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Проведен генетический и морфологический анализ эндемичных губок сем. Lubomirskiidae, обита-
ющих в оз. Байкал и р. Ангара. При попадании разных видов губок из озера в реку они приобретают
ряд сходных морфологических признаков, направленных на упрочнение скелета губки в условиях
повышенной гидродинамической активности. Это значительно затрудняет видовую идентифика-
цию обитающих в Ангаре губок по морфологическим признакам. Филогенетический анализ на ос-
нове последовательностей участков ITS и некодирующих районов митохондриальной ДНК под-
твердил принадлежность губок из р. Ангара к байкальскому семейству Lubomirskiidae и показал их
полифилетичность. Применение объединенных молекулярных и морфологических данных позво-
лило кластеризовать некоторые образцы губок в группы, соответствующие отдельным видам. Пока-
зано, что виды Baikalospongia intermedia и Lubomirskia baicalensis не имеют генетической подразде-
ленности, в то время как подвид B. intermedia profundalis значительно обособлен от B. intermedia, что
указывает на необходимость дальнейших исследований с целью уточнения видового статуса данно-
го подвида.
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Современное разнообразие байкальских энде-
мичных губок возникло в результате быстрого
процесса адаптивной радиации, породившей бу-
кет близкородственных, но морфологически раз-
нообразных видов, приспособленных к уникаль-
ным условиям глубоководного озера. Губки пред-
ставляют собой постоянный и весьма значимый
компонент донных сообществ озера, их биомасса
во многих случаях превышает биомассу всех про-
чих групп зообентоса вместе взятых [1, 2].

Согласно действующей систематике, все энде-
мичные губки в оз. Байкал принадлежат к семей-
ству Lubomirskiidae, состоящему из 13 видов и од-
ного подвида [3, 4], что составляет около 6% от
мировой пресноводной спонгиофауны [5]. Со-
временная систематика байкальских губок осно-
вана только на морфологических признаках [3, 4].

Известно, что губки обладают поразительной
способностью приспосабливаться к разным, по-
рой даже экстремальным условиям окружающей
среды, например как вид Eunapius subterraneus [6].
Высокая морфологическая пластичность губок
приводит к тому, что под воздействием различ-
ных факторов среды они могут в значительной

степени изменять свою морфологию [7–9], в ре-
зультате чего даже особи одного вида могут иметь
серьезные морфологические различия [10]. К
наиболее значимым морфологическим призна-
кам при видовой идентификации губок относятся
организация скелета и строение скелетных эле-
ментов. У большинства пресноводных губок к
этим диагностическим признакам добавляется
строение геммул, геммулосклер и паренхимных
микросклер [5, 11, 12]. Но губки сем. Lubomirskii-
dae не образуют геммул и не содержат паренхим-
ных микросклер, поэтому видовая идентифика-
ция их существенно затруднена. Систематика
байкальских эндемичных губок опирается, глав-
ным образом, на строение мегасклер и характер
их организации в скелетной решетке. При этом
даже в пределах одного вида морфология спикул
может сильно варьировать [13]. Высокая вариа-
бельность может быть связана с биотопическим
разнообразием Байкала и относительной молодо-
стью видов Lubomirskiidae [14]. Все это затрудняет
видовую идентификацию байкальских губок ис-
ключительно морфологическими методами, созда-
вая предпосылки для применения комплексного
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подхода. От правильного определения системати-
ческого положения губок зависит результат лю-
бых дальнейших исследований, как молекуляр-
но-генетических, так и экологических.

Попытки использования только методов мо-
лекулярной систематики, неоднократно пред-
принятые ранее [15, 16], не принесли большого
успеха, обозначив противоречие между высокой
морфологической вариабельностью байкальских
губок и весьма низкой скоростью молекулярной
эволюции. Даже достаточно полиморфные
транскрибируемые спейсеры рибосомных генов
(ITS) не позволяют разделить близкородствен-
ные виды байкальских губок. Поэтому примене-
ние методов интегративной таксономии для
Lubomirskiidae видится наиболее перспектив-
ным. Метод объединения морфологических и мо-
лекулярно-генетических данных для дифферен-
цировки видов уже успешно применен для мно-
гих групп животных, в том числе и губок [17].
Такой комплексный подход позволяет учитывать
различные характеристики вида: морфологиче-
ские, экологические, биогеографические, осо-
бенности жизненного цикла и молекулярно-ге-
нетическую вариабельность.

Сложности к общей картине добавляет воз-
можность миграции губок из Байкала. Хотя бай-
кальские губки адаптированы к уникальным
условиям обитания в олиготрофном озере, неко-
торые из них, попадая с током воды в Ангару,
единственную вытекающую реку из Байкала,
приживаются там и активно размножаются. Ра-
нее в р. Ангара были найдены представители
сем. Lubomirskiidae, отнесенные к двум видам:
Lubomirskia baicalensis и Baikalospongia intermedia [3,
18–20]. Но подробных морфологических исследо-
ваний проведено не было. Также ничего не извест-
но и о генетической близости обитающих в Ангаре
Lubomirskiidae с представителями этого семейства
из Байкала. Такая ситуация дает нам уникальную
возможность изучить генетическую и морфоло-
гическую изменчивость частично изолированных
представителей некоторых видов эндемичного
семейства Lubomirskiidae, находящихся под влия-
нием условий обитания, значительно отличаю-
щихся от таковых в Байкале.

В настоящей работе был применен комплекс-
ный подход, объединяющий морфологические и
молекулярно-генетические данные для исследо-
вания филогенетических отношений эндемич-
ных губок сем. Lubomirskiidae из двух связанных
водоемов. В качестве генетических маркеров ис-
пользованы вариабельные участки митохондри-
альной ДНК (мтДНК) между генами транспорт-
ных РНК (тРНК), а также последовательности
внутренних транскрибируемых спейсеров (ITS1,
ITS2) ядерной ДНК (яДНК).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор образцов и морфологический анализ

Образцы губок из оз. Байкал были собраны в
южной и центральной котловинах на глубинах 5–
1450 м в 2007–2009 гг. Образцы губок в р. Ангара
были собраны в августе 2013 г. на расстоянии око-
ло 60 км от истока Ангары, в центре города Иркут-
ска, под Глазковским мостом, на глубинах 1–3 м.
Морфологический анализ образцов был проведен
на основе строения спикул и скелета согласно ра-
нее описанным методикам [3, 21]. Также учиты-
вались и такие характеристики, как форма и кон-
систенция тела, форма оскулюмов.

Гидрохимический анализ
Вода для гидрохимического анализа была ото-

брана со дна и с поверхности р. Ангара в районе
обитания губок. Для химического анализа пробы
воды фильтровали через поликарбонатную мем-
брану с размерами пор 0.45 мкм. Гидрохимиче-
ский анализ был выполнен в соответствии с об-
щепринятыми методиками [22–24]. Катионы в
фильтрате измеряли с помощью атомно-абсорб-
ционной спектроскопии, анионы определяли ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии в микроколонках. Для определения био-
генных элементов (нитритного, нитратного и
аммонийного азота, а также фосфатов) применя-
ли колориметрический и метод микроколоноч-
ной высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с УФ-детекцией при помощи Фотометра
и Милихром-02 (Milichrom-02). Определение
перманганатной окисляемости и химическое по-
требление кислорода в водах выполняли титри-
метрическим методом. Концентрацию растворен-
ного кислорода измеряли по методу Винклера.

Выделение ДНК, ПЦР-анализ, определение 
нуклеотидных последовательностей

Выделение суммарной ДНК проводили путем
лизиса ткани в CTAB-буфере с последующей от-
мывкой хлороформом [25]. Исследуемый участок
мтДНК включал в себя два вариабельных района
между генами тРНКTyr и тРНКMet, разделенных
геном тРНКIle. Участок яДНК содержал 3'-конец
18S рРНК, ITS1, 5.8S рРНК, ITS2 и 5'-конец 28S
рРНК. Амплификацию фрагментов проводили в
амплификаторе Peltier Thermal Cycler (MJ Re-
search, USA) с использованием специфических
праймеров и методики, опубликованных ранее
[26, 27]. Длина амплифицированных фрагментов
мтДНК варьировала от 600 до 1000 пн, что связа-
но с присутствием множественных делеций/вста-
вок, длина ITS-участков была около 1000 пн.
Определение нуклеотидных последовательно-
стей полученных фрагментов осуществлялось в
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ЦКП “Геномика” (ИХБФМ СО РАН, г. Новоси-
бирск). Множественное выравнивание последо-
вательностей проводили с использованием про-
граммы MAFFT v. 6.882b [28], при этом из вырав-
ненных последовательностей межгенных
участков были удалены уникальные деле-
ции/вставки как филогенетически неинформа-
тивные сайты. Длина выравненных последова-
тельностей составила 1238 пн.

Филогенетический анализ
Филогенетический анализ проведен на основе

набора данных, включающего морфологические
признаки и нуклеотидные последовательности
двух молекулярно-генетических маркеров. В ка-
честве морфологических характеристик исполь-
зованы: форма тела (глобульная, корковая, ветви-
стая), консистенция тела (мягкая, жесткая, сред-
ней жесткости, эластичная), форма оскулюмов
(звездчатые, округлые), форма спикул (оксы,
стронгилы) и наличие или отсутствие щеток в
структуре скелета.

Дополнительно к новым последовательностям
в филогенетический анализ также были включе-
ны 16 ранее опубликованных [26, 27, 33, 36] (таб-
лица). Филогенетический анализ проведен Байе-
совским методом с помощью программы MrBayes
v. 3.2.1 [29] с использованием модели нуклеотид-
ных замен GTR. Марковские цепи Монте-Карло
(Markov chain Monte Carlo) были запущены два-
жды (параметр по умолчанию) по 10000000 гене-
раций. Из анализа исключали первые 20000 дере-
вьев, считая их неустойчивыми. Проверку фило-
генетических гипотез проводили также с
помощью Байесовского анализа. Для анализа до-
стоверности гипотез проводили подсчет соотно-
шения вероятностей, или Байес-фактор (Bayes
Factor), который вычисляли с помощью програм-
мы Tracer [30, 31].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Гидрохимический анализ не выявил заметных

отличий по химическому составу воды из Ангары
и Байкала, за исключением присутствия незначи-
тельного количества ионов аммония в реке (0.02–
0.04 мг/л в реке по сравнению с 0–0.01 мг/л в озе-
ре). Более того, большинство собранных в Ангаре
губок содержали в своем теле личинок, следова-
тельно они успешно размножаются и могут рас-
пространяться вниз по течению.

При сборе губок в р. Ангара были отмечены
единичные особи с признаками заболевания – с
фиолетовыми и буро-коричневыми пятнами не-
кроза. Стоит отметить, что в последние несколь-
ко лет в Байкале наблюдается массовое заболева-
ние губок, распространившееся по всему озеру
[32].

По морфологическим признакам все семь об-
разцов губок из р. Ангара были отнесены к
сем. Lubomirskiidae, но ни один из них не был
идентифицирован до вида из-за высокой индиви-
дуальной изменчивости и сочетания признаков
разных видов. Тем не менее по морфологическим
признакам образец Ангара9 был наиболее похож на
вид Lubomirskia baicalensis, а образец Ангара12 – на
Baikalospongia intermedia. Остальные пять образ-
цов сочетали в себе признаки родов Baikalospongia
и Lubomirskia. Характерной особенностью всех
образцов было окончание главных скелетных
пучков веероподобными структурами с разной
степенью выраженности, называемыми щетками.
Также стоит отметить необычную морфологиче-
скую вариабельность спикул внутри одной особи,
превышающую таковую у губок, обитающих в оз.
Байкал.

Некоторые морфологические изменения ан-
гарских губок можно объяснить влиянием усло-
вий обитания в реке, значительно отличающихся
от условий в озере. Основное отличие связано с
другими гидродинамическими условиями, а
именно с быстрым течением воды (1–2 м/с), что
создает сильное механическое воздействие на гу-
бок. В результате приспособления к этому факто-
ру происходит укрепление поверхности тела губ-
ки за счет образования щеток в структуре скелета.
Этому же способствует и форма тела ангарских
губок (тонкие корки или небольшие глобулы). В
Байкале волновое воздействие наиболее выраже-
но на малых глубинах, и до глубины 5 м встреча-
ются практически только корковые формы [3,
21]. Глобульные губки небольших размеров также
демонстрируют высокую устойчивость к актив-
ному гидродинамическому воздействию [9].

Для филогенетического анализа на основе
объединенных генетических и морфологических
данных были использованы пять морфологиче-
ских признаков, перечисленные ранее в разделе
“Материалы и методы”, по которым была состав-
лена матрица. Нуклеотидные последовательно-
сти были определены для 18 фрагментов межген-
ных районов мтДНК и 17 фрагментов яДНК, со-
держащих ITS-участки. Последовательности,
включенные в анализ, принадлежат губкам семи
наиболее распространенных видов и одного под-
вида семейства Lubomirskiidae: Baikalospongia
martinsoni, B. bacillifera, B. intermedia, B. intermedia
profundalis, B. recta, B. fungiformis, Lubomirskia bai-
calensis и L. incrustans. Из 51 включенной в анализ
последовательности 16 были ранее опубликованы
[26, 27, 33, 36], остальные публикуются впервые и
депонированы в базу данных GenBank/NCBI
(таблица).

Филогенетический анализ подтвердил при-
надлежность губок из р. Ангара к байкальскому
эндемичному семейству Lubomirskiidae и показал
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их полифилетичность (рисунок). Гипотеза о по-
лифилетичном происхождении ангарских губок
была протестирована с помощью Байесовского
анализа и поддержана с высокой степенью веро-

ятности (Log10 Bayes Factor = 61.861). На филоге-
нетическом дереве видно, что рода Lubomirskia и
Baikalospongia полифилетичны, что также было
показано ранее с использованием другого меж-

Таксономический статус, номера образцов в коллекции и номера доступа в GenBank используемых в анализе по-
следовательностей

Примечание. Образцы, секвенированные ранее: 1 – [27], 2 – [26], 3 – [33], 4 – [36].

Вид Номер образца
в коллекции

Номер в GenBank

последовательности
ITS-районов

последовательности 
межгенных участков 

мтДНК

L. incrustans BK395 DQ7783241

Bs129 GU9809332

B. martinsoni Bs217 KR347134 KR604916
Bs110 KR347129 KR604915

B. bacillifera BK248 KC4777151

Bs133 KR604920

B. fungiformis BK385 DQ7783281

Bs109 KR604921

B. recta BK407 DQ7783231

Bs130 KR604922

B. intermedia Bs103 KR604923
Bs104 KR347127 KR604925
Bs105 KR347128 KR604924
Bs120 KR347131 GU9809432

Bs118 KR347130 GU9809412

B. intermedia profundalis Bs216 KR347133 KR604917
Bs88 KR347126 KR604918
Bs214 KR347132 KR604919

L. baicalensis Bs55 KR347125 JF2675142

Bs186 JF2675132

Bs49 JF2675152

Bs45 JF2675122

Bs32 GU3852173

Lubomirskiidae sp. Angara9 KR347122 KT325542
Angara4 KR347136 KT325543
Angara6 KR347119 KT325544
Angara7 KR347120 KT325546
Angara8 KR347121 KT325545
Angara10 KR347123 KT325547
Angara12 KR347124 KT325541

E. fluviatilis EF1519421 GU0578474

S. lacustris EF1519351 JF2675162



ГЕНЕТИКА  том 53  № 12  2017

ПРЕОБРАЗОВАНИЯ БАЙКАЛЬСКИХ ГУБОК 5

генного участка мтДНК [34]. Шесть образцов гу-
бок из Ангары, включая Ангара9, образуют об-
щую кладу с образцами видов L. baicalensis и B. in-
termedia с высоким значением апостериорной
вероятности (0.98). Гипотезы о наибольшем род-
стве образцов Ангара9 и Ангара12 к определенным
видам были дополнительно протестированы и по-
казано, что Ангара9 действительно наиболее бли-
зок виду L. baicalensis (Log10 Bayes Factor = 31.787),
тогда как образец Ангара12 оказался наиболее бли-
зок подвиду B. intermedia profundalis, но с низкой
степенью вероятности (Log10 Bayes Factor = 2.115).

Подвид B. intermedia profundalis на филогенети-
ческом дереве значительно обособлен от B. inter-
media. Однако ранее было показано существова-

ние ряда переходных форм между типичными
B. intermedia intermedia и B. intermedia profundalis и
лишь частичное согласование морфологических
признаков с батиметрическим распределением
[35]. Необходимо дальнейшее изучение B. inter-
media profundalis комплексными методами с це-
лью уточнения его таксономического статуса,
что, возможно, приведет к обособлению его в са-
мостоятельный вид.

Межвидовые генетические расстояния, вы-
численные по объединенным последовательно-
стям ITS-районов и межгенных участков мтДНК
у Lubomirskiidae, составили 0.057 (p-distances).
Средние значения внутривидовых генетических
различий для B. intermedia profundalis и L. baicalen-

Филогенетическое дерево, полученное Байесовским методом (Bayesian inference, BI) на основе морфологических дан-
ных и объединенных нуклеотидных последовательностей ITS-участков яДНК (ITS1, ITS2) и межгенных районов
мтДНК (1238 пн). Цифрами в основаниях кластеров указаны значения апостериорных вероятностей.

B. martinsoni (Bs217)0.80
0.79

0.79

0.58

0.93

1 1

1

1

1

1

1

1

1

0.56

0.94

0.90

0.62

0.62

0.3

B. martinsoni (Bs110)
L. incrustans (BK395, Bs129)

B. bacillifera (BK248, Bs133)
B. intermedia profundalis (Bs216)
B. intermedia profundalis (Bs88)
B. intermedia profundalis (Bs214)

Angara12
B. recta (BK407, Bs130)
B. fungiformis (BK385, Bs109)
B. intermedia (Bs103)
B. intermedia (Bs104)
B. intermedia (Bs105)

Angara9
Angara10
Angara6
Angara7
Angara8

B. intermedia (Bs120)
L. baicalensis (Bs55)
L. baicalensis (Bs49)
L. baicalensis (Bs45)
L. baicalensis (Bs32)
L. baicalensis (Bs186)

B. intermedia (Bs118)
Angara4

E. fluviatilis

S. lacustris
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sis составили 0.012 и 0.003 соответственно (0–
0.022), тогда как для образцов, отнесенных по
морфологическим признакам к виду B. intermedia,
среднее значение составило 0.041 (0.009–0.058).
На филогенетическом дереве виды B. intermedia и
L. baicalensis образуют единую кладу, несмотря на
то что морфологически они хорошо отличаются
друг от друга по целому ряду признаков. В то же
время мы не можем говорить о генетической под-
разделенности этих двух видов.

На примере ангарских губок видно, что при
попадании в другие условия обитания губки раз-
ных видов приобретают схожие морфологиче-
ские признаки. Интересно отметить, что образцы
B. intermedia Bs103–105 генетически идентичны
друг другу (p-distances = 0), что объясняется воз-
можностью их размножения путем деления коло-
нии. Это обстоятельство следует учитывать при
дальнейшем сборе образцов для изучения генети-
ческого и морфологического разнообразия бай-
кальских губок, однако до сих пор неизвестны
максимально возможные границы простран-
ственного распространения особей в результате
бесполого размножения.

Ранее было показано, что использование толь-
ко ITS последовательностей не позволяет решить
филогенетические отношения внутри семейства
Lubomirskiidae [36, 37]. Используемые во всем
мире для филогенетических реконструкций губок
генетические маркеры, такие как гены рибосом-
ной РНК (18S и 28S рРНК) [38, 39] и митохондри-
альный ген цитохромоксидазы I (COI) [40, 41],
также непригодны для разделения близкород-
ственных видов байкальских эндемичных губок
из-за высокой степени гомологии последователь-
ностей [15, 16]. Низкая генетическая вариабель-
ность Lubomirskiidae может быть объяснена недав-
ним происхождением большинства современных
литоральных видов байкальских эндемичных гу-
бок [14] и низкой скоростью накопления нуклео-
тидных замен. Ранее была показана низкая ско-
рость эволюции митохондриальной ДНК Lubom-
irskiidae, сопоставимая с таковой у растений и
кораллов [33, 42], что и объясняет непригодность
любого отдельно взятого белок-кодирующего ми-
тохондриального гена для филогенетических ис-
следований байкальских эндемичных губок. При
этом скорость эволюции межгенных некодирую-
щих районов мтДНК в 4–5 раз выше скорости на-
копления замен в белок-кодирующих генах, что
делает их перспективными для филогенетических
исследований Lubomirskiidae [26, 34]. В рамках
настоящего исследования применение объединен-
ных последовательностей ITS-участков и некоди-
рующих районов мтДНК, а также морфологиче-
ских признаков позволило разделить некоторые об-
разцы губок на клады, соответствующие отдельным
видам, а также показало особую генетическую бли-
зость видов B. intermedia и L. baicalensis. Отсутствие

генетической дифференциации и при этом значи-
тельная вариация морфологических признаков
могут указывать на незаконченный процесс видо-
образования байкальских эндемичных губок.

Авторы выражают благодарность доктору Да-
виду Джусону за ценные комментарии и исправ-
ления.
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Transformation of Baikal sponges (family Lubomirskiidae) while their penetration into 
Angara River

O. O. Maikovaa, N. A. Bukshuka, V. B. Itskovicha, I. V. Khanaeva, I. A. Nebesnykha, N. A. Onishchuka, 
and D. Yu. Sherbakova, b

aLimnological Institute, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Irkutsk, 664033, Russia
bBiological Faculty of Irkutsk State University, Irkutsk, 664003, Russia

Genetic and morphological analyses of sponges of fam. Lubomirskiidae inhabiting Lake Baikal and upper
Angara River have been carried out. Several sponge species of Baikalian origin while penetrating the river ac-
quire a number of similar morphological traits enabling them to strengthen their skeleton required by in-
creased hydrodynamic challenge. This impedes morphology-based species diagnosis dramatically. Phyloge-
netic analysis based on ITS regions and mitochondrial DNA non-coding sequences confirms that the Angara
specimens belong to Lubomirskiidae although of rather deviant appearance. They are shown to be of poly-
phyletic origin. The use of combined molecular and morphological traits enabled us to combine some of sam-
ples into groups corresponding to Baikalian species of their origins. It was also shown that Lubomirskia bai-
calensis and Baikalospongia intermedia are not isolated reproductively from each other while subspecies B. in-
termedia profundalis well separated from the sister taxa genetically. This finding indicated the necessity of
further studies aiming at a more precise estimation of it’s taxonomic status.

Keywords: sponges, Baikal, mitochondrial DNA non-coding regions, ITS, morphological plasticity



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /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 false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /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 [595.276 841.890]
>> setpagedevice


