIDAL, R.A. Herbicidas inibidores
da EPSPS: revisdo de literatura. Revista Brasileira de Herbicidas,
Brasilia, v. 1,n.2, p. 139—146,2000.

SCANDALIOS, J.G. Genetic control os multipple molecular forms
of enzimes in plants: a review. Biochemical genetics, New York.
V.3,p.37-79, 1969.

SILVA, M. D. da. Diagnoéstico da qualidade da Agua na microbacia
Arroio do Pilao. 2002. 72f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia).
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas, 2002.

TILLMANN, M. A. A.; WEST, S.H. Identification of genetically
modified soybean (Glycine max L. Merr.) seeds resistant to
gliphosate. Scientia Agricola, Piracicaba, v.61,n.3,p.336-341, 2004

+o+o+

Revista Brasileira de Sementes, vol. 26, n° 2, p.150-155, 2004




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /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
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /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
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /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 ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /ENU <FEFF004a0070006500670020003300300030002000640070006900200041006c006c00200066006f006e00740073>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




