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Tolerancia de Cedrela lilloi C.DC. a bajas temperaturas:
cambios metabolicos

Tolerante to low temperature in Cedrela lilloi C.DC.: metabolic changes

Meloni, D. A."?; L. Fornés’; M. R. Gulotta® y D. Moura Silva*

RESUMEN

El cedro (Cedrela lilloi C.DC.) es una especie de
alto valor comercial, nativa de la selva Tucumano
Oranense. En la delimitacion de areas potenciales
para la realizacion de plantaciones con esta especie,
resulta esencial evaluar su tolerancia a estreses
ambientales (principalmente hidrico y térmico). El
objetivo de este trabajo fue determinar la tolerancia
de C. lilloi C.DC. al estrés producido por bajas
temperaturas, y sus bases bioquimicas. Se ensayaron
tres tratamientos: un testigo (temperatura continua
de 25°C) y dos niveles de estrés: moderado (15°C
durante el dia y 10°C durante la noche), y severo (10
°C durante el dia y 5 °C nocturnos). Se determinoé la
pérdida de solutos a través de las membranas, se
estimé la peroxidacion de lipidos mediante la
determinacion de la concentracion de
malondialdehido, y se cuantific la actividad de las
enzimas superoxido dismutasa y catalasa,
involucradas en la detoxificacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Se utilizo un disefio
experimental completamente aleatorizado con 4
repeticiones, y los datos se analizaron con ANOVA
y test de Tukey. Mientras que el estrés moderado no
afectd la pérdida de solutos a través de las
membranas, el estrés severo produjo un incremento
superior al 50%. Tanto el estrés moderado, como el
severo, produjeron un incremento en la actividad de
la SOD. La actividad de la CAT no fue afectada por
el estrés moderado, pero fue inhibida por el estrés
severo. Se concluye que en los primeros estadios de
su desarrollo, C. lilloi C.DC. proveniente de El
Cadillal, Tucuman, es sensible al estrés térmico
severo, ya que no cuenta con un eficiente sistema de
enzimas detoxificadoras de ROS, en estas
condiciones ambientales
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ABSTRACT

Cedrela lilloi C.DC. is a high commercial-valued
species, native to the Tucuman-Oran jungle. When
delimiting potential areas for planting this species,
testing its tolerance to environmental stresses
(mainly water and cold stresses) becomes essential.
This paper was aimed at determining C. lilloi C.DC.
seedlings low-temperature stress tolerance together
with its biochemical bases. Three different
treatments were tested: one blank (at continuous
25°C) and two under different stress level: moderate
(at 15°C daylong and 10°C nightlong), and severe (at
10°C daylong and 5°C nightlong). Solute losses
across (membranes) were determined; lipid
peroxidation was estimated by determining
malondialdehyde concentration; and the activities of
the superoxidismutase and catalase enzymes
involved in detoxifying reactive oxygen species
(ROS) were quantified. A fully randomized
experimental design was used with 4 repetitions;
data collected were analyzed using ANOVA and the
Tukey test. While the moderate stress did not affect
solute losses through membranes, the severe one
made them increase up to more than 50%. Both the
moderate and the severe stresses increased the
superoxidismutase enzyme activity. The moderate
stress did not affect CAT activity though the severe
one inhibited it. It is concluded that C. lilloi C.DC.
seedlings are sensitive to severe cold stress since
they do not count on an efficient reactive-to-oxygen
species (ROS) detoxifying enzymes system in these
environmental settings

Keywords: Cold stress; Cedrela lilloi;
Oxidative stress.
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1. INTRODUCCION

La selva Tucumano Oranense o Yungas, constituye una region fitogeofrafica caracterizada
por su gran biodiversidad y alto grado de degradacion ambiental (Teran y Vargas, 2008). En
ella, el cedro (Cedrela lilloi C.DC.) es la especie mas codiciada por su elevado valor en el
mercado de productos forestales. Su madera es muy apreciada por las propiedades tecnologicas
que la tornan apta para la fabricacion de muebles finos, aberturas, chapas y terciados, molduras,
revestimientos y remanufactura de piezas para postigones y persianas (Grau, 2000). En grandes
extensiones de selva los ejemplares con alto valor comercial han practicamente desaparecido,
observandose en los sitios mas accesibles individuos malformados y en deficientes condiciones
sanitarias. Segun Pinazo y Gasparri (2003) el aprovechamiento forestal actual incrementa la
degradacion del recurso maderero regional, existiendo el riesgo de agotamiento.

Para realizar repoblaciones, resulta esencial conocer las caracteristicas ecofisiologicas de la
especie, tales como su tolerancia a estrés térmico producido por bajas temperaturas. Esto
permitiria delimitar areas potenciales para la realizacion de plantaciones forestales.

Muchos trabajos han mostrado las bases moleculares y bioquimicas del dafio producido en
los vegetales por las bajas temperaturas (Suzuki y Mittler, 2006), sin embargo éstos se
realizaron en plantas herbaceas, y lefiosas del hemisferio norte, por lo que no existen referencias
que involucren especies de importancia forestal nativas del hemisferio sur.

La homeostasis celular se logra mediante un delicado balance entre varias rutas metabolicas,
que tienen lugar en diferentes organelas. Esta coordinacion, puede ser alterada debido al estrés
térmico, ya que cada ruta metabodlica posee una temperatura optima. Por ejemplo, debido a las
propiedades fisicas de las membranas, los procesos asociados a ellas, tales como la fotosintesis
y la respiracion, son mas sensibles al estrés térmico, en comparacion con procesos en los que
intervienen enzimas solubles. Cuando estas rutas metabodlicas se desacoplan, se transfieren al
oxigeno molecular (O,) electrones con un alto estado de energia, formandose especies reactivas
de oxigeno (ROS, Mittler, 2002). Las ROS, tales como '0,, H,0,, O,-, y OH. son moléculas
toxicas, capaces de producir dafio oxidativo a proteinas, ADN y lipidos (Apel y Hirt, 2004).
Bajo condiciones optimas de crecimiento, ellas se producen principalmente en cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas. Sin embargo, en condiciones de estrés, su tasa de produccion se
incrementa drasticamente. En cloroplastos, la principal causa de produccion de ROS es la
limitacion en la fijacion del CO,, acoplada a una elevada sobrereduccion de la cadena
transportadora de electrones. La sobre-reduccion de la cadena transportadora de electrones es
también el principal mecanismo de produccién de ROS en mitocondrias durante el estrés
(Davidson y Schiestl, 2001). Por otra parte, en peroxisomas, se produce H,0,, cuando el
glicolato se oxida a glioxilato, durante la fotorrespiracion (Mittler et al., 2004).

Los vegetales han desarrollado mecanismos que les permiten disminuir el dafio producido
por las ROS, que incluyen enzimas antioxidantes, como la superoxido dismutasa (SOD, EC
1.15.1.1), localizada en cloroplastos, mitocondrias y citosol, que convierte el radical .O,- en
H,0; (Suzuki y Mittler, 2006). E1 H,O, generado en glioxisomas y peroxisomas, es detoxificado
a H,O por la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6), mientras que en otros compartimentos subcelulares,
la reaccidn, es catalizada por la ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) (Ushimaru et al.
2000) (Figura 1).
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Figura 1. Una de las rutas metabolicas involucradas en la detoxificacion de ROS en plantas superiores.
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El estrés térmico, producido por altas o bajas temperaturas, es una de las principales causas
de la reduccion en la produccion vegetal (Boyer, 1982), y las ROS generadas por estos estreses,
producen dafios en las membranas celulares y proteinas (Larkindale y Huang, 2004). De este
modo, las especies o ecotipos que poseen mayor actividad de enzimas antioxidantes, son mas
tolerantes al estrés (Hodges et al. 1996).

El objetivo de este trabajo fue determinar la tolerancia al estrés producido por bajas
temperaturas en Cedrela. Lilloi C.DC., y sus bases bioquimicas.

2. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. Para la realizacion de los ensayos, se recolectaron frutos de C. /illoi C.DC.
provenientes de 15 arboles (bulk), en la Reserva Provincial Aguas Chiquitas (26° 36' 13" S - 65°
9' 40" W, 700 m.s.n.m.), ubicada a 3 km de la localidad de El Cadillal, Tucuman, Argentina.
Dicha reserva posee una superficie de 3165 ha y presenta vegetacion caracteristica de la region
Fitogeografica de la selva Tucumano Oranense. La misma fue seleccionada para la recoleccion
de germoplasma, por poseer poblaciones de C. /illoi C.DC., con madera de excelente calidad, la
que se extrajo activamente, hasta el momento en que pasé a ser area protegida. En la tabla I se
presentan las temperaturas registradas en la region durante el periodo 1961-1990.

Tabla 1. Valores de temperatura maxima media, madxima absoluta, minima media, minima absoluta y
media en el area de de estudio, durante el periodo 1961-1990.

Temperatura ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SET OCT NOV DIC

Midma e 303 289 270 237 2L1 181 184 216 237 273 284 30,0
Mixima 0 406 305 374 349 315 284 391 380 390 407 403 422
absoluta

Minima o0 197 189 181 146 114 78 64 81 109 145 170 190
media

Minima °c 104 91 74 28 01 28 30 28 -04 47 68 98
absoluta

Media °C 250 239 225 191 163 129 124 149 17,1 209 22,7 245

Material vegetal

Los frutos se recogieron durante el mes de junio del afio 2007, encontrandose las capsulas
cerradas, aunque con un cambio de color manifiesto. Posteriormente se dejaron secar en
laboratorio, a temperatura ambiente, permitiendo la apertura de las mismas. Luego se
seleccionaron semillas de tamafio y color homogéneo, y se almacenaron en bolsas de papel, en
camara fria a 2°C, previa desecacion con silica gel. Los ensayos se realizaron 4 meses después
de la cosecha.

Las semillas se sembraron en macetas plasticas conteniendo perlita, que se dispusieron en
invernaculo, a temperatura y humedad ambiente, y se irrigaron cada dos dias con solucion
nutritiva de Hoagland al 50%. Durante esta etapa, se registraron temperaturas medias de 25°C y
16°C durante el dia y la noche, respectivamente, ¢ irradiancias de 6 MJ m”.

Posteriormente, plantas de 60 dias de edad, se llevaron a camara de crecimiento, bajo
condiciones controladas de luz (350 pmol m” s™'), humedad relativa (55+ 2%) y temperatura. Se
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ensayaron 3 tratamientos: un testigo (temperatura continua de 25°C) y dos niveles de estrés
térmico: moderado (15°C durante el dia y 10°C durante la noche), y severo (10 °C durante el dia
y 5 °C nocturnos). Los ensayos se repitieron dos veces.

Mediciones y determinaciones bioquimicas.

Luego de 14 dias de ensayo se evalud la pérdida de solutos a través de las membranas,
mediante el método de Lutts et al. (1996). Para ello extrajeron discos foliares, que luego de ser
lavados con agua destilada, se incubaron en tubos de ensayo conteniendo 10 mL de agua
destilada a 25°C, bajo agitacion continua a 100 rpm, durante una hora. Posteriormente se midid
la conductividad eléctrica del agua de incubacion (EC,) y se llevo el material a tubos
conteniendo agua destilada en ebullicion, durante 5 minutos. Dichos tubos se dejaron enfriar a
temperatura ambiente, durante 1 hora y luego se midi6 la conductividad eléctrica (CE,). La
pérdida de electrolitos se calculd como el cociente CE,/CE, y expresé como porcentaje.

Debido a que el dafio sobre las membranas suele ser ocasionado por radicales libres que
producen peroxidacion de lipidos (estrés oxidativo), se determind la concentracion de
malondialdehido en hojas (el producto de la peroxidacion de lipidos), segiin la técnica de
Hendry et al. (1993).

Se determino la actividad de la enzima superéxido dismutasa, (SOD; EC 1.15.1.1) a través
de las técnicas de Giannopolitis y Ries (1971) con algunas modificaciones. Se utilizd una
mezcla de reaccion conteniendo 50 mM de HEPES (pH 7,6), 0,1 mM de EDTA, 50 mM de
Na,CO; (pH 10), 13 mM de metionina, 0,025% (v/v) de metionina, Triton X-100, 63 uM NBT,
1,3 uM riboflavina y una alicuota apropiada de extracto enzimatico. Las mezclas de reaccion se
iluminaron durante 15 minutos con lampara de intensidad luminosa de 380 pmol m-2 s-1. Se
considerd una unidad de actividad SOD como aquella cantidad de enzima necesaria para causar
un 50% de inhibicion en la reduccion del NBT, a 560 nm.

La actividad catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) se determiné de acuerdo al método de Badiani et
al. (1990), monitoreando el consumo de H,0, (coeficiente de extincion de 39,4 mM™' cm™) a
240 nm durante 3 minutos.

Diseifio experimental y analisis estadistico.

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado con 4 repeticiones. La unidad
experimental estaba constituida por una maceta conteniendo dos plantas. De cada planta se
tomaron tres muestras foliares para realizar las determinaciones quimicas. Los datos se
analizaron con ANOVA vy test de Tukey.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Mientras que el estrés moderado no afecté la pérdida de solutos a través de las membranas,
el estrés severo produjo un incremento superior al 50% (Figura 2A). Bajas temperaturas,
superiores a 0°C, son perjudiciales para muchas especies de regiones tropicales y subtropicales,
que no pueden aclimatarse a estas condiciones. Este tipo de dafio, es conocido frecuentemente
como “chilling”, y suele estar asociado a la pérdida de funciones de las membranas, con
importante disminucion en su fluidez e inactivacion de las bombas transportadoras de iones,
asociadas a ellas (Beck ef al. 2004). Coincidiendo con este resultado, el estrés severo produjo un
incremento de aproximadamente 40% en la concentracion de malondialdehido, con respecto al
testigo (Figura 2B), lo que demuestra un aumento significativo en la peroxidacion de lipidos.
Esto indica que se ha alterado la permeabilidad de las membranas, como consecuencia del estrés
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oxidativo. Dicha observacion también sugiere una alteracion en el metabolismo de las enzimas
involucradas en la detoxificacion de las ROS producidas en los tratamientos con temperaturas
suboptimas.

La temperatura también afecto la actividad de las enzimas detoxificadoras de ROS. El estrés
moderado produjo un incremento del 75% en la actividad de la SOD (Figura 3A), y el estrés
severo del 94%.
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Figura 2. Pérdida de solutos (A) y concentracion de malondialdehido (B) en
hojas de C. lilloi C.DC. sometidas a estrés térmico. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos al 5% por el Test de Tukey.

Una tendencia similar fue observada por Tao y Jin en coniferas (1992), quienes observaron
un incremento significativo en la actividad SOD durante el otofio e invierno, bajo condiciones
naturales.

La actividad de la CAT no fue afectada por el estrés moderado, pero fue inhibida por el
estrés severo. Asi, mientras en el testigo se obtuvieron actividades de 6 pmol. mg proteina™.
minuto™, al cabo de 14 dias de tratamiento, se cuantifico una fuerte inhibicién, con valores
medios de 1,9 pumol. mg proteina”’. minuto”’ (Figura 3B). Resultados similares fueron
reportados por Rivero et al. (2002), en plantulas de Citrullus lanatus [Thomb.] Mnsf. cv Dulce
maravilla, quienes observaron un incremento en la actividad SOD, en pléntulas crecidas en
condiciones de temperatura suboptimas, y una inhibiciéon en actividad CAT. Estos autores
atribuyen ese efecto a la inactivacion de la enzima a bajas temperaturas. Rivero et al. (2003)
también observaron un incremento en la concentraciéon de H,O, en hojas de melén y tomate,
cultivadas en temperaturas suboptimas de 10°C, y una disminucion en la actividad CAT. Davis
y Swanson (2001) reportaron una disminucion del 25% en la actividad CAT en plantas de
Secale cereale L, sometidas a estrés hidrico y térmico, por altas y bajas temperaturas, y citan
una posible fotoinactivacion, bajo dichas condiciones. Hodges et al. (1996) y Pinhero et al.
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(1997) por el contrario, reportaron aumento en la actividad CAT en plantas de maiz tratadas con
bajas temperaturas.

De este modo, al dafio producido sobre las membranas, debido a la elevada peroxidacion de
lipidos, se suman los efectos toxicos sobre el metabolismo, por la acumulacion de H,O,,
causada por una baja actividad CAT. Esta alteracion podria limitar el crecimiento de C. lilloi
C.DC. a bajas temperaturas, aunque debe tenerse en cuenta que el dafio producido depende de
muchos factores, tales como el estado de desarrollo, la duracion y la intensidad del estrés, y la
velocidad de enfriamiento (y posterior incremento de la temperatura) (Welti et al. 2002).
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Figura 3. Actividad de las enzimas superoxido dismutasa (A) y catalasa (B)
en hojas de C. lilloi C.DC. sometidas a estrés térmico. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos al 5% por el Test de
Tukey.

Considerando los resultados obtenidos y la amplia variacion altitudinal que muestra C. lilloi
C.DC. en Argentina (entre 700 y 1700 m.s.n.m.), es importante realizar futuros ensayos
incluyendo material genético de otros origenes de esta especie, de manera de estudiar el
comportamiento de materiales provenientes de mayores altitudes que se encuentran sometidos a
menores temperaturas

4. CONCLUSIONES

Se concluye que en los primeros estadios de su desarrollo, C. /illoi C.DC. proveniente de El
Cadillal, Tucuman, es sensible al estrés térmico severo, ya que no cuenta con un eficiente
sistema de enzimas detoxificadoras de ROS, en estas condiciones ambientales.



22 Revista de Ciencias Forestales — Quebracho Vol.18(1,2) — Diciembre 2010

5. BIBLIOGRAFIA

Apel, K. and H. Hirt. 2004 “Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal
transduction”. Annu. Rev. Olant Biol., 55:373-399

Badiani, M.; M. G. de Biasi; M. Felici. 1990. “Soluble peroxidase from winter wheat seedlings with
phenoloxidase-like activity”. Plant Physiol., 93:489-494.

Beck, E.; R. Heim; J. Hansen. 2004. “Plant resistance to cold stress: mecanisms and environmental signal
striggering frost hardening and dehardening”. J. Biosci., 29:449-459.

Boyer, J. S. 1982. “Plant productivity and environment”. Science, 218:443-448.

Davidson, P. A. and R. H. Schiestl. 2001. “Mitochondrial respiratory elecron carriers are involved in
oxidative stress during heat stress in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell Biol., 21:
8483-8489.

Davis, D. G. and H. Swanson. 2001. “Activity of stress-related enzymes in the perennial weed leafy
spurge (Euphrbia esula L)”. Env. Exp. Bot.,46:95-108.

Giannopolitis, N. and S. K. Ries. 1977. “Superoxide dismutase. I. Occurrence in higher plants”. Plant
Physiol., 59: 309-314.

Grau, H. R. 2000. “Regeneration patterns of Cedrela lilloi (Meliaceae) in northwestern Argentina
suptropical montane forests”. J. Trop. Ecol., 16:227-242.

Hendry, G. A. F.; P. C. Thorpe and M. N. Merzlyak. 1993. “Stress indicators- lipid peroxidation, in:
G.AF. Hendry, J.P. Grime (Eds.), Methods in Comparative Plant Ecology, Chapman
and Hall, London, pp.154-156..

Hodges, D. M.; C. J. Andrews; D. A. Johnson and R. I. Hamilton. 1996. “Antioxidant enzyme and
compound responses to chilling stress and their combining abilities in differentially
sensitive maize hybrids”. Crop Science 37:857-863.

Larkindale, J. and B. Huang. 2004. “Thermotolerance and antioxidant systems in Agrostis stolonifera:
involvement of salicylic acid, abscisic acid, calcium, hydrogen peroxide, and ethylene”.
J plant Physiol. 161: 405-413.

Lutts, S.; J. M. Kinet and J. Bouharmont. 1996. “NaCl- induced senescence in leaves of rice (Oryza sativa
L.) cultivars differing in salinity resistance”. Ann. Bot., 78: 389-398.

Mittler, R. 2002. “Oxidative stress, antioxidants and stress tolerante”. Trens Plant Sci. 7: 405-410.

Mittler, R.; S. Vanderauwera; M. Gollery and F. Van Breusegem. 2004. “Reactive oxygen gene network
of plants”. Trens Plant Sci., 9: 490-498.

Pinazo, M. A. y N. L. Gasparri. 2003. “Cambios estructurales causados por el aprovechamiento selectivo
en el Bosque Montano del norte de Salta, Argentina”. Ecolocia Austral, 13:160-172.

Pinheiro, R. G.; M. V. Rao; G. Paliyath; D. P. Murr. and R. A .Fletcher. 1997. “Changes in activities of
antioxidant enzymes and their relationship to genetic and paclobutrazol-induced chilling
tolerance of maize seedlings”. Plant Physiol., 114:695-704.

Rivero, R. M.; J. M. Ruiz; P. C. Garcia; L. R. Lopez- Lefebre; E. Sanchez and L. Romero. 2002.
“Response of oxidative metabolism in watermelon plants subsected to cold stress.
Funct”. Plant Biol., 29:643-648.

Rivero, R. M.; E. Sanchez; J. Ruiz and L. Romero. 2003. “Influence of temperatura on biomasa, iron
metabolism and some related bioindicators in tomato and watermelon plants”. J. Plant
Physiol., 160:1065-1071.

Suzuki, N. and R. Mitlter. 2006. “Reactive oxygen species and temperaure stresses: a delicate balance
between signaling nad destruction”. Physiol. Plant., 126:45-51.

Tao, D. L. and Y. H. Jin. 1992. “Organic free radicals and free-radical scavengers in overwintering
conifer leedles”. Sci. Silvae Sin, 28:194-197.

Teran, M. y M. Vargas. 2008. “Herbario y xiloteca de especies arbdreas nativas de la Provincia de Salta”.
Quebracho, 15:80-83.



Meloni et al.: Tolerancia de Cedrela lilloi C.DC. a bajas temperaturas: cambios metabdlicos... 23

Ushimaru, T.; S. Kanazawa; S. Sano and T. Koshiba. 2000. “Changes in antioxidative enzymes in

cucumber cotyledons during natural senescence: comparison with those during dark-
induced senescence”. Physiol. Plant., 10: 211-216.

Welti, R; W. Li; M. Li; Y. Sang; H. Biesiada; H. Zhou; C. B. Rajashekar; T. D. Williams and X. Wang
2002. “Profiling membrane lipids in plant stress responses. Role of phospholipase Da in
freezing induced lipid changes in Arabidopsis™. J. Biol. Chem., 277: 31994-32002.




<<
  /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
  /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 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

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /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.)
  >>
  /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


