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4 个缢蛏群体遗传多样性和系统发生关系的微卫星分析 

刘 博, 邵艳卿, 王 侃, 滕爽爽, 柴雪良, 方 军, 张炯明, 肖国强 

(浙江省海洋水产养殖研究所 浙江省近岸水域生物资源开发与保护重点实验室, 浙江 温州 325001) 

摘要: 采用 12 个微卫星分子标记,对 4 个不同缢蛏(Sinonovacula Constricta)群体: 福建云霄群体、广东

湛江群体、天津塘沽群体以及浙江乐清湾群体进行了遗传多样性和系统发生关系的分析。研究结果显

示, 12 个微卫星共有 46 个等位基因, 4 个缢蛏群体的平均观测等位基因数(Ao)、平均观测杂合度(Ho)、

平均期望杂合度(He)和平均多态信息含量(PIC)分别为 3.25~3.50、0.59~0.74、0.55~0.58 和 0.46~0.50。

说明 4 个缢蛏群体遗传多样性处于中等多态。UPGMA 聚类分析表明:乐清湾群体、天津塘沽群体间的

遗传距离最小, 亲缘关系最近, 首先聚为一支, 福建云霄群体和广东湛江群体聚为另一支。群体的 F-

统计量(Fst)为 0.07, 表明缢蛏群体分化很微弱。  
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缢蛏 (Sinonovacula Constricta Lamarck)俗称蛏
子 , 属软体动物门 (Mollusca), 瓣鳃纲 (Lamellibr-
anchia)竹蛏科(solenidae)缢蛏属(sinonovacula)贝类。
缢蛏为广温广盐性海产双壳类, 具有重要的经济价
值, 是我国四大养殖贝类之一。缢蛏养殖历史悠久, 
过去主要集中在福建和浙江一带, 随着缢蛏养殖业
的不断扩展, 山东、天津沿海地区开始从福建、浙江
等地区引进苗种。浙江沿海为了能提早出苗, 每年 9
月份也大量从广东湛江和福建云霄等地购买亲贝催

产育苗。无序的养殖、盲目引种、移养等使溢蛏种

质资源混淆不清。因此, 分析不同地理群体遗传结构
及种群间关系, 对缢蛏种质资源合理保护、开发和利
用具有重要指导意义。 

微卫星标记(SSR)与其他分子标记相比, 具有多
态性高、多等位性、共显性、可重复性高、数量丰

富和对基因组有很好的覆盖性等特点 [1], 被广泛的
用于种质资源及品种(系)鉴定、遗传结构分析、分子
标记辅助选择等多方面的研究[2]。微卫星标记技术在

太平洋牡蛎(Crassosttea Gigas)[3] 、虾夷扇贝 [4-5] 、
文蛤[6-8] 、皱纹盘鲍(Haliotis discushanna)[9]等已有报

道, 关于缢蛏在遗传多样性和遗传分化的研究已有线粒
体 COⅠ标记法, RAPD和同工酶标记等[10-12]; 目前, 缢
蛏微卫星方面的研究仅局限在标记开发[13,14]和单一养

殖群体的遗传多样性分析[15], 而关于用微卫星标记分
析不同地理居群缢蛏遗传多样的报道至今还没有 , 
本文首次利用 SSR 标记分析了 4 个缢蛏居群的遗传
结构, 在分子水平上探讨了处于不同地理区域的缢

蛏群体遗传多样性差异和遗传分化水平, 为其种质
资源管理和遗传育种工作提供科学的理论依据。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验用4个缢蛏养殖群体, 于2011年9月分别采

自福建云霄、广东湛江、天津塘沽及浙江乐清湾, 各
群体随机取样30颗, 活体解剖取其水管、斧足放入无
水乙醇固定保存, 带回实验室备用。 

1.2  DNA 提取 
基因组 DNA的提取采用常规的蛋白酶 K消化, 

苯酚、氯仿/异戊醇抽提, 无水乙醇沉淀的方法, 提取
缢蛏肌肉组织的基因组 DNA, 用 TE 缓冲液稀释至
终浓度 100 ng/μL用于实验分析。 

1.3  PCR 扩增及产物检测 
微卫星位点的引物来自己发表的 12 对缢蛏引物序

列(见表 1)[15]。PCR 反应体系为 15 µL, 包括 10×PCR 
buffer 1.5 µL, 25 mmol/L Mg2+ 1.5 µL, 2.5 mmol/L dNTP  
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表 1  12 个多态微卫星引物序列 
Tab. 1  Primers sequences for the 12 polymorphic loci 

基因座位 引物序列(5'-3') 产物长度(bp) 重复模式 退火温度( )℃  GenBank登录号

YC1 F: CGTTTTGAACGTTACATTGTT 
R: TAACTTTCTCTGCAGCTTGAC 

130～142 (ATCT)5 54 G0309043.1 

YC3 F: TCAAATTGTGATCCGTACTCT 
R: CACCATTACAAAACATCACCT 

150～160 (AAAGT)3 54 GO309023.1 

YC8 F: CTCATAAGTACCCCTGTGCTA 
R: AATACCCACGTAACATTTCTG 

140～152 (AATCCC)3 56 GO308992.1 

YC11 F:  GTGATAACATTTGTCACACCA
R:  ACCAGTTTGTGTCTGCATATT

146～154 (TACA)4 54 GO308851.1 

YC12 F: TCAAGAGATTTTACAGCAAGC
R: AACTGTGTCAAATGGTGATTC 

144～152 (TTAT)3 54 GO308900.1 

YC13 F: TGGTAATGATTGAAAAAGTGG
R: TTGGCCAATATGATGTACTCT 

166～174 (AAAC)3 53 GO308860.1 

YC16 F: GGCCTATATGGTGTATGTTGT 
R: CATGCATGTTATTTCTTGTCA 

167～175 (TAAA)3 54 GO308806.1 

YC20 F: GTTGTTGTTTGTTGCTTTGTT 
R: AAATATCCAATGACTTTGCAG 

141～149 (AAAC)3 52 GO310715.1 

YC24 F:  ACTGCATTGCCATATAATCAC
R:  TCCTTATCAACTTCACAGTGG

151～159 (GATT)5 55 GO309511.1 

YC27 F: CCTATAATGTAGGTCCGGTCT 
R: CCCATAAGATGAGAACAGTGA

139～145 (AAC)5 57 GO309427.1 

YC30 F:  TCTGAAATATAGACGGACTGG
R:  TATGTCTGTCTGTCTGCCTGT

140～148 (GTCT)16 57 GO309357.3 

YC35 F: AGCCTGATCTAATGCCTTATC 
R: TGAGAATGTTTCTTCTACAGG 

141～149 (AC)8 55 GO309189.1 

 
1.2 µL, 10 µmol/L 上下游引物各 1.5 µL, Taq 酶
(5U)0.075 µL, DNA 模板1.5 µL, 加灭菌双蒸水至15 µL。 

PCR反应程序为: 94℃条件下变性 5 min后, 进入
30 个 PCR 循环: 在 94℃下变性 30 s, 复性(温度见
表 1)30 s, 72 ℃下延伸45 s, 再最后72 ℃下延伸7 min, 
并将产物于 4℃下保存。扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶
检测, 鉴定有扩增产物后再用 8%的变性聚丙烯酰胺凝
胶电泳检测, 银染。 

1.4  数据分析 
根据电泳图谱, 并参照引物设计时预期片段的

大小统计条带, 应用 POPGENE32 软件计算微卫星
引物的期望杂合度(Expected heterozygosity, He)、观
测杂合度(Ho)、哈代-温伯格平衡值(Hardy-Weinberg 
equilibrium, HWE)、FST、FIS及 FIT等参数。根据遗

传距离利用 MEGA4.0 软件构建 UPGMA 系统进化
树。多态信息含量(Polymorphic information content, 

PIC)的计算公式如下:  
1
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其中,  Pi, Pj是某个位点第i、j个等位基因的基因频
率, n为某个位点上的等位基因数。 

2  结果 

2.1  四个缢蛏群体的微卫星等位基因及多

样性分析 
12 对引物共检测出 46 个等位基因 , 其中

YC30位点等位基因数目最多为 12个 , 表现为高度
多态 ; 每个位点等位基因数从 2～12个不等 , 平均
每个位点观测等位基因数目为 3.83; 有效等位基
因数从位点 YC8 的 1.65 到位点 YC30 的 9.75, 平
均有效等位基因数为 3.03; 扩增片段长度在 130～
180 bp 之间。  
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2.2  四个缢蛏群体内遗传变异 
4 个缢蛏群体的等位基因数(Ao)、有效等位基因

数(Ae)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)、多态信
息含量(PIC)及 Hardy-Weinberg 检验结果见表 2。4
个缢蛏群体的遗传差异较小, 平均等位基因数 Ao 在

3.25～3.50, 有效等位基因数 Ae在 2.57～2.69, 等位
基因数最低的是天津缢蛏群体, 最高的是福建缢蛏
群体 , 平均值为 2.69。平均多态信息含量(PIC)在 

0.46～0.50之间, 以福建群体最高为 0.50。群体观测
杂合度 Ho 在 0.59～0.74 之间, 最高的为天津群体, 
最低的为福建群体; 而 4个群体的期望杂合度(He)差
异不大, 在 0.55～0.58 之间, 最高的是福建群体为
0.58。Hardy- Weinberg平衡检验表明, 除福建云霄群
体有 4个位点偏离平衡外, 广东湛江群体、天津塘沽
群体和浙江乐清湾群体中的大部分微卫星位点都偏

离了 Hardy- Weinberg平衡(表 2)。 
 

表 2  12 个微卫星位点在 4 个缢蛏群体中的遗传多样性及 Hardy-Weinberg 平衡检验 
Tab. 2  Genetic diversity and Hardy-Weinberg in four strains of S. constricta for the 12 polymorphic loci 

位点  
群体 参数 

YC1 YC3 YC8 YC11 YC12 YC13 YC16 YC20 YC24 YC27 YC30 YC35
福建云霄 Ao 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 10 3 3.5 

 Ae 2.59 2.00 1.43 2.80 2.42 2.56 1.92 2.36 1.81 2.83 7.33 2.18 2.69 
 Ho 0.75 0.63 0.21 0.83 0.63 0.64 0.63 0.59 0.36 0.63 0.52 0.76 0.59 
 He 0.63 0.51 0.31 0.65 0.60 0.62 0.49 0.59 0.46 0.66 0.88 0.55 0.58 
 PIC 0.54 0.40 0.26 0.57 0.52 0.53 0.41 0.51 0.41 0.57 0.86 0.46 0.50 
 HW 0.01 0.30 0.09 0.001 0.93 0.82 0.38 0.74 0.08 0.02 0.00 0.08  

广东湛江 Ao 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 11 3 3.3 
 Ae 1.78 1.99 1.37 2.46 2.74 2.71 2.15 2.18 1.51 2.31 8.48 2.34 2.67 
 Ho 0.65 0.86 0.11 0.97 0.56 0.67 0.73 0.66 0.43 0.79 0.96 0.79 0.68 
 He 0.45 0.51 0.27 0.60 0.65 0.64 0.55 0.55 0.34 0.58 0.90 0.58 0.55 
 PIC 0.34 0.37 0.23 0.51 0.56 0.56 0.43 0.45 0.28 0.48 0.87 0.49 0.46 
 HW 0.04 0.00 0.00 0.00 0.01 0.92 0.28 0.25 0.17 0.00 0.33 0.00  

天津塘沽 Ao 3 2 2 2 3 3 3 3 3 3 9 3 3.25 
 Ae 2.29 1.92 1.76 1.92 1.67 2.62 2.01 2.13 2.14 2.24 5.85 2.54 2.42 
 Ho 0.55 0.80 0.56 0.71 0.68 0.43 0.90 0.90 0.97 0.73 0.79 0.90 0.74 
 He 0.58 0.49 0.44 0.49 0.41 0.63 0.51 0.54 0.54 0.56 0.84 0.62 0.55 
 PIC 0.50 0.36 0.34 0.36 0.36 0.54 0.43 0.42 0.42 0.49 0.81 0.57 0.47 
 HW 0.08 0.00 0.16 0.02 0.75 0.00 0.29 0.00 0.00 0.03 0.23 0.001  

浙江乐清 Ao 4 2 2 2 4 3 3 3 3 3 9 3 3.42 
 Ae 3.03 1.99 1.94 1.93 1.62 2.27 1.96 2.13 2.10 2.40 6.86 2.64 2.57 
 Ho 0.76 0.42 0.54 0.74 0.27 0.74 0.52 0.85 0.82 0.85 0.58 0.90 0.66 
 He 0.68 0.51 0.49 0.49 0.39 0.57 0.50 0.54 0.53 0.59 0.87 0.63 0.57 
 PIC 0.61 0.37 0.37 0.37 0.35 0.48 0.39 0.44 0.43 0.51 0.84 0.55 0.48 
 HW 0.02 0.37 0.64 0.007 0.14 0.01 0.62 0.003 0.005 0.03 0.00 0.01  

 

2.3  不同缢蛏群体间遗传分化 
应用 Popgene32 软件对 4 个缢蛏群体进行了 F-

统计量及基因流分析, 结果见表 3。由表 3可知, 4个
缢蛏群体仅有 3 个位点 YC8、YC12 和 YC30 的 F-
统计量为正值, 其余 9个位点均为负值, Fis平均值为

−0.21, Fit平均值为−0.31; 度量群体间遗传差异程度
的 Fst平均值为 0.07。遗传分化系数(Fst)和基因流(Nm) 

分析不同群体的遗传分化情况, 发现缢蛏群体除了
YC11、YC20、YC27与 YC30等 4个基因座固定指数
小于 0.05, 其余均大于种间无遗传分化的标准(Fst =0～
0.05)[16], 基因流 Nm平均值为 3.33。 

利用 MEGA4 分析软件, 采用非加权的组平均
法(UPGMA)对 4 个群体进行聚类分析, 获得聚类树
系图(图 1), 4个缢蛏群体之间的 Nei’s遗传距离和遗
传相似度见表 4。4 个缢蛏群体共分为 2 大支系:  

平均值
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表 3   12 个微卫星位点的固定指数及基因流 
Tab. 3  Fixation index and gene flow of 12 polymorphic loci 

位点 群体内固定指数 Fis 总群体固定指数 Fit 群体间遗传分化系数 Fst 基因流 Nm 

YC1 −0.18 −0.08 0.08 2.85 
YC3 −0.37 −0.29 0.05 4.00 
YC8 0.06 0.10 0.05 4.59 
YC11 −0.47 −0.41 0.04 5.34 
YC12 0.06 0.25 0.20 0.96 
YC13 −0.21 −0.11 0.08 2.79 
YC16 −0.27 −0.17 0.07 3.02 
YC20 −0.37 −0.35 0.01 17.75 
YC24 −0.39 −0.31 0.06 3.75 
YC27 −0.27 −0.24 0.02 8.92 
YC30 0.17 0.20 0.04 5.31 
YC35 −0.42 −0.31 0.08 2.85 
平均值 −0.21 −0.13 0.07 3.33 

 
表 4   Nei 遗传相似度和遗传距离 
Tab. 4  Nei genetic similarity and genetic distance 

群体 福建云霄 广东湛江 天津塘沽 浙江乐清 
福建云霄  0.9021 0.8152 0.8048 
广东湛江 0.1030  0.8939 0.8735 
天津塘沽 0.2043 0.1121  0.9662 
浙江乐清 0.2171 0.1352 0.0344  

注: 对角线以下为遗传距离, 对角线以上为遗传相似度 
Note: Nei's genetic identity (above diagonal) and genetic distance (below diagonal) 
 

 

图 1  根据群体间遗传距离用 UPGMA法构建了 4个泥蚶
群体的系统进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree based on genetic distance of 4 four 
strains of S. constricta by UPGMA assay 

 

浙江乐清湾群体和天津塘沽群体之间的遗传距离最

小为 0.0344, 聚为第一支; 福建云霄群体和广东湛
江群体之间的遗传距离为 0.103, 聚为第二支。 

3  讨论 

3.1  缢蛏群体内遗传多样性 
依据 PIC判断标准: PIC<0.25为低度多态, 0.25≤

PIC＜0.5为中度多态, PIC≥0.5为高度多态[17], 可以
看出本研究的 4 个缢蛏群体的平均多态信息含量
(PIC)基本一致在 0.46～0.50 之间, 相差无几且接近

于 0.5, 表明 4 个缢蛏群体的遗传多样性处于中等偏
上水平, 4个群体未出现明显的种质退化。 

李成华等[18]和王冬群等[12]分别利用 RAPD 技术
和同工酶技术分析了不同地理群体的野生缢蛏群体

和养殖群体的遗传多样性, 野生群体的遗传多样性
略高于养殖群体 , 但与本实验相比 , 以上各群体的
遗传多样性明显低于本研究中 4 个群体的, 分析原
因主要与各实验采用的标记类型不同有关。显性标

记 RAPD 与共显性标记 SSR 相比, 其无法区分显性
纯合子和杂合子, 其多态信息含量仅是 SSR 的 1/2; 
而 England 等[19]通过对同工酶和微卫星标记多态性

的比较发现, 同一群体的微卫星位点等位基因数为
5.2 个, 同工酶为 3.0 个, 因此不同类型标记影响了
对群体遗传多样性的分析。本研究中以天津群体的

观测杂合度最高, 但从 4 个缢蛏群体的平均等观测
位基因数 Ao 来看, 天津群体的平均值最低为 3.25, 
等位基因数目最少 , 基因型单一 , 原因可能是这些
基因型对环境的适应度较高, 经历了长时间的遗传
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漂变和适应性选择逐渐呈现出了高的基因频率, 进
而产生了与其他地区群体不同的遗传结构[20]。 

3.2  缢蛏群体间的遗传分化 
群体 Fst值在 0～0.05 之间, 则表明其各亚群间

不存在分化; 若 Fst值在 0.05～0.15 之间, 为中度分
化; 若 Fst值在 0.15～0.25 之间, 则为高度分化。本
研究结果群体间遗传差异程度的 Fst=0.07, 表明 4个
缢蛏群体间的遗传变异为 7.0%, 而 93.0%为群体内
的遗传变异, 两者比例悬殊, 说明所选 4个缢蛏群体
间的变异绝大部分来自群体内, 群体间的遗传分化
程度不高, 而且这种差别也未影响到遗传水平。 
固定指数Fis是检验群体杂合子缺失或过剩的指标, 

群体内固定指数 Fis>0时, 表示品系内存在较严重的近
交现象, 导致杂合子缺失; Fis<0时, 存在远交现象, 有
杂合子过剩。本研究中发现 12个位点中有 9个位点存
在杂合子过剩现象, 并且平均 Fis=−0.21, 表示群体内
并无明显的近交现象。一般认为杂合子过剩情况多的

出现在研究对象为相对小的群体或者封闭群体, 如养
殖群体中的子代群体往往由于亲本数量所限, 奠基者
效应(Founder effect)会导致连锁不平衡现象, 继而造成
杂合子过剩。分析本实验所出现的杂合子过剩的现象, 
可能与实验的样本量较小有关系。 
当杂合子严重过剩即 Fis明显偏离 0 时, 往往会引

起群体显著地偏离 Hardy-Weinberg 平衡。本次研究中
福建云霄群体、广东湛江群体、天津塘沽群体和浙江

乐清湾群体的 12个微卫星位点中分别有 4、7、7和 8
个位点偏离了 Hardy-Weinberg 平衡。这种现象在其他
海水贝类, 如类海湾扇贝[21]、栉孔扇贝[22]中也普遍存

在。本研究中的 4个缢蛏群体均处于不平衡状态, 这可
能与群体间的无序养殖、迁移有关。浙江乐清湾是一

个相对封闭的海湾, 但近年来人工育苗中, 为了提早
培育出苗, 每年 9至 10月份都会从广东、福建等地大
量采购亲贝进行人工繁殖, 而培育出的苗种除部分在
本地中培和养殖外, 其余的又重新销往福建、广东、天
津、辽宁等地, 因此迁移造成了对基因型的影响, 可能
是导致这种不平衡的主要原因。 

3.3  缢蛏群体间遗传距离与系统发生关系 
遗传距离是研究物种遗传多样性的基础, Craw-

ford 等[23]指出由微卫星得出的遗传距离更能反映分

化时间的长短, 能客观地反映品种间的遗传变异和
分化。本研究中, 浙江乐清湾群体和天津塘沽群体之
间的遗传距离最小为 0.0344, 聚为第一支; 福建云

霄群体和广东湛江群体之间的遗传距离为 0.103, 聚
为第二支。聚类结果与牛东红[24]利用 ISSR标记对 6
个野生缢蛏群体的聚类结果差异较大, 并未表现出
遗传距离和地理距离之间的正相关。出现这种情况

可能与近年来缢蛏无序养殖有关, 福建、广东、浙江
等沿海存在相互间盲目引种和移养的现象, 造成缢
蛏资源混乱并使本土自然资源混淆不清, 目前已经
很难找到未受人为因素干扰的野生缢蛏群体了。另

外 , 聚类结果的差异 , 也可能与采用的分子标记类
型不同有关。 

3.4  缢蛏种质资源的保护与开发策略 
由于本研究中的 4 个群体均来源自当地的养殖

群体 , 可能已经受到了外来缢蛏群体的污染 , 不能
充分代表当地野生缢蛏种质资源状况, 因此建议在
做好对当地原始野生缢蛏资源收集的情况下, 利用
不同分子标记技术分析各地野生缢蛏原种间及野生

原种和人工养殖群体的遗传差异, 根据主要遗传差
异来源的不同(群体间还是群体内), 制定合理的保
种策略。 

针对本研究 4 个缢蛏群体的变异绝大部分来自
群体内 , 群体间的遗传分化程度不高的情况 , 笔者
认为可以采取如下保种和开发的措施: (1) 采取原位
保存的措施, 通过建立原种场和自然保护区等方法
加强野生原种的保护, 避免外来缢蛏群体对原种的
污染。(2) 由于 4个群体的遗传变异主要来自群体内, 
说明合理有序的引种不会带来不利的遗传效应 [25], 
因此 , 在正确收集和保护好野生原种的基础上 , 可
以适当引进其他地理群体的优质缢蛏种质来提高当

地种质资源的生产率。 
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Abstract: Twelve microsatellite markers were used to study genetic diversity and phylogenetic relationship of four 

geographic populations of razor clam Sinonovacula constricta. The four populations were sampled from Yunxiao 

City of Fujian, Zhanjiang City of Guangdong, Tanggu City of Tianjin and Yueqing City of Zhejiang. The results 

showed that total of 46 alleles were found among 12 SSR markers. The average observed number of alleles (Ao) 

was from 3.25 to 3.50, the average observed heterozygosity (Ho) was from 0.59 to 0.74, the average excepted het-

erozygosity (He) was from 0.55 to 0.58 and the average polymorphism information content (PIC) ranged from 0.46 

to 0.50, respectively. All of these results indicated that genetic diversity of the four populations was at a medium 

level. UPGMA cluster analysis showed that Yueqing population was clustered with Tanggu population into one clad, 

then Yunxiao population and Zhanjiang population were in a second group. The value of the F-statistics was 0.07 

and this suggested that the four populations of S．Constricta had a relatively lower genetic variation and its genetic 

structure between populations was weak. 
 

                                                                       (本文编辑: 康亦兼) 



<<
  /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 600
  /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 600
  /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 <<
    /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.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /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


