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Genetic Dissimilarity of Lines of Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) through
ISSR Markers

ABSTRACT - Demands for sustainable agricultural systems have forested the development of
biological control techniques, such as the use of the egg parasitoid Trichogramma Westwood. However,
the arduous identification of the parasitoid at the species level, due to the tiny size and the morphological
similarities is an obstacle to increasing its use. Molecular markers are useful to reach the specimen
genome and avoid environmental effects that could misguide identification. Several molecular markers
techniques are available and the ISSR technique has been used to differentiate close individuals, due
to its high polymorphism level, reproducibility and low cost. The objective of this study was to
measure the level of genetic differentiation among five lines of Trichogramma, using ISSR markers:
three belonging to the species 7. pretiosum Riley, one to 1. atopovirilia Oatman & Platner and one to
T. bruni Nagaraja. Morphological identification of the parasitoids was conducted at ESALQ/USP -
Piracicaba, SP. After DNA removal and standatization, PCR reactions were performed with 26 ISSR
primers; 11 of them were selected because they presented greater polymorphism and consistency.
Molecular data were converted into a binary matrix and analyzed (NTSYS v. 2.1). The 11 primers
produced 172 polymorphic sections. Genetic similarity ranged from 19% to 96%, showing that the
ISSR technique can efficiently identify DNA polymorphism in 7richogramma. Results also indicate
important inter and intra-specific variations among the parasitoid lines.

KEY WORDS: Molecular biology, microhymenopteran, identification, biological control

RESUMO - A demanda por processos agricolas racionais, em detrimento da utilizacdo de estratégias
convencionais, tem contribuido para o desenvolvimento de técnicas de controle bioldgico, como a
utilizagdo de parasitoides de ovos do género Trichogramma Westwood. Um entrave para sua utilizagao
¢ adificuldade na identificagdo das espécies, devido ao diminuto tamanho e a similaridade morfolédgica.
Os marcadores moleculares acessam o genoma, evitando o efeito ambiental e conseqiientemente
erros de identificacdo. Varias técnicas estdo disponiveis e a técnica ISSR vem sendo empregada para
a diferenciacdo rapida entre individuos proximos, devido ao elevado grau de polimorfismo,
reprodutibilidade ¢ baixo custo. Este trabalho objetivou mensurar o nivel de diferenciagdo genética
de linhagens de Trichogramma, mediante o emprego da técnica de ISSR. Cinco linhagens foram
estudadas: trés da espécie 7. pretiosum Riley, uma da espécie T atopovirilia Oatman & Platner e uma
da espécie T. bruni Nagaraja. A identificacdo morfoldgica dos parasitdides foi realizada na ESALQ/
USP, Piracicaba, SP. Apds a extracdo do DNA e sua padronizacio, realizaram-se as reacdes de PCR
utilizando-se 26 marcadores ISSR, dos quais 11 foram selecionados por apresentarem maior
polimorfismo e consisténcia. Os dados moleculares foram transformados em matriz binaria e analisados
pelo programa estatistico NTSYS v. 2.1. Os 11 marcadores utilizados geraram 172 bandas polimorficas.
A similaridade genética variou de 19% a 96%, permitindo concluir que a técnica ISSR ¢ eficiente na
identificacdo de polimorfismo de DNA em 7richogramma. Além disso, os resultados sugerem uma
variacdo acentuada inter e intra-especifica.
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Para se ter sucesso em um programa de controle biologico
com Trichogramma Westwood ¢é necessario selecionar a
espécie e linhagem do parasitéide que controle mais
eficientemente a praga, e que melhor se adapte a cultura e as
condigdes climaticas da regido onde sera utilizado (Hassan
1997). Portanto a correta identificacdo das espécies de
Trichogramma ¢é imprescindivel.

Devido ao tamanho diminuto e & similaridade
morfoldgica, a identificacdo das espécies de Trichogramma
tem sido problematica. Anteriomente, a identificagdo era
realizada pelo estudo da morfologia externa dos adultos com
a utilizag@o de caracteres como a coloragdo, o comprimento
¢ a densidade das cerdas na asa e o comprimento das cerdas
na antena para a separagdo das espécies. Entretanto, esses
caracteres variam com o tamanho do corpo e fatores
ambientais. Devido a pequena confiabilidade dos caracteres
morfoldégicos, os esforgos para a identificagdo foram
concentrados nos aspectos bioldgicos e reprodutivos (Parra
& Zucchi 1997). Em decorréncia disso, Nagarkatti &
Nagaraja (1971) mostraram a importancia da genitalia do
macho como carater na identificagdo especifica e um grande
avango ocorreu na identificagdo das espécies de
Trichogramma, sendo que no momento sdo conhecidas
aproximadamente 180 espécies (Pinto 1998).

Atualmente, o parasitéide ¢ identificado
taxonomicamente em nivel de espécie através da morfologia
da genitalia do macho (Pinto & Stouthamer 1994). No
entanto, em alguns casos, a identificagao ¢ dificultada pelo
tamanho reduzido do individuo (0,25 mm) e/ou a presenga
de espécies cripticas.

A biologia molecular vem sendo bastante utilizada na
identificagdo taxondmica de diversos grupos de insetos.
Me¢étodos simples de preservagdo de espécies de Dalbulus
maidis (DeLong & Wolcoot) (Hemiptera: Cicadellidae)
quanto a quantidade e qualidade do DNA, para analise com
RAPD, foram testados apds periodos sucessivos de
armazenamento (Oliveira et al. 2002). O seqlienciamento
daregido ITS2 (espago interno transcrito) do rDNA tem sido
usado para identificar duas espécies proximas de
Trichogramma: T. rojasi Nagaraja & Nagarkatti e 7. lasallei
Pinto (Ciociola Jr. et al. 2001). A andlise da seqiiéncia do
rDNA das duas espécies difere em numero e posi¢ao dos
nucleotideos, mostrando que sdo distintas. Os resultados
mostram que analises moleculares sdo uma boa alternativa
para identifica¢do de espécies cripticas de Trichogramma.
Desse modo, espécies particularmente de dificil identificagao
com o emprego das técnicas taxondmicas tradicionais podem
ter suas identidades esclarecidas mediante o emprego de
técnicas moleculares do seqilienciamento ou do polimorfismo
do comprimento de seqiiéncias gerado através das técnicas
de marcadores moleculares.

Dentre as técnicas de marcadores moleculares com
grande potencial para a identificagdo de espécies de insetos,
a técnica de ISSR (“Inter simple sequence repeat
amplification”) (Zietkiewicz et al. 1994) se destaca devido
ao elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo
custo (Salimath ez al. 1995).

Os dados moleculares representam valiosa fonte de
caracteres alternativos para a taxonomia de Trichogramma.
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Tal recurso ¢ necessario para testar os conceitos de
“parentesco”, que atualmente fundamentam-se bastante nos
limitados dados morfoldgicos. As caracteristicas moleculares
também sdo potencialmente valiosas para a distingdo de
fémeas, pois até agora todas as identificagdes sdo baseadas
nos machos, e formas telitocas. Outra vantagem da
identificacdo molecular ¢ a identificagdo de variantes intra-
especificos, os quais sdo geralmente indistingiiiveis
morfologicamente, mas potencialmente importantes para o
controle bioldgico (Pinto 1997, 1998).

O objetivo deste trabalho foi mensurar o nivel de
diferenciacdo genética de linhagens de Trichogramma
através da analise do DNA, mediante o emprego da técnica
de ISSR.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento do Departamento de Fitotecnia e no
Laboratorio de Biologia de Insetos do Departamento de
Fitossanidade da Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”
(FAEM) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), no ano
de 2002.

Colecao de Trichogramma. Foram estudadas cinco
linhagens: trés da espécie T. pretiosum Riley, uma da espécie
T. atopovirilia Oatman & Platner, e uma da espécie 7. bruni
Nagaraja. As linhagens de 7. pretiosum foram coletadas em
pomares de macieira nos municipios de Vacaria, RS e Bento
Gongalves, RS; a espécie 1. atopovirilia foi fornecida pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
Petrolina, PE; e a espécie 7. bruni foi coletada em ovos de
Heliconius phyllis (Fabricius) em Piracicaba, SP.

As linhagens estudadas foram identificadas através de
caracteres morfologicos, na ESALQ, Piracicaba, SP, ¢
passaram a fazer parte da criagdo do Laboratério de Biologia
de Insetos, DFs, FAEM, UFPel, RS.

Extracdo de DNA. Para a extracdo do DNA genomico foi
utilizado o protocolo descrito por Olerup & Zetterquist
(1994), com algumas modificagdes. Para cada uma das cinco
linhagens foram realizadas duas extragdes independentes.
Utilizou-se em torno de 100 individuos (machos e fémeas)
de cada linhagem por extragdo. Ao invés de as amostras
serem maceradas em nitrogénio liquido, estas foram
maceradas diretamente em 500 pl de tampdo de extragdo
(Tris HCI 10 mM pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 10 mM pH
8,0; SDS 0,5%) adicionado de proteinase K (20 pug ml).
Posteriormente as amostras foram incubadas por 2h a 37°C
e centrifugadas por seis min. a 14000 g, a temperatura
ambiente. Em seguida adicionou-se 260 ul de TE, 240 pl de
NaCl 5M; procedeu-se nova centrifuga¢do por 15 min. a
14000 g e transferiu-se o sobrenadante para novo tubo,
adicionando em torno de 1000 pl de etanol absoluto, o que
equivale a duas vezes a quantidade de sobrenadante, seguido
de nova centrifugacdo por 15 min. a 14000 g, lavagem com
200 pl de etanol 70% gelado e centrifugado por cinco min. a
14000 g. O DNA foi ressuspendido em 50 pl de TE pH 8§,0.

A quantificacdo do DNA total foi realizada por
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eletroforese com gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etideo (Sambrook et al. 1989), através da comparagdo
com bandas de concentragdo conhecida.

Analise de ISSR. Foram testados 26 marcadores de um set
de 100 marcadores obtidos da University of British
Columbia, dos quais, 11 apresentaram bandas consistentes
(UBC 815, 825, 835, 840, 841, 842, 845, 850, 855, 860 ¢
880).

As reagoes foram realizadas conforme protocolo descrito
a seguir: 625 uM de cada dNTP; 2,5 uM marcadores; 0,5
unidade de 7ag polimerase; 1,5 mM MgCl; 50 mM KClI; 10
mM Tris-HCI pH 9,0; 0,1 plml"' de gelatina e 0,1 plml! de
Triton X-100, no volume final de 20 pl. As reacdes de
amplificagdo foram realizadas em um aparelho de PCR PTC
— 100, com uma fase inicial de desnaturagdo a 94°C por 90
segundos, seguida de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 45°C
por 45 segundos e 72°C por 90 segundos. O Gltimo passo
constituiu uma fase de extensao final a 72°C por cinco min.
Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese
em poliacrilamida 7%, em cuba de seqiienciamento manual
Modelo Hoesche, por tempo aproximado de 2h, e a poténcia
elétrica constante de 60W. O gel foi corado com nitrato de
prata a 0,2%, conforme protocolo de revela¢do de Briard et
al. (2000).

Analise Estatistica. Através da avaliacdo do perfil de
bandas, obteve-se a matriz binaria atribuindo-se 1 para
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presenga e 0 para auséncia da banda. A analise dos dados
foi realizada através do Programa NTSYS pc 2.1 (Rohlf
2000), que utiliza o método UPGMA (Unweighted Pairwise
Group Method using Arithmetic Average). Com isso obteve-
se a matriz de similaridade e o coeficiente da distancia
genética média (Nei & Li 1979), possibilitando a construgao
do cladograma.

Resultados e Discussao

Dos 11 marcadores utilizados no trabalho (815, 825, 835,
840, 841, 842, 845, 850, 855, 860 ¢ 880), foi gerado o total
de 172 bandas. Os numeros minimo e maximo de bandas
observadas foram 8 (marcador 815, 850 e 880) e 31
(marcador 835), respectivamente, com uma média de 16
bandas por marcador. Esse resultado caracteriza elevada
capacidade na detecg¢do de polimorfismo através dessa
técnica. O mesmo ocorreu em outros trabalhos: com sorgo
(Yang et al. 1996, Oliveira et al. 1996) ¢ Eleusine (Salimath
et al. 1995).

O grau de consisténcia da técnica foi medido através da
analise de duas amostras independentes de cada linhagem.
Todos os locos analisados estavam presentes nas duas
extrag¢des independentes (Fig. 1), caracterizando o elevado
grau de consisténcia da técnica de ISSR no estudo do
polimorfismo de DNA em géneros Trichogramma.
Resultados semelhantes foram obtidos por Yang et al. (1996)
em sorgo.

1 1

2 23 3 4 4 5 5

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida 7% do produto da amplificacdo do DNA extraido de maneira independente de
diferentes espécies do género Trichogramma, utilizando-se os marcadores UBC 835 (A) e UBC 845 (B). Colunas 1 (T pretiosum
- Vacaria, RS); 2 (T. pretiosum - Vacaria, RS); 3 (T. pretiosum — Bento Gongalves, RS); 4 (T. atopovirilia - ESALQ, Piracicaba,

SP); 5 (T. bruni - ESALQ, Piracicaba, SP).
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Dentre as cinco linhagens de Trichogramma analisadas,
aproximadamente 96% das bandas foram polimorficas,
caracterizando elevado grau de polimorfismo na populagio
estudada e sugerindo que as dificuldades enfrentadas na
identificac@o das espécies baseada em critérios morfologicos
decorrem da alta diversidade genética das populagdes.

Através da Matriz de Similaridade Genética (Fig. 2),
construiu-se o cladograma, mostrando que as linhagens 2 e 3
de T pretiosum sdo as mais proximas geneticamente, com 96%
de similaridade; a espécie T. atopovirilia (nimero 4)
apresentou, aproximadamente, 93% de similaridade em relacdo
as duas anteriores. A linhagem 1 de 7. pretiosum demonstrou
ter 50% de similaridade genética em relagdo as linhagens 2, 3
e 4. A espécie mais distante geneticamente, dentre todas
analisadas, foi 7. bruni (nimero 5), com apenas 19% de
similaridade genética em relagdo as outras linhagens (Fig. 3).

LINHAGENS| 1 2 3 4 5
1 1
2 051 1
3 0,50 096 1
4 0,51 0,95 093 1
5 0,23 0,19 017 0,17 1

Figura 2. Matriz de similaridade genética baseada em locos
ISSR. Cada niimero representa uma linhagem do género
Trichogramma. 1. T. pretiosum (Vacaria, RS); 2. T. pretiosum
(Vacaria, RS); 3. T. pretiosum (Bento Gongalves, RS); 4. T.
atopovirilia (ESALQ, Piracicaba, SP); 5. T. bruni (ESALQ,
Piracicaba, SP).
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A distancia genética média (67,57%) foi utilizada como
ponto de corte para a formagao dos grupos. Trés grupos foram
formados, um deles incluindo os genoétipos 2, 3 e 4, e outros
dois contendo os genotipos 1 e 5, respectivamente.

Os resultados encontrados conflitam com o esperado pois
posicionam uma das linhagens de 7. pretiosum mais distante
das outras duas. Uma possivel explicagdo ¢ que a linhagem
1 ¢ mais variavel geneticamente, sendo detectada maior
variacdo dentro da espécie 7. pretiosum do que entre 7.
pretiosum e T atopovirilia. Essa hipdtese deve ser testada
com maior numero de amostras das linhagens estudadas.
Entretanto, a ocorréncia de erro na identificagdo das espécies
e/ou contamina¢do em laboratorio, ndo podem ser
descartadas, por haver espécies e/ou linhagens muito
agressivas, ou por estas se adaptarem mais facilmente ao
hospedeiro Anagasta kuehniella (Zeller), podem vir a invadir
os tubos de criacdo de outra espécie durante o manuseio,
misturando-se a esta ¢ “dominando” a populagdo existente
no laboratorio (Botelho 1997, Zucchi & Monteiro 1997).

Acespécie T. bruni foi a mais distante das demais estudadas
sugerindo que a pressao de selecao ou habito de parasitismo
esteja diferindo nesta espécie. Estudos caracterizando o
comportamento de parasitismo da espécie e comparando com
as demais, sugerem que 7. bruni ndo ¢ tao eficiente em parasitar
alagarta enroladeira da maga, Bonagota cranaodes (Meyrick),
quando comparada com as outras quatro linhagens (dados ndo
publicados). A diferenga no comportamento de parasitismo
desse hospedeiro especifico ¢ consistente com as diferengas
encontradas em nivel molecular.

Pode-se concluir que a técnica ISSR ¢ eficiente na
identificagdo de polimorfismo de DNA em individuos do género
Trichogramma, permitindo minimizar o tempo gasto com sua
identificac@o, bem como facilitar o processo, o que vai contribuir,
em muito, na utilizacdo desse importante parasitéide de ovos
em programas de controle biologico de pragas.

Distancia genética média

1 - T pretiosum

2 - T pretiosum

3 - T pretiosum

—

4 - T atopovirilia

5 - T. bruni

Figura 3. Cladograma de linhagens do género Trichogramma realizado pelo método UPGMA baseado em dados de ISSR. 1. T.
pretiosum (Vacaria, RS); 2. T. pretiosum (Vacaria, RS); 3. T. pretiosum (Bento Gongalves, RS); 4. T. atopovirilia (ESALQ, Piracicaba,

SP); 5. T. bruni (ESALQ, Piracicaba, SP).



July-August 2005

Literatura Citada

Botelho, P.S.M. 1997. Eficiéncia de Trichogramma em
campo, p303-318. In J.R.P. Parra & R.A. Zucchi (eds.),
Trichogramma e o controle biologico aplicado. cap. 11,
Piracicaba, FEALQ, 324p.

Briard, M.,V.L.E. Clera, D. Gnzebelus, D. Senalik & P.W.
Simon. 2000. Modified protocols for rapid carrot genomic
DNA extraction and AFLP™ analysis using silver stain
on radioisotopes. Plant Mol. Bio. 18: 235-241.

Ciociola Jr., A.L.., R.A. Zucchi & R. Stouthamer. 2001.
Molecular key to seven Brazilian species of
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
using sequences of the ITS2 region and restriction
analysis. Neotrop. Entomol. 30: 259-262.

Hassan, S.A. 1997. Selec@o de espécies de Trichogramma
para o uso em programas de controle biologico, p183-
206. In J.R.P. Parra & R.A. Zucchi (eds.), Trichogramma
e o controle bioldgico aplicado. cap. 11, Piracicaba,
FEALQ, 324p.

Nagarkatti, S. & H. Nagaraja. 1971. Redescriptions of
some knowns species of Trichogramma (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) showing the importance of the male

genitalia as a diagnostic character. Bull. Entomol. Res.
61: 13-31.

Nei, M. & W.H. Li. 1979. Matematical model for studing
genetic variation in terms of restriction endonucleases.
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 76: 5269-5273.

Olerup, O. & H. Zetterquist. 1994. HLA-DR typing by
PCR amplification witch sequence Specific primer
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR
typing in clinical practice including donor-repient
matching in cadaveric transplantation. Tissue Antigens.
39: 225-235.

Oliveira, A.C. de, T. Richter & J.L. Bennetzen. 1996.
Regional and racial specificities in sorghum germplasm
assessed with DNA markers. Genome 39: 579-587.

Oliveira, C.M., ML.F.P. Fungaro, L.E.A. Camargo & J.R.S.
Lopes. 2002. Analise comparativa da estabilidade do
DNA de Dalbulus maidis (DeLong & Wolcoot)
(Hemiptera: Cicadellidae) sob diferentes métodos de
preservacdo para uso em RAPD-PCR. Neotrop.
Entomol. 31: 225-231.

Neotropical Entomology 34(4)

569

Parra, J.R.P. & R.A. Zucchi. 1997. Trichogramma ¢ o
Controle biolégico aplicado. Piracicaba, FEALQ, 324p.

Pinto, J.D. 1997. Taxonomia de Trichogrammatidae
(Hymenoptera) com énfase nos géneros que parasitam
Lepidoptera. . In J.R.P. Parra & R.A. Zucchi (eds.),
Trichogramma e o controle bioldgico aplicado. cap. 11,
Piracicaba, FEALQ, 324.

Pinto, J.D. 1998. Systematics of the north american species
of Trichogramma Westwood (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Washington, Entomological
Society of Washington, 287p. (Memoirs, 22).

Pinto, J.D. & R. Stouthamer. 1994. Systematics of the
Trichogrammatidae with emphasis on Trichogramma,
p. 1-36. In E. Wajnberg & S.A. Hassan (eds.). Biological
control with egg parasitoids. Wallingford, CAB
International, IOBC. cap. 1, 286p.

Rohlf, J.F. 2000. NTSYS — pc: Numerical taxonomy and
multivariate analysis system. Version 2.1 Exeter
Software. Setauket. NY.

Salimath, S.S., A.C. de Oliveira, I.D. Godwin & J.L.
Bennetzen. 1995. Assessment of genome origins and
genetic diversity in the genus Eleusine with DNA
markers. Genome 38: 757-763.

Sambrook, J., E.F. Fritsch & T. Maniatis. 1989. Molecular
cloning: A laboratory manual. New York, Cold Spring
Lab. 9: 16-23.

Yang, W., A.C. de Oliveira, I. Godwin, K. Schertz & J.L.
Bennetzen. 1996. Comparison of DNA marker
technologies in characterizing plant genome diversity:
Variability in chinese sorghums. Crop Sci. 36: 1669-
1676.

Zietkiewicz, E., A. Rafalski & D. Labuda. 1994. Genome
fingerprinting by simple sequence repeat (SSR) —
anchored polymerase chain reaction amplification.
Genomics 20: 176-183.

Zucchi, R.A. & R.C. Monteiro. 1997. O género
Trichogramma na América do Sul, p 41-66. In J.R.P.
Parra & R.A. Zucchi (eds.), Trichogramma e o controle
biologico aplicado. cap. 2, Piracicaba, FEALQ, 324p.

Received 22/X1/04. Accepted 01/111/05.





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /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 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /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 /Remove
  /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 /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
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /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
  /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 true
  /PDFXNoTrimBoxError false
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Euroscale Coated v2)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (FOGRA1)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /ENU ([Based on '[PDF/X-1a:2001]'] Use these settings to create Adobe PDF documents that are to be checked or must conform to PDF/X-1a:2001, an ISO standard for graphic content exchange.  For more information on creating PDF/X-1a compliant PDF documents, please refer to the Acrobat User Guide.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 4.0 and later.)
    /PTB ()
  >>
  /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 [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Euroscale Coated v2)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /HighResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /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 [612.000 792.000]
>> setpagedevice




