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Application of PCR and culture filtrate toxicity assay
to determine potential insecticide activity
of Bacillus thuringiensis Vip-proteins

Zastosowanie techniki PCR oraz testow aktywnosci owadobdjczej
przesgczy pohodowlanych do okreslenia potencjalnej toksycznosci
biatek Vip Bacillus thuringiensis

Jakub Baranek, Edyta Konecka, Adam Kaznowski

Summary

By using PCR reactions we assessed the abundance of vip3A gene in the genomes of 10 Bacillus thuringiensis strains. We estimated
Vip toxin activity by adding bacterial culture filtrates into the diet given to Spodoptera exigua caterpillars. Nine of ten filtrates caused
death among larvae, and the mortality varied between 12 and 100%. The method used in this study allows fast identification of strains
producing Vip-proteins and preliminary evaluation of their insecticidal activity.
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Streszczenie

Technikg PCR okreslono wystepowanie genu vip3A w genomach 10 szczepow Bacillus thuringiensis. Aktywnos¢ toksyn Vip
oznaczono w przesgczach pohodowlanych, ktére dodawano do pozywki dla larw Spodoptera exigua. Dziewieé na dziesiec filtratow
wykazato aktywnos¢ insektycydowg, a odsetek martwych larw owaddw wynosit 12-100%. Zastosowana metoda pozwala szybko
okresli¢, ktére szczepy bakteryjne wytwarzajg biatka Vip oraz wstepnie ocenié¢ ich aktywnos¢ owadobdjcza.
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Wstep / Introduction

Bakterie Bacillus thuringiensis to chemoorgano-
heterotroficzne laseczki powszechnie wystgpujace w §ro-
dowisku. Drobnoustroje te wytwarzaja czynniki o wtasci-
wosciach owadobojczych. W czasie wegetatywnej fazy
wzrostu produkuja biatka insektycydowe Vip, B-eg-
zotoksyng, chitynazg i fosfolipazg C. W trakcie sporulacji
wytwarzane sa biatka Cry i Cyt w formie krysztatow.
Najwyzsza aktywnos$¢ wzgledem owadoéw wykazuja biatka
Cry oraz Vip (Schnepf i wsp. 1998). Odkryto do tej pory
63 grupy biatek Cry i Vip o zrdéznicowanej aktywnosci
i spektrum dziatania na owady (Konecka i wsp. 2011;
Crickmore i wsp. 2012).

Spory i toksyny Cry i Cyt zawarte w krysztatach
biatkowych B. thuringiensis sa wykorzystywane do pro-
dukcji biologicznych $rodkéw ochrony roslin. Biologiczne
preparaty owadobojcze sa alternatywa dla powszechnie
stosowanych pestycydow, ktore sa niewybiorcze i zabijaja
organizmy nie bedace celem zabiegu (Sierpinska 1997).
Ponadto, maja dlugi okres pottrwania i moga by¢ roz-
przestrzeniane na dalekie odleglosci poza obszar zabiegu
agrotechnicznego, np. wraz z ptynacymi wodami powierz-
chniowymi i gruntowymi (Sierpinska 2000). Preparaty
takie kumulowane sa w tkankach zwierzat, takze u czlo-
wieka (Singh i Singh 2008) przez co moga stanowic
powazne zagrozenie dla zdrowia (Bonilla i wsp. 2008;
Proskocil i wsp. 2008). W poréwnaniu do $rodkéw che-
micznych bioinsektycydy oparte na B. thuringiensis sa
bezpieczne dla organizmow niebgdacych celem zabiegu,
gdyz dziataja w sposob selektywny, a toksyny owadobojcze
nie sa kumulowane w S$rodowisku i tkankach zwierzat.
Ponadto, nie wykazuja negatywnej aktywnosci w stosunku
do kregowcow (Betz i wsp. 2000; Wang i wsp. 2008).

Do tej pory wobec wielu waznych ekonomicznie
szkodnikow nie opracowano skutecznych srodkéw opar-
tych na czynnikach owadobdjczych B. thuringiensis. Poza
tym niektore gatunki owaddéw wyksztalcity oporno$¢ na
biatka Cry. Niewrazliwo$¢ na jeden rodzaj bialek krysta-
licznych czgsto oznacza opornos¢ na cata grupe tych
toksyn (Schnepf i wsp. 1998; Sierpinska 2000). Poszukuje
si¢ czynnikow, ktore zwigkszylyby spektrum aktywnosci
owadobdjczej i stanowilyby element strategii zapobie-
gajacej wystepowaniu opornos$ci na $rodki owadobodjcze
oparte na czynnikach B. thuringiensis. Takimi czynnikami
moga by¢ biatka Vip, ich mechanizm dzialania jest
zblizony do toksyn Cry (Konecka i wsp. 2011), jednak
oddzialywuja one z innymi receptorami komorek nabtonka

jelitowego 1 dlatego owady oporne na biatka krystaliczne
moga by¢ wrazliwe na toksyny Vip (Lee i wsp. 2003).
Wykazano ponad 300-krotnie wyzsza aktywno$¢ toksyn
Vip wobec niektérych owadow w poréwnaniu z biatkami
Cry (Milne i wsp. 2008).

Celem badan byto zastosowanie strategii identyfikacji
szczepow o najwyzszej aktywnosci toksyn Vip, dzigki
ktorej szybko i1 niskim naktadem kosztdéw mozna ocenic
przydatnos¢ tych bialek w opracowaniu nowych prepa-
ratow insektycydowych.

Materiaty i metody / Materials and methods

Szczepy bakteryjne

Badania przeprowadzono na 9 izolatach B. thurin-
giensis pochodzacych z kolekcji bakterii Zaktadu Mikro-
biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu.
Ponadto, uzyto w analizach referencyjny szczep B. thu-
ringiensis HD1 podgatunek kurstaki.

Identyfikacja szczepow z genami vip3A4

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) szczepoéw B. thu-
ringiensis wyizolowano metoda gotowanych lizatow
(Brousseau 1 wsp. 1993). Wystepowanie sekwencji charak-
terystycznych dla genu vip34 w genomach izolatow okres-
lono w reakcji fancuchowej polimerazy (PCR — polymerase
chain reaction) przy zastosowaniu dwoch zestawow star-
terow zaprojektowanych przez Fanga i wsp. (2007) (tab. 1).

Amplifikacje prowadzono w nastepujacych warunkach:
wstepna denaturacja 95°C (5 min), 34 cykle: denaturacja
95°C (1 min), przylaczenie starterow 50°C w przypadku
starterow FAfor i FArev lub 56°C w przypadku starterow
FAXfor i FAXrev (1 min), elongacja 72°C (50 s). Reakcje
PCR konczono elongacja w 72°C przez 8 min. Ampli-
fikacic DNA wykonano w mieszaninic reakcyjnej
zawierajacej: 1 pl matrycy DNA, 1 pl SmM trifosforanow
deoksyrybonukleotydow (dNTP), 15 pmoli odpowiednich
par starterow, 1,5 ul 25mM MgCl,, 2,5 pl buforu reak-
cyjnego (10x); 1 U polimerazy HiFiTaq (Novazym)
i demineralizowanej sterylnej wody uzupetlnionej do
objgtosci 25 pl. Rozdziat elektroforetyczny zamplifiko-
wanych fragmentoéw przeprowadzono w 1,5% zelu agaro-
zowym (Basica LE GQT, Prona) przy napigciu 160V przez
1,5 godziny. Do okreslenia masy czasteczkowej powielo-
nych produktow PCR wykorzystano marker DNA Mass-
Ruler (Fermentas).

Tabela 1. Startery wykorzystane w reakcji PCR do amplifikacji fragmentu genu vip34 w DNA szczepdw B. thuringiensis
Table 1. Primers used in PCR to amplificate vip34 gene fragments in B. thuringiensis isolates

Nazwa Pozycja amplifikowanego Wielkos¢ produktu
startera Sekwencja startera fragmentu w genie vip34 (par zasad)
Primer Primer sequence Position of amplified fragment Product size
designation in vip34 gene (base pairs)
FAfor 5" TTATTTTAATGGCATTTATGGATTTGCC 3 54 do 498 444
FArev 5" GCAGGTGTAATTTCAGTAAGTGTAGAG 3’
FAXfor 5’ CTTCTGAAAAGTTATTAAGTCCAGAAT 3 2006 do 2370 364
FAXrev 5’ TTACTTAATAGAGACATCGTAAAAA 3’
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OKkreslenie aktywnoSci insektycydowej
przesaczy pohodowlanych

Hodowlg bakterii prowadzono na podlozu z wyciagiem
sercowo-mozgowym (BHI, bioMerieux) z dodatkiem 1,4%
agaru. Po 20-godzinnej inkubacji w 30°C zbierano kolonie
bakteryjne i zawieszono w 0,85% NaCl do wartosci ODyy
0,3. Nastgpnie 0,5 ml zawiesiny dodawano do 75 ml
bulionu Terrific (trypton 12 g, wyciag drozdzowy 24 g,
K,HPO, 9,4 g, KH,PO,4 2,2 g, glicerol 4 ml, H,O do
1000 ml) i inkubowano w 30°C z wytrzasaniem 150 rpm
przez 24 godziny. Po zwirowaniu hodowli (12 500 rpm,
30 min, 4°C), pozywke saczono przez filtry z polifluorku
winylidenu (PVDF) o $rednicy poréow 0,22 um (Roth).

Aktywnos$¢ insektycydowa przesaczy pohodowlanych
okreslano na larwach §wiatlotdéwki naziemnicy Spodoptera
exigua (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae). Hodowle owa-
doéw prowadzono w 26°C, przy wzglednej wilgotnosci
powietrza 40—60% i fotoperiodzie 18:6 (dzien:noc). Cykl
zyciowy owadow trwa okoto 5—6 tygodni. Larwy karmio-
no potsyntetyczna pozywka (Poitout i Bues 1970), a imago
dokarmiano rozcienczonym miodem wielokwiatowym.

M5 6 7 8 9 HD
"

-

W celu okreslenia aktywnos$ci owadobojczej bakterii do
pozywki dla larw w stadium L2-L3 dodawano przesacze
pohodowlane w objgtosci 100 pl. Liczbg¢ martwych owa-
doéw notowano co 24 godziny przez 8 dni. W probie kon-
trolnej zamiast przesaczu pohodowlanego podawano owa-
dom jatowe podtoze Terrific.

Do okreslenia aktywnosci insektycydowej filtratu po-
hodowlanego kazdego szczepu uzyto 30 larw. Aktywnos$c
owadobdjcza wszystkich szczepéw okreslono w trzech
powtorzeniach.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W reakcji PCR dla wszystkich szczepéw uzyskano
amplikony o wielkosciach 364 1 444 pz, charakte-
rystycznych dla genu vip34 (rys. 1). Identyczne produkty
uzyskano dla kontroli pozytywnej, ktora stanowil szczep
B. thuringiensis HDI1 podgatunek kurstaki, w ktorego
genomie wystepuje gen vip34 (Donovan i wsp. 2001).

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat produktow amplifikacji genow z grupy vip34. Powielano fragmenty genu od pozycji 54 do 498 (A)
oraz 2006 do 2370 (B). Poszczegdlne $ciezki odpowiadaja kolejnym szczepom. M — wzorzec mas MassRuler DNA Ladder Mix

(Fermentas)

Fig. 1. Electrophoretic division of vip34 gene amplification products. Amplification was performed with gene fragmen t from position
54 to 498 (A) and 2006 to 2370 (B). Specific paths are corresponding to successive strains. M — mass standard MassRuler DNA

Ladder Mix (Fermentas)
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Rys. 2. Srednia $émiertelno$é larw S. exigua w tescie aktywnosci owadobdjczej filtratow pohodowlanych. HD1 — szczep referencyjny
B. thuringiensis HD1 podgatunek kurstaki; K — proba kontrolna
Fig. 2. Average mortality of S. exigua larvae in insecticidal activity assessment of culture filtrates. HD1 — reference strain B. thurin-

giensis HD1 subspecies kurstaki; K — control
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Przesacze pohodowlane otrzymane z badanych izola-
tow wykazaty duze zréznicowanie aktywnosci insekty-
cydowej. Filtrat jednego ze szczepow nie wykazal zadnego

kujacych aktywne toksyny powinna opiera¢ si¢ zarowno na
wynikach PCR, jak i testow aktywnosci owadobojczej
przesaczy pohodowlanych.

dzialania toksycznego wobec larw S. exigua. Dla pozos-
tatych 9 $miertelno$¢ wahata si¢ od 12 do 100% (rys. 2).
Chociaz w reakcji PCR zidentyfikowano fragmenty
genu vip34 w genomach wszystkich szczepow to testy
aktywnosci owadobojczej wykazaly znaczne rdéznice 1.
aktywnosci insektycydowej toksyn wydzielanych przez te
bakterie do podtoza hodowlanego. Przyczyna tych rdznic
moze by¢ polimorfizm sekwencji aminokwasowej biatek
Vip odzwierciedlajacy roéznorodno$¢ gendw kodujacych 2.
ich syntezg. Aktywnos$¢ insektycydowa przesaczy moze
takze wynikaé ze zroznicowanego poziomu ekspresji 3.
gendéw vip lub sekrecji biatek Vip poza komorke. Mozliwe
jest takze, ze niektére szczepy wydzielaja do pozywki
takze inne czynniki szkodliwe dla owaddow, ktore
wspomagaja dziatanie biatek Vip. Wyniki niniejszej pracy
wykazaty, ze identyfikacja izolatow bakteryjnych produ-

Whioski / Conclusions

Zastosowanie reakcji PCR 1 testow aktywnos$ci owado-
bojczej przesaczy pohodowlanych stanowi dobra stra-
tegiec we wstepnej ocenie toksycznosci biatek Vip posz-
czegblnych szczepdw B. thuringiensis.

Przy wykorzystaniu tej metody mozna szybko oceni¢
spektrum aktywnosci owadobdjcze;.

Opisana strategia badawcza pozwala wytypowac szcze-
py do dalszych badan majacych na celu opracowanie
nowych bioinsektycydow.

Praca naukowa finansowana z grantu GDWB-01/2011.

Literatura / References

Betz F., Hammond B., Fuchs R. 2000. Safety advantages of Bacillus thuringiensis-protected plants to control insect pests. Regul.
Toxicol Pharmacol. 32 (2): 156-173.

Bonilla E., Hernandez F., Cortés L., Mendoza M., Mejia J., Carrillo E., Casas E., Betancourt M. 2008. Effects of the insecticides
malathion and diazinon on the early oogenesis in mice in vitro. Wiley Periodicals, Inc. Environ. Toxicol. 23 (2): 240-245.

Brousseau R., Saint-Onge A., Prefontaine G., Masson L., Cabana J. 1993. Arbitrary primer Polymerase Chain Reaction, a powerful
method to identify Bacillus thuringiensis serovars and strain. Appl. Environ. Microbiol. 59 (1): 114-119.

Crickmore N., Zeigler D., Schnepf E., van Rie J., Lereclus D., Baum J., Bravo A., Dean D. 2012. Bacillus thuringiensis Toxin
Nomenclature. www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/, dostgp: 30.03.2012.

Donovan W., Donovan J., Engleman J. 2001. Gene knockout demonstrates that vip34 contributes to the pathogenesis of Bacillus
thuringiensis toward Agrotis ipsilon and Spodoptera exigua. J. Invertebr. Pathol. 78 (1): 45-51.

Fang J., Xu X., Wang P., Zhao J.-Z., Shelton A., Cheng J., Feng M., Shen Z. 2007. Characterization of chimeric Bacillus thuringiensis
Vip3 toxins. Appl. Environ. Microbiol. 73 (3): 956-961.

Konecka E., Kaznowski A., Baranek J. 2011. Wykorzystanie bakterii Bacillus thuringiensis do produkcji bioinsektycydow. Post.
Mikrobiol. 50 (4): 303-311.

Lee M., Walters F., Hart H., Palekar N., Chen J.-S. 2003. The mode of action of the Bacillus thuringiensis vegetative insecticidal protein
Vip3A differs from that of Cryl Ab d-endotoxin. Appl. Environ. Microbiol. 69 (8): 4648-4657.

Milne R., Liu Y., Gauthier D., van Frankenhuyzen K. 2008. Purification of Vip3Aa from Bacillus thuringiensis HD-1 and its
contribution to toxicity of HD-1 to spruce budworm (Choristoneura fumiferana) and gypsy moth (Lymantria dispar) (Lepidoptera).
J. Invertebr. Pathol. 99 (2): 166-172.

Poitout S., Bues R. 1970. Elevage de plusieurs espéces de Lépidoptéres Noctuidae sur milieu artificiel riche et sur milieu artificiel
simplifié. Ann. Zool. Ecol. Anim. 1: 79-95.

Proskocil B., Bruun D., Lorton J., Blensly K., Jacoby D., Lein P., Fryer A. 2008. Antigen sensitization influences organophosphorus
pesticide — induced airway hyperreactivity. Environ. Health Persp. 116 (3): 381-388.

Schnepf E., Crickmore N., Van Rie J., Lereclus D., Baum J., Feitelson J., Zeigler D., Dean D. 1998. Bacillus thuringiensis and its
pesticidal crystal proteins. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62 (3): 775-806.

Sierpinska A. 1997. Bacillus thuringiensis — stan obecny i perspektywy wykorzystania w ograniczeniu liczebnosci owaddéw liscio-
zernych. Sylwan 141 (9): 63-70.

Sierpinska A. 2000. Bacillus thuringiensis w ochronie lasu — alternatywa dla insektycydow chemicznych. Prac. Inst. Bad. Les. A,
2 (899): 71-99.

Singh P.B., Singh V. 2008. Pesticide bioaccumulation and plasma sex steroids in fishes during breeding phase from north India.
Environ. Toxicol. Pharmacol. 25 (3): 342-350.

Wang G., Zhang J., Song F., Gu A., Uwais A., Shao T., Huang D. 2008. Recombinant Bacillus thuringiensis strain shows high
insecticidal activity against Plutella xylostella and Leptinotarsa decemlineata without affecting nontarget species in the field.
J. Appl. Microbiol. 105 (5): 1536-1543.




<<
  /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 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /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 true
  /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 false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /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 true
  /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

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /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 <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /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.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


