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麻疯树中 ADP 核糖基化因子基因的克隆和表达
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提要: 从麻疯树 cDNA文库中筛选到包含完整编码序列的 ADP 核糖基化因子的 cDNA序列, 命名为 Jc-arf。其长度为 887
bp, 开放阅读框 546 bp, 推测的编码蛋白含 181 个氨基酸残基, 具有典型的 GTP 结合蛋白家族的特点: P 框(GLDAAGKT)、
G’ 框(DVGGQ)和 G框(NKQDL)。序列分析显示, Jc-arf 接近于人类 ClassI型 arf 基因, 其蛋白序列与多种植物 ARF有很高

的同源性。半定量RT-PCR结果显示, Jc-arf的表达具有一定的组织特异性, 在花中最丰富。PEG、低温、NaCl胁迫下, Jc-
arf的表达受PEG和低温的诱导, 而对NaCl胁迫不敏感。
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Cloning and Expression of an ADP-ribosylation Factor Gene in Jatropha curcas L.
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Abstract: An ADP-ribosylation factor gene, named Jc-arf, was cloned from Jatropha curcas. The cloned cDNA
included a 546 bp complete open reading frame, which encoded a 181 amino acids peptid. This putative peptid
contained three motifs: GLDAAGKT, DVGGQ and NKQDL, which involved in the feature of GTP-binding
proteins. The alignment results showed Jc-ARF was high identity with many ARFs in other plants, and it was
similar to ClassI of human ARFs. The semi-quantitative PCR results showed that Jc-arf expression was the
highest in flowers. Further, the expression of Jc-arf could be induced in roots, stems and leaves by PEG, in
roots under cool stress. However, it seemed insensitive to the NaCl stress.
Key words: Jatropha curcas; ADP-ribosylation factor; expression; stress

ADP 核糖基化因子(ADP-ribosylation factor,
ARF)是小 G 蛋白家族(RAS、RHO、RAB、ARF
和 RAN)的一员, 它们在生物体内起众多的生理作

用, 例如参与基因表达、细胞骨架重组装、微管

的形成以及囊泡和核孔运输机制等(王昕和种康

2005; Yang 2002)。
ARF蛋白可以激活霍乱毒素的ADP-核糖基转

移酶活性(Vernoud 等 2003), 并由此得名。动物中

的研究表明, ARF蛋白在真核生物细胞的膜转运和

信号转导中起作用(D’Souza-Schorey 和 Chavrier
2006), 可参与形成胞质溶性外被蛋白并将其运送到

囊泡出芽位点, 运输囊泡的 3 种外被蛋白: COPI、
COPII 和笼形蛋白的形成都与 ARF 家族密切相关

(Kirchhausen 2000)。拟南芥中的研究表明, ARF1
在内质网和高尔基体之间的小泡运输中起作用, 并
对维持高尔基体的正常形态结构起作用。

现在, 人们已从多种动物、微生物中分离出

arf 基因, 从高等植物如水稻、马铃薯、拟南芥等

中也克隆到一些 arf 基因。酵母中 arf (Stearns 等

1990; Lee 等 1994)的研究表明, arf1 的破坏可导致

其生长缓慢和冷敏感, 而同时破坏arf1与arf2的突

变体则是致死的, 说明 ARF 在生物体中起作用。

麻疯树是大戟科(Euphorbiaceae)麻疯树属

(Jatropha)植物, 耐干旱和贫瘠的能力极强; 麻疯树

胚乳中含有大量的油脂, 近年来主要用于生物柴油

的研究和开发, 是一种极具开发潜力的多用途经济

作物(林娟等2004)。我们从已构建的麻疯树cDNA
文库中筛选出一个 arf 基因, 对其进行了生物信息

学初步分析; 为了揭示 arf 基因在麻疯树中的生理

作用, 本文用半定量RT-PCR的方法对不同组织中

Jc-arf 基因的表达进行了初步分析, 同时也对不同

胁迫条件下该基因的表达进行了研究。



植物生理学通讯  第 45 卷 第 6 期，2009 年 6 月550

材料与方法

以麻疯树(Jatropha curcas L.)根、茎、叶、

花、种子胚乳为材料。其中, 种子、花取自四川

西昌地区; 根、茎、叶取自本校实验室温室培养

的长出 4 片真叶的麻疯树幼苗。用 4 片真叶的麻

疯树幼苗进行胁迫处理,  30% PEG6000、500
mmol·L-1 NaCl每日浇灌至花钵底孔刚有液体渗出;
低温胁迫条件为: 白天12 h, 25 ℃, 光照强度为324
μmol·m-2·s-1; 夜晚 12 h, 2 ℃, 黑暗条件。分别处理

1、2、3  d 取根、茎、叶等组织材料液氮中保

存 。

按照文库说明书的步骤环化麻疯树胚乳cDNA
文库, 随机挑选单克隆, 利用 pBlueScript SK- 质粒

插入片段两侧已知的引物: T7 引物(5' GTAATAC-
GACTCCTATAGGGC 3')、SK 引物(5' GATCC-
ACTAGTTCTAGAGCG 3')进行PCR扩增, 得到的扩

增结果经酶切检验确认无误后测序。利用软件

DNAMAN对获得的测序结果进行比对, 检测有无相

同的序列, 将检测结果在 GenBank 数据库中利用

Blastn、Blastx与其它生物的同源序列进行比对, 得
到一条与多种生物 ARF 序列相似的 EST 序列。

得到的 Jc-arf基因用BLAST工具(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov)进行同源性搜索; 应用 DNAMAN
软件进行同源核苷酸和氨基酸序列的多重比对; 用
DNAstar由核苷酸序列推断其氨基酸序列, 计算预

测蛋白的分子量、等电点的理论值, 分析氨基酸组

成等。

Jc-arf基因编码的推测蛋白产物用TMHMM、

TMpred预测其跨膜结构; 应用SignalP分析氨基酸

序列中是否存在信号肽; 采用PROSCAN寻找蛋白

修饰位点; 用 SOPMA 预测二级结构; 用 SWISS-
MODEL预测三级结构。用Philip构建系统进化树。

以麻疯树 18S RNA 为内部参照物, 用半定量

RT-PCR的方法对麻疯树中 Jc-arf基因的表达进行

检测。分别提取各试验材料的总 RNA,  用不含

RNase的DNaseI去除RNA中的基因组DNA, 再用

分光光度计测定其浓度, 并用DEPC水稀释至相同

浓度。分别以等量各组织的总 RNA 为模板,  以
Oligo d(T)为引物进行反转录(按TaKaRa公司AMV
反转录酶操作说明书进行)。以等体积的反转录产

物为模板, 以 18S RNA 的一对引物 18S-P1: 5 '
CAACCATAAACGATGCCGACC 3'/18S-P2: 5'

CAGCCTTGCGACCATACTCCC 3'及Jc-arf的引物

RT-P1: 5' TGGTCAGGACAAGATTCG 3'/RT-P2: 5'
CTCAGCAGCATTCATAGC 3' 采用以下程序进行

PCR扩增: 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 72 ℃
30 s (循环); 72 ℃ 10 min, 其中 18S RNA扩增循环

为 26 个, Jc-arf 的扩增循环数为 30 个。PCR 结束

后, 分别取 3 μL 产物 1% 琼脂糖电泳检测, UV (美
国 UVP 公司)透射仪检测产物浓度。

结果与讨论

1  Jc-arf的 cDNA序列及蛋白质特征分析

序列分析表明, Jc-arf 的 cDNA序列长887 bp,
含有一个由 546 bp碱基组成的完整开放阅读框, 3'
非翻译区长 280 bp, 5' 非翻译区长 61 bp (GenBank
登录号EU940696)。Jc-arf基因编码的推测蛋白产

物由 1 81 个氨基酸组成,  采用软件 DN AS ta r、
Protparam tool 对其进行分析, 该预测蛋白含有 22
个碱性氨基酸(K+R)、23 个酸性氨基酸(D+E), 等
电点( P I )为 6 . 7 6 5 ,  为中性蛋白,  元素组成为

C928H1466N254O270S6, 不稳定系数为 32.18, 说明此蛋

白可以稳定的存在, 预测其蛋白分子量为20 652  Da,
这与其他生物的 ARF蛋白的分子量是相近的。该

预测蛋白不含有信号肽, 无跨膜区。

Jc-ARF蛋白的修饰位点预测分析, 发现其含有

1 个 N- 糖基化位点(60NISF)、2 个蛋白激酶 C 磷

酸化位点(140TDK、147SLR)、2 个酪蛋白激酶

II 磷酸化位点(64TVWD、161 TSGE)、3 个 N- 豆
蔻酰化位点 ( 2 G L S F T K 、2 4 G L D A A G 、

165GLYEGL)、1个微体C端靶信号位点(179NKA)
和 1 个 ARF 家族信号(151 RHWYIQSTCATSGEG
LYEGLDWL)。这与香蕉 ARF 蛋白的修饰位点类

型和数量是一致的, 同时也反映了ARF在植物进化

上的保守性, 而这些活性位点的基本功能都与膜质

运输和维持细胞器的完整性有密切关系。Jc-ARF
蛋白的二级结构预测表明, 其含有 38.12% α螺旋、

7.73% β 折叠和 33.15% 无规则卷曲。根据已知的

人类ARF1蛋白三维结构, 预测Jc-ARF蛋白的三级

结构(Arnold 等 2006; Schwede 等 2003; Guex 和

Peitsch 1997) (图 1), 二者空间结构高度相似, 具有

ARF蛋白的突出特征: N末端都具有一个α螺旋, 并
且具有 2 个相同的效应结构域 Switch1 和 Switch2,
他们之间由 2 个折叠相连接( i n t e r s w i t c h ) ,
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Interswitch 区的存在使 ARF 蛋白能够进行空间构

象的转换, 实现与 GDP/GTP 的结合, 从而完成非

活性、活性形式的相互转换, 这种构象的转换对

ARF 蛋白功能的发挥可能有作用(Pasqualato 等

2001)。

2  Jc-ARF蛋白的同源性分析及系统进化树的建立

选取胡萝卜等9种植物的ARF序列, 它们与Jc-
ARF 同源性的结果(图 2)表明: 植物间的ARF序列

有很高的同源性, Jc-ARF与胡萝卜ARF002的同源

性高达 99.45%, 与拟南芥 ARF3 的同源性最低为

图 1  Jc-ARF蛋白的三维结构图(Arnold 等 2006; Schwede
等 2003; Guex和 Peitsch 1997)

Fig.1  Three-dimensional structure of Jc-ARF protein

图 2  麻疯树 ARF蛋白与其他植物 ARF蛋白氨基酸序列比对

  Fig.2  Alignment of the deduced amino acid sequence from Jc-ARF cDNA with the other ARF sequences
麻疯树 JcARF (登录号 ACL67836); 胡萝卜 DcARF002 (登录号 ABB03801); 紫花苜蓿 MsARF (登录号 AAR29293); 豇豆 VuARF

(登录号 AAB91395); 陆地棉 GhARF (登录号 CAD12855); 毛白杨 PtARF (登录号 AAR18698); 拟南芥 AtARF1 (登录号 AAA32729);
拟南芥 AtARF3 (登录号 CAA54564); 杨柳 SbARF (登录号 BAA24696); 水稻 OsARF (登录号 AAT77289)。

60.99%, 与毛白杨的同源性为 77.95%, 其余都在

98% 以上, 显示了其在植物进化上的保守性。它

们都存在 3 个保守框 P 框(GLDAAGKT)、G’ 框
(DVGGQ)和G框(NKQDL), 这三个框是GTP结合

蛋白家族中涉及GTP结合和水解所必需的。另外,
作为膜定位和ARF活性所需的2-甘氨酸豆蔻酰化

位点也很保守。

根据基因大小、氨基酸序列、系统发生以及

基因结构的异同, 人类基因组中的 6 个 arf 基因分

成3类(D’Souza-Schorey和Chavrier 2006), 即ClassI
(arf1~3)、ClassII (arf4~5)和 ClassIII (arf6) 。选

取了油棕、人、土豆、苜蓿等共 28种生物的ARF,
利用Philip软件构建了ARF蛋白的系统进化树, 发
现 Jc-ARF蛋白与胡萝卜ARF002的亲缘关系最近,
其次为陆地棉及拟南芥 ARF2。与人类 ARF 聚类

时, 其与人类 ARF1、ARF3 等 ClassI 类 ARF 的亲

缘关系更近, 而与人类 ARF4~6 都较远, 根据 Jc-
ARF 的氨基酸数目、序列, 我们认为, 本文所克隆

的 Jc-arf 相似于人类 ClassI 类 arf 基因。

3  Jc-arf的组织特异性表达

为研究 Jc-arf 在麻疯树中的作用, 我们对 Jc-
arf在麻疯树各组织器官中的表达情况进行了半定

量 RT-PCR分析。如图 4所示, Jc-arf在种子胚乳、

根、茎、叶、花中均有表达, 但表达有明显的组

织特异性:  在花中的表达量最高,  在胚乳、根、

茎、叶中表达差异不大。
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目前的研究表明, 虽然 arf 在各物种中普遍存

在, 但组织特异性有较为明显的差异, 这可能是因

图 3  ARF蛋白的系统发育树

Fig.3  Phylogenetic tree of ARF proteins

图 4  Jc-arf 的组织特异性表达

Fig.4  Expression of Jc-arf in different organizes

为arf有很多种类, 而各类型的arf分别会在不同的

组织器官中起作用之故。Jc-arf 在花中相对表达

量最高,  可能为花特异性表达。这与任茂智等

(2004)报道的棉花中 arf 在花、蕾等组织中呈显著

优势表达的结果是一致的, 在花的发育过程中不仅

有物质的极性运输, 而且有细胞膜的形成、细胞壁

的扩展等过程, 这些过程均需要高尔基体以物质分

泌的形式参与,  Jc-ARF 可能在此过程中起作用

(Pimpl等 2003; Takeuchi等2002), 因此具有较高的

表达水平。同时, 我们的结果也显示 Jc-arf在根中

同样有所表达, 暗示其可能在根中也起某种作用,
Zhuang等(2005, 2006)对水稻ARF的研究就发现其

与根的发育过程有关。Jc-ARF蛋白是否也在麻疯

树的根发育中起作用仍需进一步的研究。



植物生理学通讯  第 45 卷 第 6 期，2009 年 6 月 553

4  不同胁迫诱导条件下 Jc-arf 的表达

用半定量 RT-PCR 的方法, 分析 NaCl、PEG、

低温胁迫下, Jc-arf 在根、茎、叶中表达量变化

的结果(图 5)表明: 在 PEG 胁迫下, arf 在根、茎、

叶中表达量均有明显上升, 并且随处理时间的延长,
arf在茎中的表达量最多增加3.2倍; 在低温胁迫下,

茎、叶中arf基因表达量无明显的变化; 在根中, 从
第 2 天开始, arf 表达量增加 1.5 倍, 并在第 3 天维

持高水平表达。NaCl 胁迫条件下, arf 在根中的表

达量随时间的推移反而下降, 在第 3 天时, 只有正

常情况下的 64.7%; 在茎、叶中, arf 的表达量在

第 1 天有所增加, 而后逐渐降低至正常水平。

图 5 不同胁迫条件下 Jc-arf 的表达模式

Fig.5  Expression patterns of Jc-arf under different stresses
1: 处理 1 d;  2: 处理 2 d;  3: 处理 3 d。

参考文献

林娟, 周选围, 唐克轩, 陈放(2004). 麻疯树植物资源研究概况. 热
带亚热带植物学报, 12 (3): 285~290

任茂智, 陈全家, 张锐, 郭三堆(2004). 棉花腺苷酸核糖基化作用

因子 1  ( ar f1)的结构特征、替换剪接和遗传表达分析.  遗
传学报, 31 (8): 850~857

王昕, 种康(2005). 植物小 G 蛋白功能的研究进展. 植物学通报,
22 (1): 1~10

Arnold K, Bordoli L, Kopp J, Schwede T (2006). The SWISS-
MODEL workspace: a web-based environment for protein
structure homology modelling. Bioinformatics, 22: 195~201

D’Souza-Schorey C, Chavrier P (2006). ARF proteins:roles in
membrane trafic and beyond. Nat Rev Mol Cell Biol, 7 (5):
347~358

Guex N, Peitsch MC (1997). SWISS-MODEL and the Swiss-Pdb
Viewer: an environment for comparative protein modeling.
Electrophoresis, 18: 2714~2723



植物生理学通讯  第 45 卷 第 6 期，2009 年 6 月554

Kirchhausen T (2000). Three ways to make a vesicle. Nat Rev Mol
Cell Biol, 1: 187~198

Lee FJ, Stevens LA, Kao YL, Moss J , Vaughan M (1994).
Characterization of a glucose-repressible ADP-ribosylation
factor 3 (ARF3) from Saccharomyces cerevisiae. J Biol
Chem, 269: 20931~20937

Pasqualato S, Menetrey J , Franco M, Cherfils J  (2001). The
structural GDP/GTP cycle of human Arf6. EMBO Rep, 2 (3):
234~238

Pimpl P, Hanton SL, Taylor JP, Pinto-daSilva LL, Denecke J
(2003). The GTPase ARF1p controls the sequence-specific
vacuolar sorting route to the lytic vacuole. Plant Cell, 15:
1242~1256

Schwede T, Kopp J, Guex N, Peitsch MC (2003). SWISS-MODEL:
an automated protein homology-modeling server. Nucl Ac-
ids Res, 31: 3381~3385

Stearns T, Kahn RA, Botstein D, Hoyt MA (1990). ADP ribosylation
factor is an essential protein in Saccharomyces cerevisiae and

is encoded by two genes. Mol Cell Biol, 10: 6690~6699
Takeuchi M, Ueda T, Yahara N, Nakano A (2002). Arf1 GTPase

plays roles in the protein traffic between the endoplasmic
reticulum and the Golgi apparatus in tobacco and Arabidopsis
cultured cells. Plant J, 31: 499~515

Vernoud V, Horton AC, Yang Z, Nielsen E (2003). Analysis of the
small GTPase gene superfamily of Arabidopsis. Plant Physiol,
131: 1191~1208

Yang Z (2002). Small GTPases: versatile signaling switches in
plants. Plant Cell, 14 (suppl): S375~S388

Zhuang X, Xu Y, Chong K, Lan L, Xue Y, Xu Z (2005). OsAGAP,
an ARF-GAP from rice, requlates root development medi-
ated by auxin in Arabidopsis. Plant Cell Environ, 28: 147~156

Zhuang X, Jiang JF, Li J, Ma Q, Xu Y, Xue Y, Xu Z, Chong K
(2006). Overexpression of OsAGAP, an ARF-GAP, inter-
feres with  au xin  influx,  vesicle  tr afficking a nd root
development. Plant J, 48: 581~591



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /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 true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /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 0.15
    /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 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 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 <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. 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 for quality printing on desktop printers and proofers.  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 /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


