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RESUMEN

El hombre, en el afan de una agricultura mas eficiente, permanentemente procura desarrollar productos plaguicidas,
sin tener en cuenta que su uso indiscriminado provoca adaptaciones en plagas, tornandolas mas resistentes. En
el Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCH), provincia del Chubut, Argentina, los agricultores utilizan herbicidas
organofosforados como el glifosato (sal isopropilamina del N-fosfonometil glicina), para el control de malezas en
diversos cultivos, asumiendo el riesgo que implican las filtraciones en la calidad higiénico-sanitaria de sus aguas.
Dado que las microalgas responden rapidamente a cambios ambientales debido a sus tiempos cortos de generacién
y a su papel como productores primarios en los ecosistemas acuaticos, se usan en ensayos de 72-96 h
proporcionando informacion sobre los efectos ecolégicos de algunos contaminantes. En este trabajo se evalué
la sensibilidad de Chlamydomonas sp. al glifosato comparando los porcentajes de inhibicién respecto a un
control, utilizando metodologias estandar para la valoraciéon de los ensayos.

Se encontré que la CESO0 fue de 68,57 mg/L, el NOEC de 40,0 mg/L y el LOEC de 20,0 mg/L. Se concluyé que
Chlamydomonas sp. es efectiva como indicadora de ecotoxicidad, por lo que se recomienda evaluar su
comportamiento con otros plaguicidas, como asi también experimentar con otras cepas nativas aisladas de
cuerpos de aguas locales.
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ABSTRACT

The man in the desire for more efficient agriculture, constantly seeks to develop pesticide products without
regarding that indiscriminate use causes pest adaptations, making them more resistant. In Chubut River Valley
(VIRCH), province of Chubut, Argentina, farmers use organophosphate herbicides such as glyphosate
(isopropylamine salt of N-phosphonomethyl glycine) for weed control in various crops, assuming the risk that
leaks involve on health and hygiene quality of its waters. Since microalgae quickly respond to environmental
changes due to their short generation times and their role as primary producers in aquatic ecosystems, they are
used in 72-96 h tests to provide information on some pollutants ecological effects. In this study, the sensitivity
of Chlamydomonas sp to glyphosate was evaluated comparing the inhibition percentages to a control, using
standard methodologies for the assessment of the essays. It was found that the EC50 was 68,57 mg/L, the
NOEC was 40,0 mg/L and the LOEC was 20,0 mg/L. It was concluded that Chlamydomonas sp. is effective as
an ecotoxicity indicator, so it is recommended to evaluate its performance with other pesticides along with other
native strains isolated from local water bodies.
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INTRODUCCION

El glifosato, la sal isopropilamina de N-(fosfonometil)
glicina, es un herbicida de amplio espectro, no selectivo,
utilizado para eliminar malezas indeseables. Este
organofosforado de accién sistémica es aplicado
directamente sobre el follaje, siendo asimilado por las
hojas y rapidamente translocado por el floema. La accién
herbicida del glifosato se basa en la inhibicién de la
sintesis de aminoacidos esenciales (Subsecretaria de
Recursos Hidricos de la Naciéon-Republica Argentina,
2003) y es utilizado por los agricultores del Valle Inferior
del Rio Chubut, de la provincia homénima de Argentina
(Neira, 2001). Recientes estudios toxicolégicos condu-
cidos por instituciones cientificas independientes,
parecen indicar que el glifosato ha sido erréneamente
calificado como “toxicolégicamente benigno”, tanto a
nivel sanitario como ambiental. Por ende, los herbicidas
en base a glifosato pueden ser altamente téxicos para
animales y humanos, pudiendo afectar a especies no
blanco. Estudios de toxicidad revelaron efectos adversos
en todas las categorias estandarizadas de pruebas
toxicolégicas de laboratorio en la mayoria de las dosis
ensayadas: toxicidad subaguda (lesiones en glandulas
salivales), toxicidad crénica (inflamacién géastrica), dafios
genéticos (en células sanguineas humanas), trastornos
reproductivos (recuento espermatico disminuido en ratas;
aumento de la frecuencia de anomalias espermaticas en
conejos) y carcinogénesis (aumento de la frecuencia de
tumores hepaticos en ratas macho y de cancer tiroideo
en hembras) (Kaczewer, 2002; Manas,2010). A nivel
eco-téxico-epidemioldgico, la situacién no se ve agravada
solamente porque son pocos los laboratorios en el mundo
que poseen el equipamiento y las técnicas necesarios
para evaluar los impactos del glifosato sobre la salud
humana y del medioambiente, sino también porque la
informacién existente respecto de la concentracion
residual de glifosato en alimentos y el medio ambiente
no solo podria ser poco confiable, sino que ademas es
sumamente escasa.

Ante el uso frecuente de un sistema de tratamiento
con pesticida, basado en una uUnica sustancia cuyos
impactos toxicolégicos y ecolégicos parecen no haber
sido evaluados con la profundidad y el rigor suficientes,
se hace evidente la urgencia de multiplicar localmente
estudios toxicolégicos a mediano y largo plazo y dosajes
y bioensayos en aguas y suelos, no Unicamente con
respecto al principio activo y el producto tal como sale a
la venta, sino también sobre cada uno de los coadyuvantes
(Kaczewer, 2002).

El efecto del glifosato sobre un cuerpo hidrico receptor
puede ser directo sobre la vegetacion costera y la
comunidad acuatica, o secundario al promover la liberacion
de nutrientes, aumento de carbono organico y consecuente
disminucidn de la concentracion de oxigeno disuelto.

La vida media del glifosato en un ambiente acuéatico
se estima entre 7 y 14 dias, siendo comparable a la del
acido aminometilfosférico (AMPA), el principal metabolito
de su descomposicidn bacteriana, en tanto que la de los
surfactantes puede estimarse entre 21 y 42 dias (Giesy
etal., 2000).

En este contexto, teniendo en cuenta que el rio Chubut
recibe a través de filtraciones, escurrimientos y drenaje
residuos agricolas con efectos potencialmente perjudiciales
(Sastre et al., 1998) y que constituye un recurso de
importancia regional por suministrar agua a varias
localidades; siendo la Unica fuente de agua potable en la
zona de su valle inferior, se hace necesario vigilar
atentamente la calidad de sus aguas, resultando pertinente
la realizacion de bioensayos con microorganismos que sean
indicadores de la probable contaminacién de las mismas.
En linea con los trabajos previos sobre el tema Saenz
etal., 1997; Wong, 2000; Salomén et al., 2005; Pio et al.,
2006; Albarracin et al., 2009, el presente estudio tiene
por objetivo evaluar la sensibilidad de la microalga
Chlamydomonas sp. aislada en la regién patagénica al
glifosato, comparando los porcentajes de inhibicién de
crecimiento respecto a un control.

MATERIALES Y METODOS

La cepa utilizada fue Chlamydomonas sp. LMPA43,
perteneciente a la Coleccién del Laboratorio de
Microalgas de la Universidad Nacional de la Patagonia
San Juan Bosco, sede Trelew, Provincia del Chubut,
Argentina. La misma fue aislada de la Laguna Cacique
Chiquichano de la ciudad de Trelew y es mantenida en
Medio Detmer modificado (Accorinti, 1960), a 23 + 2 °C,
2 500 lux y luz continua.

Se utiliza la férmula comercial Glifosato de GLEBA,
Linea Jardin, que contiene 48 % del producto activo. Se
efectuaron ensayos preliminares para determinar el rango
adecuado de concentraciones del téxico. Las concentra-
ciones de glifosato utilizadas estan comprendidas en el
rango de 5 a 80 ppm. El bioensayo se llevé a cabo segun
la metodologia propuesta por la U.S. Environmental
Protection Agency (USEPA, 2002). Durante un periodo
de 96 h. Se realizan tres réplicas de cada tratamiento y
del control. Los tratamientos y controles se inoculan con
un volumen de suspension algal en crecimiento exponencial



tal que la densidad inicial en 100 mL de medio de cultivo
sea de 6 x 10* cél./mL, en frascos erlenmeyer de 250 mL.
Se incuban en las condiciones indicadas, agitando en forma
manual y discontinua cada 24 h (Nyholm & Kallgvist,
1989; Sdenz et al., 1993; Saenz et al., 1997).

La densidad algal fue determinada por medio de
recuentos en cdmara de Neubauer, cada 24 h y se calculé
la tasa de crecimiento (u), el tiempo de generacién (TG) y
el porcentaje de inhibicién (/, %) de acuerdo con las
ecuaciones 1y 2 (Reynolds C.S., 1984; Salomén et al.,
2005).

'u:InXZ-InX1 dia”’ (1)
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Donde:

X,: numero de células al tiempo ¢,
X,: nimero de células al tiempo ¢,

La inhibicién del crecimiento algal respecto al control
(USEPA, 2002), se calculé con la ecuacion 3.

Lo _ (restigo ~ 1) 100 (3)

Htestigo

Donde:
/ ,+ POrcentaje de inhibicion
4> velocidad de crecimiento del tratamiento /

Higgiigo’ velocidad de crecimiento del testigo

La CE50 (Concentracién Efectiva 50) se obtiene por el
método de interpolacién gréfica seguin International Standards
Organization (ISO, 1989). El andlisis estadistico se basa en
un andlisis de varianza (p < 0,05) de una via (Walpole &
Myers, 1992; Reyes Castarieda, 1999). Se aplica el test de
Dunnett para calcular los indices de toxicidad LOEC (la
concentracion mas baja a la cual se observa inhibicion
significativa del crecimiento) y NOEC (la concentracién mas
alta a la cual no hay inhibicién significativa del crecimiento).
Se calcula el MATC (méxima concentracion tdxica aceptable)
como la media geométrica de los dos anteriores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha descrito y comprobado que a concentraciones
bajas del téxico puede ocurrir una estimulacién del
crecimiento, lo cual podria ser resultado de estrés
fisiolégico (Sdenz et al., 1993, 1997; Wong, 2000). Las
velocidades de crecimiento (u) de Chlamydomonas sp.,
correspondientes a los tratamientos de 40 y 80 ppm,
disminuyen significativamente (p < 0,05) con respecto
al control (TaBLa 1, Fig. 1).

TaBLA 1. Tasas de crecimiento promedio y tiempos de generacion (TG) de Chlamydomonas sp. alas 96 h

Concentracion
de toxico(ppm)

Tratamientos

T -
1 5,0

2 10,0
3 20,0
4 40,0
5 80,0

Tasas de crecimiento Tiempos de generacion
(u promedio, dia™") (TG promedio, dia)
0,724 0,957
0,786 0,881
0,659 1,051
0,668 1,037
0,405 1,711
0,328 2,113

Los tiempos de generacion, calculados a partir de las
tasas de crecimiento (u), se incrementan a mayor
concentracién del téxico, debido al efecto metabdlico
(fisiolégico) que se produce a nivel celular por la acciéon

del principio activo del glifosato (TaeLa 1). Esto expresado
en términos de porcentaje de inhibiciéon (%]l) confirma el
incremento de inhibicion al aumentar la concentracion de
téxico (TABLA 2).
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Fig. 1 Curvas de crecimiento de Chlamydomonas sp. correspondientes a tratamientos y control.

TaBLA 2. Inhibicién de crecimiento de Chlamydomonas sp. por glifosato (96 h)

Concentracion (ppm)

Porcentaje de Inhibicion (Iyi%)

5,00
10,0
20,0
40,0
80,0

-8,66*
9,88
7,84
44,03
54,64

* Estimulacion

La figura 2 presenta la determinacién de CE50 usando
la correlaciéon entre el porcentaje de inhibicién de las
velocidades de crecimiento y el logaritmo de la concen-
tracion del téxico. La CE50 es de 68,57 ppm para
Chlamydomonas sp. Este resultado coincide con la
bibliografia que sefala que las algas serian bastante

resistentes a la forma salina del glifosato (Dengler & Mende,
1994), informan que una concentracién igual a 72,9 mg/L
provoca una disminucion de la biomasa de la especie
Scenedesmus subspicatus. Por otro lado, Chlamydomonas
sp. es menos sensible a la sal de glifosato que S.
quadricauda (CE50 = 35,59 ppm) (Pio et al., 2006).
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Fig. 2 Representacion grafica del porcentaje de inhibicion de la velocidad de crecimiento para la determinacion
de CE50 de Chlamydomonas sp. expuesta a glifosato.

Con la aplicacién de la prueba de Dunnett, a un nivel
de significancia alfa de 0,01, los valores de NOEC resultan
de 20,0 ppm, los de LOEC de 40,0 ppm y el MATC
de 28,3 ppm para Chlamydomonas sp.; Hess (1980) y
Giesy et al. (2000) reportan para Chlamydomonas
eugametos un NOEC de 16,9 ppm.

CONCLUSIONES

El valor de CE5O0 del glifosato para Chlamydomonas sp.
es 68,57 ppm. Se concluye que:

e Chlamydomonas sp. muestra sensibilidad al glifosato
a las concentraciones elegidas.

e Clamydomonas sp. es menos sensible al glifosato
que S. quadricauda (CE50 = 35,59 ppm) (Pio et al.,
2006).

e La microalga Chlamydomonas sp. es efectiva como
indicadora de ecotoxicidad, por lo que se recomienda
evaluar su comportamiento con otros plaguicidas asi
como también experimentar con otras cepas nativas
aisladas de cuerpos de aguas locales.

REFERENCIAS

Accorinti, J. (1960). Cultivo unialgal y masivo de
Scenedesmus obliquus. Turp. Ktz. Técnicas de
obtencion. Com. Museo Arg. Cien. Nat. Bs. As. Cien.
Bot., t. I., No. 9, pp. 21-29.

Albarracin, I., Salomén, R., Pio, G., Cravero, M. & Parra,
A. (2009). Efectos del herbicida Paraquat sobre el

crecimiento de Scenedesmus quadricauda (turp.) breb.
Publicado en el | Congreso Internacional de Ambiente
y Energias Renovables. Universidad Nacional de Villa
Maria. ISBN 978-987-1253-62-3.

Dengler, D. & Mende, P. (1994). Testing of toxic effects
of aminomethyl phosphonic acid (AMPA) on the
single cell green alga (Scenedesmus subspicatus).
Unpublished study XX-93-271. Monsanto Company,
St. Louis, MO. En: Giesy, J. P., Dobson, S. & Solomon,
K. R. (2000), Ecotoxicological risk assessment for
Roundup® herbicide. Rev. Environ. Contam. Toxicol.,
767, 35-120.

Giesy, J. P., Dobson, S. & Solomon, K. R. (2000).
Ecotoxicologial risk assessment for Roundup
herbicide. Rev. Environ. Contam. Toxicol., 167, 35-120.

Hess, F. D. (1980). A Chlamydomonas Algal Bioassay
for Detecting Growth Inhibitor Herbicides. Weed
Science Society of America, 28 (5), 515-520.

ISO (1989). Water quality- Fresh water algal growth
inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum. Technical Committee
ISO/TC 147. Water quality. Switzerland, pp. 11-15.

Kaczewer, J. (2002). Toxicologia del glifosato: riesgos
para la salud humana. Extraido de http://www.
ecoportal.net

Manas, F. (2010) Genotoxicidad de glifosato y su principal
metabolito AMPA. Cuantificado por los ensayos de
aberraciones cromosdmicas, micronucleos y cometa.
Extraido el 10 de enero de 2010 de http://www.
globalizate.org

Neira, P. (2001). Uso de plaguicidas en el Valle Inferior
del Rio Chubut. Informe Interno de la Direccién de
Agricultura. Laboratorio de Sanidad Vegetal.
Ministerio de la Produccién Chubut. Argentina, 10 pp.



Nyholm, N. & Kallgvist T. (1989). Methods for growth
inhibition toxicity tests with freshwater algae.
Environmental Toxicology and Chemistry, |8, 679-703.

Pio, G., Albarracin, I., Salomon, R. & Stemitsiotis, B.
(2006). Efectos del herbicida glifosato sobre el
crecimiento de Scenedesmus quadricauda. Ingenieria
Sanitaria y Ambiental. Aidis, 84, 80-83.

Reynolds, C. S. (1984). The ecology of freshwater
phytoplankton (384pp). Cambridge Univ. Press.
Reyes Castafieda, P. (1999). Bioestadistica Aplicada

(216 pp.). Ed. Trillas.

Séenz, M. E, Accorinti, J. & Tortorelli, M. C. (1993).
Toxicity of paraquat to a green alga, Scenedesmus
acutus. J. Environ. Sci. Health, 28 (2), 193-240.

Saenz, M. E., Alberdi, J. L., Dimarzio, W. D., Accorinti,
J. & Tortorelli, M. C. (1997). Paraquat toxicity to
different green algae. Bull. Environ. Contam. Toxicol.,
58, 922-928.

Saenz, M. E., Alberdi, J. L., Dimarzio, W. D. & Tortorelli,
M. C. (1997). Effects of Technical Grade and a
Comercial Formulation of Glyphosate on Algal
Population Growth. Bull. Environ. Contam. Toxicol.,
59 (4), 638-644.

Salomédn, R., Albarracin, |. & Pio, G. (2005). Sensibilidad
de Chlorella vulgaris y Scenedesmus quadricauda a

la cipermetrina. Fase preliminar. Extraido de http://
www.sertox.com.ar/retel/n07/n04.pdf

Sastre, A. V., Santinelli, N. H., Otano, S., Ivanissevich,
M. E., Pangaro, M., Ayestaran, G., Rivera, S. &
Reynoso, R. (1998). Factores naturales y antrépicos
causantes de las floraciones de diatomeas en el curso
inferior del Rio Chubut. Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco. Facultad de Ciencias
Naturales, Sede Trelew. Chubut. Argentina. Informe
final. 130 pp.

Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Nacién-
Republica Argentina (2003). Desarrollos de Niveles
Guia Nacionales de Calidad de Agua Ambiente
Correspondientes a Glifosato (lI-1).

USEPA (2002). Short-term methods for estimating the
chronic toxicity of effluents and receiving water to
freshwater organisms. Environmental Monitoring and
Support Laboratory Office of Research and
Development, Ohio.

Walpole, H. & Myers, J. (1992). Probabilidad y
Estadistica (4® ed., 797 pp.). Mc Graw Hill.

Wong, P. K. (2000). Effects of 2,4-D, glyphosate and
paraquat on growth, photosynthesis and chlorophyll-a
synthesis of Scenedesmus quadricauda Berb 614.
Chemosphere, 41 (1-2), 177-82.




<<
  /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




