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RESUMEN

El alga roja Grateloupia
doryphora crecié en medios
axénicos de agua de mar
enriquecida (PES) con glicerol
como una fuente de carbono
orgdnico. Las técnicas
histolégicas, histoquimicas y de
microscopia electrénica revelaron
que el glicerol fue utilizado para
biosintetizar polimeros,
necesarios para la elongacién y

la posterior division celular, tal y
como lo evidenci6 la acumulacion
de almidoén y la actividad del
sistema de endomembranas.

ABSTRACT

Glycerol as an activator of cellular
division and the biosynthetic of the
seawed Grateloupia doryphora

The red alga Grateloupia doryphora
was grown in axenic culture in
Provasoli's enriched seawater
medium (PES) supplemented with
glycerol as an organic carbon
source. Histologic and histochemical
techniques and studies at the electron
microsope level revealed that
glycerol was used to biosynthesize
polymers needed for cell elongation
and division as evidenced by starch
accumulation and endomembrane
system activity.
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INTRODUCCION

| trabajo " que a conti-
nuacién se presenta tie-
ne como objetivo prin-
cipal contribuir a la
mejora de los cultivos
in vitro de las macroalgas.

El hecho de que nos centra-
mos en las algas marinas viene
dado por el gran interés indus-
trial que éstas despiertan. No
debemos olvidar que los vege-
tales marinos, y principalmen-
te las algas rojas y pardas, acu-
mulan en las paredes de sus
c€lulas y espacios intercelulares
determinados compuestos (agar-
agar, carrageno) cuyas propie-
dades fisicas los hacen in-
sustituibles en su aplicacién
industrial.

Por otro lado, su metabolis-
mo secundario genera compuestos
de caracteristicas quimicas y
propiedades bioactivas, Ginicas
en el Reino Vegetal, con acti-
vidad farmacoldgica, antifiin-
gica, antivirica y antineoplasi-
ca (Fenical, 1982; McLachlan,
1985).

Sobre lo expuesto, el primer
paso serd la obtencién y man-
tenimiento del cultivo de algas
que produzcan mayores y me-
jores cantidades de compues-
tos orgédnicos de interés indus-
trial y sobre los que se realice
la extraccion de productos
macroalgales independientemente
de la existencia de las pobla-
ciones naturales.

La dificultad de cultivar y
manipular los cultivos de estas
macroalgas y de mantenerlas en
condiciones libres de contami-
nantes (axénicas) ha hecho que,
durante muchos afios, no se le
prestase la suficiente atencidn.

El desarrollo, relativamente
reciente, de cultivos axénicos
de estos vegetales ha dado una
oportunidad al estudio de los
requerimientos no s6lo nutriti-
vos sino al de su crecimiento
en condiciones controladas. El
cultivo en condiciones libres de
contaminantes también ha per-
mitido la introduccion de di-
versas fuentes de carbono. Las
mismas facilitarian el manteni-
miento de cultivos con una alta
tasa de propagacién hasta ge-
nerar nuevos individuos.

En los tltimos afios hemos
desarrollado un sistema de pro-
pagacién in vitro en condicio-
nes libres de contaminantes para
el alga roja multicelular Gra-
teloupia doryphora. Dicho sis-
tema permite no sélo la propa-
gacién de carposporas y
tetrasporas hasta la obtencién
de talos gametofiticos y tetra-
sporofiticos sin que se presen-
ten los cldsicos problemas de
contaminacién que ocurre cuando
se parte de un material no axénico,
sino que también, la adicion de
una fuente de carbono eficaz
para el crecimiento y la mor-
fogénesis (emisién de yemas)
ha posibilitado un aumento en
la tasa de crecimiento de 4 ve-
ces superior a la tasa normal e
inducido la formacién de ye-
mas. Esta fuente de carbono fue
el glicerol y ninguna otra pro-
bada: galactosa, glucosa, saca-
rosa y manosa, provoco cam-
bio alguno (Robaina et al., 1990).

Para centrar el tema, lo que
tratamos de comunicar es, a),
tenemos un sistema que nos
permite la obtencién de nuevos
individuos, estando en vias de
completar el ciclo de vida de
esta alga en el laboratorio, per-
mitiéndonos abandonar la po-
blacién natural, y, b), la pre-
sencia de glicerol ya no sélo es

importante por su efecto sobre
el crecimiento, sino que tam-
bién forma parte de los pro-
ductos de reserva en las algas
rojas como es el floridosido e
isofloridosido (compuestos de
galactosa-glicerol); y que su
metabolismo favorece la acu-
mulaciéon de almidén y otros
ficocoloides como el agar-agar
y carrageno (Macler, 1986), los
cuales, a su vez, han estado
relacionados con la formacién
de las yemas (Brown et al., 1979).
En definitiva, conociendo el
metabolismo del glicerol y la
ventaja que nos reporta el sis-
tema, utilizarlo como una “he-
rramienta” que nos permita ac-
tuar sobre el crecimiento y la
acumulacién de estos produc-
tos, al mismo tiempo que po-
demos caracterizar histolégica
e histoquimicamente los cam-
bios morfol6gicos que tienen
lugar, y correlacionar las va-
riaciones en determinados com-
ponentes estructurales derivables
del metabolismo del glicerol
(aproximacion histoquimica) con
los cambios morfolégicos.

IMPLICACIONES
MORFOGENETICAS
DEL GLICEROL

| material vegetal em-
pleado en el seguimien-
to del desarrollo y la
morfogénesis de G. dory-
phora fueron carpos-

_ poras las cuales habian sido li-

beradas en placas de Petri,
conteniendo medios de cultivos
agarizados. Para ello, las bases
aplicadas por Robaina (1988)
para la esterilizacién del mate-
rial vegetal, asi como para la
obtencién de carposporas nos
permitieron mejorar los méto-
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FOTO 1.

Talos de
Grateloupia
doryphora
de 45 dias
de edad
cultivados
en medios
solidos
control
(PES). x60.

Masas
morfogené-
ticas de 45
dias de edad
cultivadas
en medios
solidos PES
70+ 0.3 M
glicerol. x60.

Fotografia al
microscopio
optico de
células
pertenecientes
a las capas
interna-
intermedia de
material
cultivado en
PES 70 + 0.3
M glicerol
durante 2
horas. Las
flechas
indican los
lugares donde
probablemente
comience la
division del
citoplasma.
Seccion
semifina de
1.5 im tenida
con azul de
toluidina. x140.

dos de propagacién del alga roja
G. doryphora (Garcia-Jiménez,
1994).

El estudio del crecimiento y
el desarrollo fue seguido desde
las 2 primeras horas hasta los
12 dias en cultivo. Para ello se
dispuso de aproximadamente 950
carposporas repartidas en 8 pla-
cas de Petri conteniendo me-
dios agarizados normales (4 pla-
cas) y conteniendo glicerol (4
placas). Durante cada uno de
los tiempos descritos, 25 espo-
ras de cada medio fueron reco-
lectadas y preparadas para su
visualizacién al microscopio 6p-
tico y al electrénico.

RESULTADOS

i bien las carposporas cul-
' tivadas en presencia del
glicerol era el material
idéneo sobre el que ca-
racterizar los cambios
morfoldgicos y la acumulacién
de derivados del glicerol, lo cierto
es que este hecho pasaba por el
conocimiento previo de “su patrén
normal”, es decir, aquel que tenia
lugar en ausencia de la fuente
de carbono.

Las técnicas de histologia e
histoquimica, junto con, las de
microscopia electrénica han cons-
tatado no s6lo los cambios es-
tructurales que tienen lugar so-
bre este tipo de material hasta
la formacién de una nuevo talo,
sino también las posibles alte-
raciones en el patron de creci-
miento.

El examen del material, en
medios conteniendo glicerol, re-
vel6 un modelo de disposicion
celular muy diferente al encon-
trado en medios control. Esto

EL GLICEROL COMO ACTIVADOR DE LA DIVISION CELULAR
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se debe al hecho de que el cre-
cimiento en medios con glice-
rol induce un patrén de creci-
miento diferente al encontrado
en medios control (Fotos 1,2).

El material a estudio mos-
traba, en el momento inicial,
una forma esférica con 3 capas
diferenciadas (externa, intermedia
e interna), mientras que, en es-
tadios mds avanzados ya se dis-
tingufa la presencia de yemas.
En este sentido, diremos que
este aumento de tamaifio de las
carposporas estd sustentado por
una induccién temprana de la
division de las células internas
a las 2 horas de cultivo en pre-
sencia del glicerol (Foto 3), hecho
que no fue visto en los medios
control.

El mayor nimero de yemas
se formé pasados los 3 dias de
cultivo en glicerol, prolongandose
hasta los 12 dias. Simultdnea-
mente, con la formacién de ye-
mas se obtiene la disminucién
de los granos de almidén y la
acumulacién de lipidos.

La disminucién de los gra-
nos de almidén (Foto 4), muy
probablemente, estd relaciona-
da con la emisién de las ye-
mas, siendo extremadamente
notable en los ultimos estadios
del desarrollo.

Los lipidos si bien se en-
cuentran en todas las células
(internas/externas) desde el inicio
del seguimiento (Foto 5, 6), a
medida que tiene lugar el cre-
cimiento se sitdan unicamente
en las células internas, ocupando
toda la superficie celular (Foto
7). Este hecho ademds coinci-
de, a nivel macroscépico, con
la depigmentacién total del ma-
terial de cultivo entre los 9-12
dias y, a nivel microscépico,
con la oclusién de las células
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FOTO 4.

Seccion de las
capas interna-
intermedia del
material
cultivado
durante 6 dias
en medios
contenieno
glicerol.
Notese

la escasa
presencia

de los granos
de almidon
(a). x13000.

FOTO 5.

Célula interna
de material
cultivado 1 dia
en presencia
del glicerol.
Notese la
escasa
presencia de
los granos

de almidén (a),
lipidos (cuerpos
osmofilicos,
co), nucleo y
cloroplastos
(c). x120000.

FOTO 6.

Célula externa
de material
cultivado en
PES70+03M
glicerol

durante 1 dia.
Notese la
presencia de
almidon (a),
lipidos (cuerpos
osmofilicos, co),
mitocondrias (m)
y cloroplastos(c).
x17000.
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internas por las nuevas capas
celulares que se estdn generan-
do, al mismo tiempo que se acen-
tdan las diferencias entre los
distintos tipos celulares.

En medios control, la for-
macién de yemas ocurre entre
los 2-3 meses por lo que estos
cambios se producen paulati-
namente y son mas dificiles de
determinar.

La disposicion celular en la
yema en medios con glicerol
se caracterizé por células dis-

FOTO 7.

Células internas
del material
cultivado
durante 9 dias
en presencia
del glicerol.

De importancia
es la enorme
superficie
celular que
ocupa los
cuerpos
osmofilicos
(co). x8000.

puestas concéntricamente y muy
compactadas (Foto 8), con un
alto grado de divisién en un
s6lo plano. En los medios sin
fuente de carbono fue normal
observar una capa cortical o ex-
terna y una medular o interna
constituida por células elongadas,
las cuales se originaron a par-
tir de sucesivas elongaciones y
bifurcaciones de las células in-
ternas de la carpospora (Gar-
cia-Jiménez, 1994). Estas ye-
mas tienen una estructuracion
celular similar a la que presen-
tan los talos en la naturaleza.

Estas observaciones nos permiten
afirmar que en medios con gli-
cerol no existen yemas en sen-
tido estricto.

Paralelamente al crecimien-
to y la emisiéon de yemas se
observa que, a nivel ultrastruc-
tural, se sucede el engrosamiento
de la pared celular (Foto 9). En
este sentido, el nimero de dictio-
somas o de aparatos de Golgi
incrementan a medida que trans-
curre el tiempo de cultivo en
glicerol (Foto 10).

COMENTARIOS Y
PERSPECTIVAS
FUTURAS

* El establecimiento de una
linea de cultivo in vitro con-
trolada nos permite propagar las
carposporas y tetrasporas axénicas
a medios liquidos con sistema
de aireacién donde se manten-
dran los talos tetrasporofiticos
y gametofiticos. Estos talos tienen
la particularidad de ser un ma-
terial mantenido durante largos
periodos de tiempo en condi-
ciones controladas en nuestro
laboratorio y, por tanto, del que
se conoce la fase del ciclo, edad,
etc. Las algas, asi mantenidas,
servirdn para estudiar cudles son
los requerimientos necesarios
para inducir el desarrollo de las
tetrasporas, el nimero de talos
gametofitos femeninos, la fe-
cundacién y la obtencion de los
talos carposporofiticos.

Esta linea de investigacion
ha tenido su continuacién con
la publicacién de diversos tra-
bajos en revistas internaciona-
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Corte longitudinal de material cultivado en PES 70 + 0.3 M
glicerol durante 6 dias. Nétese la tendencia de las células
a estar altamente compactadas. x150.

les (Rodrigo y Robaina, 1996),
asi como en la realizacién de
una Tesis Doctoral (Rodrigo M.,
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fecha sin determinar) en la que
se abordan los cambios fisiol6-
gicos y morfolégicos que tie-
nen lugar durante la formacién
de tetrasporas.

* El estudio de las caposporas,
a nivel ultrastructural, indica la
disminucién del tamaiio de los
granos de almidén la cual ha
sido descrita previamente en
callos de tabaco (Brown et al.,
1979). En este caso, los auto-
res estimaban que el papel del
almid6n podria ser tanto de “su-
ministrador” de esqueletos de
carbono y energia, como de re-
gulador osmético durante la for-
macién de yemas.

En G. doryphora, este almi-
d6én funcionaria como regula-
dor osmético debido a que la
presencia del glicerol como fuente
de carbono ya suministraria todo
el carbono y energia necesaria
para el crecimiento (Garcia-Ji-
ménez, 1994; Garcia-Jiménez
et al., 1996).

También, como hemos di-
cho anteriormente, el material
a los 9-12 dias se depigmenta
completamente. La depigmenta-
cién del material afecta prime-
ramente a las células mds ex-
ternas contrariamente a lo que
cabria esperar si se establece
un gradiente de nutrientes @,
Simultdneamente, el recultivo
del material completamente de-
colorado a nuevos medios im-
plica la repigmentacién de las
células de la zona interna.

Experimentos paralelos nos
han indicado que estas mismas
células, en condiciones experi-
mentales adversas, son capaces
de regenerar nuevas capas ce-
lulares. Este hecho, junto con
la presencia de enormes gotas
lipidicas en toda la superficie
de las c€lulas internas en estos

VECTOR PLUS

FOTO 8.

Células de la
capa interna
de un material
de 6 horas en
PES70+0.3M
glicerol.
Comparese

el grado de
asociacion entre
los cuerpos
osmofilicos
(co), asi como
el grosor de la
pared celular /
(pc). x5000. W

ultimos estadios, podria indi-
carnos la existencia de un de-
terminado tipo celular capaz de
iniciar (son las que se dividen
en las dos primeras horas) y
mantener el crecimiento.

Estos hechos ademds son re-
flejo, por un lado, de la acu-
mulacion del carbono celular y
de la disminucion del conteni-
do de nitrégeno (equivale a la
depigmentacién total del mate-
rial), y, por otro, de la existen-
cia de un tipo celular biosintético
(en este estado, las células del

interior estdn completamente
ocluidas por otras capas celu-
lares y muy probablemente su
capacidad fotosintética esta re-
ducida).

Cuando el recultivo se hace
a medios que no contienen la
fuente de carbono, hemos ob-
servado, que tiene lugar el pa-
tron normal de desarrollo. Esto
significa que estas células es-
tdn siempre disponibles, por lo
que, su aislamiento puede sig-
nificar el mantenimiento de un
cultivo de células libres sobre

FOTO 10.

Parte de una
célula interna
procedente

de material
cultivado
durante 3 dias
en medios
conteniendo
glicerol. Nétese
la presencia de
numerosos
dictiosomas
(d). x25000.
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el cual se pueda ejercer cierto
control, enfocdndo el metabo-
lismo hacia la acumulacién de
carbohidratos o hacia el desa-
rrollo normal de los talos.

En cuanto al engrosamiento
de la pared celular, existen re-
ferencias que indican que a lo
largo de diferentes fases del ciclo
de determinadas algas se pro-
duce la predominancia de un
componente de la pared celular
(Mukai et al., 1981; Gretz et
al., 1980). En G. doryphora,
éste puede ser debido a la acu-
mulacién de productos deriva-

1. El mismo forma parte de la Te-
sis Doctoral desarrollada en
el Departamento de Biologia
de la U.L.P.G.C., bajo la di-
reccion de los Dres. D. An-
gel Luque Escalona y D. Ra-

GLOSARIO

Cultivos axénicos: segun la termi-
nologia aceptada por la So-
ciedad Espafola de Fisiolo-
gia Vegetal (Boletin 8, 1988)
y la Tissue Culture Association
(volumen 17, 1983) la defini-
cion de cultivo axénico es aquel
carente de hongos, bacterias,
virus, micoplasmas y otros
microorganismos.

Medios de cultivos agarizados: son
medios que, teniendo como
base el agua de mary la adi-
cién de algunos nutrientes y
vitaminas, se les ha solidifi-
cado con agar.

Carpospora: es una Unica célula

dos del metabolismo del glice-
rol. Sin embargo, este detalle
debe ser objeto de un estudio
detenido para determinar qué
componentes polisacaridicos son
susceptibles de acumularse.

Larelacion del aparato de Golgi
con la sintesis de estos polisacaridos
y con la formacién de la pared
celular también estd ampliamen-
te documentada (Ra-mus, 1972;
Konrad-Hawkins, 1974; Tsekos
1985, Liu et al., 1992). Esto es
perfectamente correlacionable con
la enorme cantidad de dictioso-
mas que hemos encontrado en

fael Robaina Romero.

2. Seentiende que la depigmentacion
del material esta estrecha-
mente relacionada con la di-
minucion de los niveles de

capaz de germinar y dar lu-
gar a nuevos individuos, de-
nominados talos tetrasporofi-
ticos.

Tetrasporofito: Talo productor de
tetrasporas, normalmente
diploide.

Tetraspora: 4 células producidas
por meiosis en el tetrasporofito
de las algas rojas.

Gametofito: Talo originado a partir
de la germinacion y desarro-
llo de la tetraspora. Son
haploides y la fusién del
gametofito femenino y mas-
culino dara lugar al talo que

EL. GLICEROL COMO ACTIVADOR DE LA DIVISION CELULAR

medios conteniendo glicerol en
comparacion con los pocos pre-
sentes en medios normales.

Por tanto, el sistema de cul-
tivo in vitro desarrollado para
G. doryphora es un buen punto
de partida para trabajos sobre
la produccién de polisacéridos,
su biosintesis y los modos de
deposicién, al mismo tiempo que
el cultivo en medios conteniendo
glicerol, permite aumentar en
un periodo de tiempo muy cor-
to (2 meses) la cantidad de ma-
terial algal disponible para el
establecimiento de cultivos.

nutrientes, principalmente ni-
trégeno, y que ésta debera
ser mas acentuada en las
células del interior, puesto que
no existiria una correcta di-
fusion de los mismos.

sustenta las carposporas.

Almidén: Polisacarido de reserva
compuesto de uniones glu-
cosidicas & 1-4, 1-6, y 1-3
que se encuentra en las al-
gas rojas.

Células biosintéticas: son células
que tienen reducida o anula-
da su capacidad fotosintética
y subsisten a partir de los
productos de reserva acumu-
lados.

Aparato de Golgi: Organulo de re-
cepcidn y/o sintesis de sus-
tancias que son preparadas
para su expulsion.

© Del documento,los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria,2011.



BIBLIOGRAFIA

Brown D.C.W,, Leung D.W.M.,
Thorpe T.A. (1979): “Osmotic
requeriments for shoot for-
mation in tobacco callus”. Phy-
siologia Plantarum, 46: 36-41.

Fenical W. (1982): “Natural
products chemistry in the
marine environment”. Scien-
ce, 215: 923-927.

Garcia Jiménez P. (1994): Acli-
matacion reproductiva, fisio-
l6gica y estructural al culti-
vo in vitro del alga Grateloupia
doryphora. Tesis Doctoral,
ULLPE.E.

Garcia Jiménez P., Robaina
R.R., Luque A., Tsekos A.
(1996): “Glycerol-activated
cellular division and bio-
synthetic activity during
growth and morphogenesis
of carpospore-seedlings of
Grateloupia doryphora (Cry-
ptonemiales, Rhodophyta)”.
Phycologia, 35 (3): 261-269.

Gretz M.R., Aronson J.M., Som-
merfeld M.R. (1980): “Celu-
lose in the cell walls of the
Bangiophyceae (Rhodo-
phyta)”. Science, 207: 779-
781

Konrad Hawkins E. (1974): “Golgi
vesicles of uncommon mor-
phology and wall formation
in the red alga Polysiphonia”.
Protoplasma, 80: 1-14.

Liu Q.Y., Chen L.C.M., Taylor
A.R.A. (1992): “Ultrastructure
of cell wall regeneration by
isolated protoplasts of Pal-
maria palmata (Rhodophyta)”.
Botanica Marina, 35: 21-33.

Macler B.A. (1986): “Regulation
of carbon flow by nitrogen
and light in the red alga
Gelidium coulteri”. Plant
Physiol, 82: 136-140.

McLachlan J. (1985): “Growth
media marine”, en Stein J.R.
(ed), Phycological methods.
Culture methods and growth
measurements. Cambridge:
Cambridge University Press.
pp. 25-52.

Mukai L.S., Craigie J.S., Brown
R.G. (1981): “Chemical com-
position ans structure of the
cell walls of the conchocelis
and thallus phases of
Porphyra tenera (Rhodophy-
ceae)". J. Phycol, 17: 192-
198.

Ramus J. (1972): “The pro-
duction of extracellular poly-
saccharide by the unicellular
red alga Porphyridium aeru-
gineum’. J. Phycol, 8: 97-111.

Robaina R.R., Garcia P., Garcia
Reina G., Luque A. (1990):
“Morphogenetic effect of
glycerol on tissue cultures
of the red seaweed Grate-
loupia doryphora”. J. Applied
Phycol, 2: 137-42.

Robaina R.R. (1988): Biotec-
nologia del cultivo “in vitro”
de algas rojas (Rhodophyta)
de interés industrial. Tesis.
U.P.C.

Rodrigo M., Robaina R.R.
(1996): “Stress tolerance of
sporelings of Grateloupia dory-
phora as compared to further
grown developmental stages”.
Mar. Biol. (en prensa).

Tsekos l. (1985): “The endomem-
brane system of differentiating
carposporangia in the red alga
Chondria tenuissima: occu-
rrence and participation in se-
cretion of polisaccharidic and
proteinaceous substances”.
Protoplasma, 129: 127-136.

BIOGRAFIA & SoSig s ok i i e s

Pilar Garcia Jiménez

Licenciada en 1988 por la Facultad de Ciencias
del Mar de la ULPCG. Se doctoré en Ciencias
del Mar en 1994, y actualmente trabaja como
técnico especialista en microscopia en la ULPGC.
Es autora y coautora de numerosas publicacio-

Direccion:

disfrutado de una estancia en el extranjero, en
1993, en el Instituto de Botdnica de la Universi-
dad de Tesalbnica, en Grecia.

Facultad de Ciencias del Mar

© Del documento,los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria,2011.

nes en revistas especializadas, ha asistido a
congresos nacionales e internacionales y ha

Despacho 113-B
TIf. 45.44.68

Este trabajo ha sido patrocinado por:

RAMCHAND BULCHAND

VECTOR PLUS




<<
  /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 /Error
  /CompatibilityLevel 1.7
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /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 true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /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 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /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 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 0.40
    /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 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /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 <>
    /DEU <>
    /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.)
    /ESP <>
  >>
  /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 [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




