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Исследовали участие оксида азота (NO) и его связь с другими сигнальными посредниками при ин-
дуцировании теплоустойчивости проростков пшеницы (Triticum aestivum L.) донором монооксида
углерода (CО) гемином. Показано, что обработка гемином (5 мкМ), повышающая теплоустойчи-
вость, приводит к транзиторному, почти двукратному, увеличению содержания NO и активности
нитратредуктазы (НР) в корнях. Максимальное повышение этих показателей отмечалось через 1 ч
после начала инкубации проростков на среде, содержащей гемин. Подъем содержания оксида азота
в корнях устранялся под влиянием ингибитора нитратредуктазы вольфрамата натрия, но не инги-
битора NO-синтазы и диаминоксидазы аминогуанидина. Также активации НР и повышению со-
держания NO в корнях препятствовала обработка корней хелатором внеклеточного кальция ЭГТА
и ингибитором поступления кальция в цитозоль из внутриклеточных компартментов неомицином.
В то же время при обработке проростков антиоксидантом диметилтиомочевиной (ДМТМ) вызыва-
емые донором CO эффекты повышения активности НР и содержания NO полностью сохранялись.
Внесение в среду инкубации проростков скавенджера NO PTIO (2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidaz-
oline-1-oxyl-3-oxide) и ингибитора НР вольфрамата натрия нивелировало повышение активности
внеклеточной пероксидазы и содержания пероксида водорода в корнях, происходящее при обра-
ботке гемином. После повреждающего прогрева при 45°С под влиянием донора CO снижалось про-
явление окислительного стресса, определяемое по содержанию продукта ПОЛ малонового диаль-
дегида, и повышалось выживание проростков. Эти эффекты гемина устранялись при обработке
проростков скавенджерами NO (PTIO) и пероксида водорода (ДМТМ), ингибитором НР вольфра-
матом натрия и антагонистами кальция ЭГТА и неомицином. Сделано заключение, что в передаче
сигнала экзогенного CO принимает участие NO, образующийся с участием НР. Повышение содер-
жания NO активирует образование АФК, также задействованных в реализации стресс-протектор-
ных эффектов монооксида углерода. При этом вызываемое CO усиление генерации NO клетками
корней и развитие теплоустойчивости проростков зависят от кальциевого гомеостаза.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы интенсивно накапливаются
сведения о роли газотрансмиттеров – эндогенных
газообразных сигнальных молекул – в физиоло-
гических процессах у растений [1]. К основным

газотрансмиттерам относят монооксид углерода
(CO), оксид азота (NO) и сероводород (H2S) [2]. Для
газотрансмиттеров растительных клеток характер-
но отсутствие конкретных рецепторов, наличие об-
щих мишеней и многоуровневое функциональное
взаимодействие друг с другом и фитогормонами
[2–4].

Роль монооксида углерода в жизни растений
до сих пор остается малоизученной. Одной из
важных его функций является участие в форми-

Сокращения: L-NAME – NG-nitro-L-arginine methyl ester,
PTIO – 2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide,
ДМТМ – диметилтиомочевина, НР – нитратредуктаза,
ПО – пероксидаза.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 4  2021

ВОВЛЕЧЕНИЕ НИТРАТРЕДУКТАЗЫ И ОКСИДА АЗОТА (NO) 413

ровании адаптивных реакций на действие стрес-
соров различной природы. Увеличение эндогенного
содержания CO в клетках растений зарегистрирова-
но в ответ на обезвоживание [5], действие натрий-
хлоридного засоления [6], низких [7] и высоких
[8] температур. Получены данные о повышении
устойчивости к стрессорам растений разных так-
сономических групп под влиянием газообразного
CO или его доноров – гемина и гематина [5, 9].
Эти соединения являются искусственными суб-
стратами гемоксигеназы, образующей CO в ре-
зультате окислительной деградации гема [10].

Несмотря на накопленный довольно широкий
спектр феноменологических данных о влиянии CO
на устойчивость растений, механизмы таких эффек-
тов остаются малоизученными. В частности, откры-
тым остается вопрос о роли других компонентов
сигнальной сети в реализации стресс-протектор-
ного действия монооксида углерода [10]. Одним
из них является другой газотрансмиттер – оксид
азота. Показано, что обработка проростков пшени-
цы гематином вызывала повышение содержания
NO [5]. При этом скавенджер NO PTIO (2-phenyl-
4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide) устра-
нял повышение устойчивости проростков к ос-
мотическому стрессу (действию ПЭГ 6000), вы-
зываемое донором CO [5]. Эффекты увеличения
эндогенного содержания NO зарегистрированы и
при обработке проростков пшеницы раствором
газообразного CO, которая вызывала повышение
солеустойчивости [11]. Также показано, что инду-
цируемый гематином эффект закрывания устьиц
у бобов сопровождался повышением содержа-
ния NO в замыкающих клетках и устранялся его
скавенджером PTIO и ингибитором NO-синтазы
L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester) [12].
Однако сведения о роли NO в реализации стресс-
протекторного действия монооксида углерода на
растения пока получены лишь в единичных иссле-
дованиях. При этом остается открытым вопрос о
вкладе различных путей синтеза NO в увеличение
его содержания под действием экзогенного CO на
растительные объекты.

Известно, что NO как сигнальная молекула
находится в тесном функциональном взаимодей-
ствии с активными формами кислорода (АФК) и
ионами кальция [13]. Имеются немногочислен-
ные данные, указывающие на роль АФК и Ca2+ в
реализации устьичных и ростовых эффектов мо-
нооксида углерода [14, 15]. Недавно мы показали
участие пероксида водорода, генерируемого вне-
клеточной пероксидазой (ПО), а также цитозоль-
ного кальция, в индуцировании донором CO геми-
ном антиоксидантной системы проростков пшени-
цы и их теплоустойчивости [16, 17]. При этом роль
NO и возможных функциональных связей между
оксидом азота, АФК и ионами кальция в процессе

индуцирования теплоустойчивости клеток расте-
ний экзогенным CO оставалась неизученной.

Цель настоящей работы состояла в исследова-
нии возможного участия оксида азота и генериру-
ющих его ферментативных систем в регуляции
образования АФК и индуцировании теплоустой-
чивости проростков пшеницы действием донора
CO гемина. Также в работе была изучена зависи-
мость влияния донора монооксида углерода на
генерацию NO клетками корней от их кальциево-
го статуса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали 4-суточные (на момент
начала эксперимента) этиолированные проростки
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Досконала.
Зерновки обеззараживали 6% пероксидом водо-
рода в течение 30 мин и проращивали 4 сут при
температуре 18–20°С на водопроводной воде,
очищенной с использованием системы водоподго-
товки, включающей в себя фильтр механической
очистки, угольный фильтр и полупроницаемую об-
ратноосмотическую мембрану с размером ячеек
1 нм. В среду инкубации корней добавляли гемин
производства Sigma-Aldrich (в конечной концен-
трация 5 мкМ) и выдерживали проростки в течение
24 ч. Условия обработки и оптимальная концентра-
ция гемина, при которой отмечалось максимальное
повышение теплоустойчивости проростков, были
выбраны ранее [16]. Также в предыдущей работе
была подтверждена связь изучаемых на примере
интактных корней проростков пшеницы эффек-
тов гемина с образованием CO [16].

При изучении влияния скавенджера NO PTIO
(0.1 мМ), ингибитора нитратредуктазы вольфра-
мата натрия (2 мМ) [13], ингибитора NO-синтазы
и диаминоксидазы аминогуанидина (1 мМ) [18],
скавенджера пероксида водорода диметилтиомо-
чевины (ДМТМ, 0.150 мМ) [19], а также хелатора
внеклеточного кальция ЭГТА (0.5 мМ) и ингибито-
ра образования инозитол-1,4,5-фосфата неоми-
цина (0.2 мМ) [17] инкубация корней в растворах
составляла 26 ч. При оценке комбинированного
действия гемина и антагонистов сигнальных по-
средников последние добавляли в среду инкубации
корней за 2 ч до введения в нее гемина. Концен-
трации указанных соединений выбирали в пред-
варительных опытах.

Биохимические показатели определяли в кор-
нях проростков, поскольку они более чувстви-
тельны к воздействиям экзогенных соединений и
теплового стресса [19]. Во время инкубации про-
ростков на растворах исследуемых соединений
определяли содержание в корнях оксида азота и
пероксида водорода, активность нитратредуктазы
(НР) и внеклеточной ПО, после стрессового воз-
действия также оценивали содержание продукта
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перекисного окисления липидов (ПОЛ) малоно-
вого диальдегида (МДА).

По окончании инкубации на растворах гемина
и исследуемых ингибиторов проростки подверга-
ли повреждающему прогреву в водяном ультра-
термостате при температуре 45°С в течение 10 мин
[16]. В дальнейшем их переносили на очищенную
водопроводную воду и выращивали в течение
трех суток при температуре около 20°С и освеще-
нии 6000 лк для оценки выживания. После этого
оценивали относительное количество выживших
проростков. К таковым относили проростки, ко-
торые не имели выраженных признаков некроза
на листьях и сохраняли способность к росту.

Содержание NO в корнях определяли по мето-
ду, описанному Zhou с соавт. [20], с некоторыми
модификациями. В основе метода – превращение
содержащегося в растениях NO в нитрит и опре-
деление концентрации последнего по реакции
Грисса. Навеску свежесрезанного растительного
материала гомогенизировали на льду в 50 мМ
ацетатном буфере (рН 3.6) с добавлением 2%-го
ацетата цинка. Гомогенат центрифугировали на
центрифуге MPW 350R (“MPW MedInstruments”,
Польша) при температуре 2–4°С при 8000 g в те-
чение 15 мин, затем к 10 мл супернатанта добавля-
ли 250 мг древесного угля. Смесь фильтровали через
бумажный фильтр, после чего смешивали 2 мл
фильтрата с 1 мл 1%-го реактива Грисса в 12%-й ук-
сусной кислоте. Через 30 мин определяли свето-
поглощение раствора на спектрофотометре СФ
46 (“ЛОМО”, Россия) при длине волны 530 нм. В
качестве стандарта использовали растворы нитрита
натрия. Содержание NO выражали в нмоль/г сырой
массы.

Активность НР (КФ 1.7.1.1) определяли in vitro
по количеству накопленного продукта реакции
нитрита [21]. Корни гомогенизировали на льду в
0.05 М K, Na-фосфатном буфере с pH 7.8, гомогенат
центрифугировали в течение 15 мин при 4000 g при
температуре 2–4°C. К супернатанту добавляли
0.1 М KNO3 и 5 мМ НАД·Н. В холостую пробу
вместо НАД·Н добавляли дистиллированную воду.
Реакцию проводили при 25°C в течение 30 мин,
после чего останавливали добавлением ледяной
уксусной кислоты. Для осаждения белков пробы
центрифугировали 10 мин при 8000 g. К суперна-
танту добавляли 1%-й реактив Грисса в 12%-й ук-
сусной кислоте. Через 30 мин измеряли оптическую
плотность раствора при 527 нм на спектрофотометре
СФ 46 (“ЛОМО”, Россия). Активность фермента
выражали в нмоль нитрита/(г сырой массы мин).

Для определения содержания H2O2 корни го-
могенизировали на льду в 5%-ной ТХУ. Пробы
центрифугировали при 8000 g в течение 10 мин
при температуре 2–4°С и в супернатанте опреде-
ляли концентрацию пероксида водорода с ис-
пользованием ферротиоцианатного метода [22].

Содержание H2O2 выражали в нмоль/г сырой
массы.

Активность внеклеточной ПО (КФ 1.11.1.7)
определяли в корнях проростков, как описано в
работе [23] с модификациями. Корни исследуе-
мых интактных проростков помещали в стакан-
чики с дистиллированной водой, pH которой до-
водили до 6.2 с помощью NaOH. Через 20 мин
проростки извлекали, корни отсекали, обсуши-
вали фильтровальной бумагой и взвешивали, а в
инкубационной среде определяли активность
фермента по реакции окисления гваякола перок-
сидом водорода [17]. Активность фермента выра-
жали в мкмоль гваякола/(г сырой массы мин).

Для определения продуктов ПОЛ, реагирую-
щих с 2-тиобарбитуровой кислотой (преимуще-
ственно МДА), корни гомогенизировали в реак-
ционной среде, содержащей 0.25%-ю 2-тиобарби-
туровую кислоту в 10%-й ТХУ, гомогенат помещали
в кипящую баню на 30 мин. Затем пробы резко
охлаждали и центрифугировали 15 мин при 10000 g.
Оптическую плотность надосадочной жидкости
определяли при 532 нм (максимум светопоглоще-
ния МДА) и 600 нм (для поправки на неспецифи-
ческое светопоглощение) [24].

Эксперименты проводили в 4-кратной биоло-
гической повторности и каждый независимо вос-
производили не менее 3 раз. На рисунках приведе-
ны средние величины и их стандартные ошибки.
Достоверность различий при P ≤ 0.05 определяли
с использованием дисперсионного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание NO и активность НР в корнях про-
ростков при действии гемина. Содержание оксида
азота в корнях контрольного варианта в течение
24 ч наблюдений существенно не изменялось
(рис. 1а). Внесение в среду инкубации пророст-
ков пшеницы гемина уже через 0.5 ч вызывало
значительное повышение в них содержания оксида
азота. Через 1 ч после начала обработки донором
CO наблюдалось максимальное увеличение коли-
чества NO в корнях проростков опытного варианта.
Повышенный уровень оксида азота в корнях сохра-
нялся и через 2 ч после начала воздействия геми-
на, однако уже через 4 ч его содержание в варианте
с донором NO не отличалось от контроля, не бы-
ло существенных различий между вариантами и
через 24 ч после начала воздействия гемина (рис. 1а).

Активность НР в корнях в контроле за 24 ч на-
блюдений существенно не изменялась (рис. 1б).
При обработке гемином ее динамика во многом
была похожей на динамику содержания NO: уве-
личение начиналось через 0.5 ч от начала экспо-
зиции, максимум наблюдался через 1 ч действия
донора CO, после чего активность НР в корнях
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проростков опытного варианта не отличалась от
контроля (рис. 1б).

Влияние модуляторов на индуцированное геми-
ном увеличение содержания NO и активности НР в
корнях проростков. В последующих эксперимен-
тах выясняли, какие ферментативные системы
причастны к вызываемому экзогенным CO уве-
личению содержания NO в корнях. Сами по себе
вольфрамат натрия и аминогуанидин достоверно не
влияли на его количество в корнях, хотя и вызывали
тенденцию к уменьшению его содержания (рис. 2а).
При действии гемина в комбинации с ингибитором
НР вольфраматом натрия влияние донора CO на со-
держание NO не проявлялось. Ингибитор НР воль-
фрамат натрия вызывал снижение активности фер-
мента в корнях и устранял вызываемый донором CO
эффект увеличения активности НР (рис. 2б). В то же
время обработка проростков ингибитором NO-син-
тазы и диаминоксидазы аминогуанидином практи-
чески не препятствовала увеличению содержания
NO, происходящему под влиянием гемина (рис. 2а).
Таким образом, данные ингибиторного анализа и
прямого определения активности НР указывают
на значительный вклад именно этого фермента в
эффект усиления генерации оксида азота клетка-
ми корней при действии донора CO.

Обработка проростков антиоксидантом ДМТМ
не влияла на содержание в них NO и не снимала
эффект увеличения содержания оксида азота при
инкубации в среде с гемином (рис. 2а). Не оказы-
вал скавенджер пероксида водорода ДМТМ влия-
ния и на активность НР в корнях проростков как
в отсутствие, так и в присутствии донора моноок-
сида углерода (рис. 2б).

Антагонисты кальция ЭГТА и неомицин досто-
верно не влияли на содержание NO и активность НР
в корнях. При этом они полностью устраняли эф-
фекты повышения количества NO и активности

НР в ответ на внесение в среду инкубации про-
ростков донора CO гемина (рис. 2).

Содержание пероксида водорода и активность
внеклеточной ПО в корнях при действии гемина и
антагонистов оксида азота. Ранее в идентичных
экспериментальных условиях было установлено,
что добавление 5 мкМ гемина в среду инкубации
корней проростков вызывало в них увеличение
содержания пероксида водорода и активности
внеклеточной ПО с максимумами через 2 и 1.5 ч
соответственно [16]. В связи с этим, именно в таких
временных точках оценивали влияние скавенджера
NO PTIO и ингибиторов ферментов синтеза оксида
азота на количество H2O2 и активность внекле-
точной ПО в корнях. Установлено, что обработка
PTIO сама по себе почти не влияла на содержание
пероксида водорода и активность фермента (рис. 3).
При этом под влиянием скавенджера оксида азо-
та полностью устранялось вызываемое обработ-
кой гемином повышение активности внеклеточ-
ной ПО и значительно нивелировалось увеличе-
ние содержания пероксида водорода в корнях.

При обработке ингибитором НР вольфрама-
том натрия содержание пероксида водорода и ак-
тивность внеклеточной ПО в корнях не изменялись
(рис. 3). В то же время этот ингибитор полностью
устранял эффекты повышения содержания H2O2 и
активности внеклеточной ПО, вызываемые дей-
ствием донора CO.

Обработка корней проростков аминогуаниди-
ном, ингибирующим NO-синтазу и диаминоксида-
зу, существенно не влияла на содержание в них пе-
роксида водорода и активность внеклеточной ПО.
При этом аминогуанидин лишь немного умень-
шал проявление эффектов повышения содержа-
ния H2O2 и активности внеклеточной ПО в корнях,
которые происходили при обработке гемином
(рис. 3).

Рис. 1. Динамика содержания оксида азота (а) и активности нитратредуктазы (б) в корнях проростков пшеницы при
действии гемина. 1 – контроль; 2 – гемин (5 мкМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, разли-
чия между которыми не достоверны при P ≤ 0.05.
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Влияние модуляторов NO-, АФК и кальциевого
гомеостаза на проявление стресс-протекторного
действия на проростки донора CO при гипертермии.
Через сутки после повреждающего прогрева со-

держание продукта ПОЛ МДА в корнях пророст-

ков в контрольном варианте увеличивалось более

чем на 40% (рис. 4а). Обработка проростков геми-

ном значительно уменьшала окислительные повре-
ждения, о чем свидетельствует лишь небольшое по-
вышение содержания МДА в корнях проростков
соответствующего варианта.

При обработке проростков скавенджером NO
PTIO интенсивность процессов ПОЛ, индуцируе-
мых тепловым стрессом, изменялась незначитель-

Рис. 2. Содержание NO (а) и активность НР (б) в корнях проростов пшеницы при обработке гемином и антагонистами
оксида азота, АФК и кальция. (а): 1 – контроль; 2 – гемин (5 мкМ); 3 – вольфрамат натрия (2 мМ); 4 – гемин (5 мкМ) +
+ вольфрамат натрия (2 мМ); 5 – аминогуанидин (1 мМ); 6 – гемин (5 мкМ) + аминогуанидин (1 мМ); 7 – ДМТМ
(0.15 мМ); 8 – гемин (5 мкМ) + ДМТМ (0.15 мМ); 9 – ЭГТА (0.5 мМ); 10 – гемин (5 мкМ) + ЭГТА (0.5 мМ); 11 – неоми-
цин (0.2 мМ); 12 – гемин (5 мкМ) + неомицин (0.2 мМ). (б): 1 – контроль; 2 – гемин (5 мкМ); 3 – вольфрамат натрия
(2 мМ); 4 – гемин (5 мкМ) + вольфрамат натрия (2 мМ); 5 – ДМТМ (0.15 мМ); 6 – гемин (5 мкМ) + ДМТМ (0.15 мМ);
7 – ЭГТА (0.5 мМ); 8 – гемин (5 мкМ) + ЭГТА (0.5 мМ); 9 – неомицин (0.2 мМ); 10 – гемин (5 мкМ) + неомицин
(0.2 мМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не достоверны при
P ≤ 0.05. Примечание. Содержание NO и активность НР в корнях определяли через 1 ч после начала обработки геми-
ном и/или через 3 ч от начала обработки другими соединениями.
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Рис. 3. Содержание пероксида водорода (а) и активность внеклеточной ПО (б) в корнях проростов пшеницы при об-
работке гемином и антагонистами оксида азота. 1 – контроль; 2 – гемин (5 мкМ); 3 – PTIO (0.1 мМ); 4 – гемин (5 мкМ) +
+ PTIO (0.1 мМ); 5 – вольфрамат натрия (2 мМ); 6 – гемин (5 мкМ) + вольфрамат натрия (2 мМ); 7 – аминогуанидин
(1 мМ); 8 – гемин (5 мкМ) + аминогуанидин (1 мМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, раз-
личия между которыми не достоверны при P ≤ 0.05. Примечание. Содержание пероксида водорода в корнях опреде-
ляли через 2 ч после начала обработки гемином и/или через 4 ч от начала обработки другими соединениями, актив-
ность внеклеточной ПО анализировали через 1.5 ч после начала действия гемина и/или через 3.5 ч после начала обра-
ботки другими соединениями.
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но. При этом PTIO полностью устранял проявление
антиоксидантного действия гемина (рис. 4а). Инги-
битор НР вольфрамат натрия сам по себе не оказы-
вал влияния на вызываемое тепловым стрессом
накопление продуктов ПОЛ в корнях проростков,
однако, как и PTIO, снимал эффект смягчения
окислительного стресса, вызываемый обработ-
кой проростков донором CO.

При обработке проростков аминогуанидином,
который ингибирует NO-синтазу и диаминокси-
дазу, содержание МДА в корнях проростков, под-
вергнутых действию гипертермии, не отличалось
от контроля. При этом данный ингибитор лишь
немного ослаблял проявление антиоксидантного
действия обработки проростков гемином (рис. 4а).

Обработка проростков скавенджером перок-
сида водорода ДМТМ несколько уменьшала про-
явление влияния гипертермии на содержание МДА,
но при этом она частично нивелировала антиок-
сидантное действие донора CO (рис. 4а).

Антагонисты кальция ЭГТА и неомицин са-
ми по себе слабо влияли на содержание МДА в
корнях проростков пшеницы после действия ги-
пертермии. В то же время ЭГТА устранял, а
неомицин заметно уменьшал проявление эф-
фекта смягчения процессов ПОЛ, вызываемого
действием гемина (рис. 4а).

Обработка проростков донором CO значитель-
но повышала их выживание после повреждающего
прогрева (рис. 4б). Различные антагонисты NO
(PTIO, вольфрамат натрия, аминогуанидин) не
оказывали достоверного влияния на теплоустойчи-
вость проростков. Однако скавенджер NO и инги-
битор НР полностью устраняли защитное действие
донора CO на проростки при гипертермии. В то же
время аминогуанидин лишь частично уменьшал по-
ложительное влияние обработки гемином на выжи-
вание проростков после повреждающего прогрева.

Антиоксидант ДМТМ существенно не влиял
на выживание проростков после теплового стресса,
но устранял положительное влияние донора CO на
их теплоустойчивость. Антагонисты кальция ЭГТА
и неомицин сами по себе также не влияли на отно-
сительную величину выживания проростков после
теплового стресса, но при этом полностью нивели-
ровали повышение теплоустойчивости проростков,
вызываемое обработкой гемином (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют о роли
оксида азота в реализации стресс-протекторного
действия экзогенного CO на проростки пшеницы
при гипертермии. На это, в частности, указывает
транзиторное повышение содержания NO в кор-

Рис. 4. Содержание МДА в корнях (а) и выживание проростков пшеницы (б) после повреждающего прогрева. 1 – кон-
троль; 2 – гемин (5 мкМ); 3 – PTIO (0.1 мМ); 4 – гемин (5 мкМ) + PTIO (0.1 мМ); 5 – вольфрамат натрия (2 мМ);
6 – гемин (5 мкМ) + вольфрамат натрия (2 мМ); 7 – аминогуанидин (1 мМ); 8 – гемин (5 мкМ) + аминогуанидин
(1 мМ); 9 – ДМТМ (0.15 мМ); 10 – гемин (5 мкМ) + ДМТМ (0.15 мМ); 11 – ЭГТА (0.5 мМ); 12 – гемин (5 мкМ) +
+ ЭГТА (0.5 мМ); 13 – неомицин (0.2 мМ); 14 – гемин (5 мкМ) + неомицин (0.2 мМ). Одинаковыми латинскими
буквами обозначены величины, различия между которыми не достоверны при P ≤ 0.05. Примечание. Содержание
МДА определяли через 24 ч, выживание проростков – через 3 сут после повреждающего прогрева.
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нях проростков пшеницы в течение первых двух
часов их инкубации на среде с донором CO геми-
ном (рис. 1а). Такие результаты согласуются с
данными Liu и соавт. [5], показавших увеличение
содержания NO в семенах пшеницы, прораста-
ние которых в условиях осмотического стресса
стимулировалось действием гематина. Также за-
регистрировано повышение содержания NO в
корнях проростков пшеницы при действии вод-
ного раствора газообразного CO, которое инду-
цировало развитие их устойчивости к солевому
стрессу [11]. Следует однако отметить, что в ука-
занных работах повышение содержания NO в
клетках зарегистрировано при продолжительном
воздействии экзогенного CO (12–24 ч). На нашей
модели показано достаточно быстрое и транзи-
торное повышение содержания NO, что харак-
терно для его сигнальных эффектов [1].

В задачи нашей работы также входило выясне-
ние возможных ферментативных путей синтеза NO
в клетках корней под влиянием донора монооксида
углерода. Как известно, NO у растений может обра-
зовываться по восстановительным или по окис-
лительным путям [2, 25]. Восстановительный путь
предполагает использование в качестве субстратов
нитрата или нитрита в реакциях, катализируемых
нитратредуктазой, связанной с плазматической
мембраной нитрит-NO-редуктазой и локализован-
ной в пероксисомах ксантиноксидоредуктазой [2].
Механизм образования оксида азота окислитель-
ным путем из L-аргинина у растений до сих пор
остается предметом дискуссии, поскольку гомо-
логи NO-синтазы животных обнаружены только
у зеленых водорослей. В настоящее время счита-
ется, что наземные растения не имеют типичной
NO-синтазы животных. Предполагают, что во
время эволюции произошла потеря этого гена
[26]. Однако не исключено, что у высших расте-
ний в пероксисомах имеются белки, отличные от
NO-синтазы, но способные генерировать NO,
используя L-аргинин в качестве субстрата. Эта
реакция, как и катализируемая NO-синтазой жи-
вотных, может происходить при наличии НАДФ∙H,
ФМН, ФАД, кальмодулина и ионов кальция [25].
В качестве основных субстратов для образования
NO в окислительном пути в последнее время рас-
сматривают не только L-аргинин, но и полиами-
ны, превращения которых катализируются ди- и
полиаминоксидазами [2, 25].

В наших экспериментах показано отсутствие
заметного влияния аминогуанидина, ингибирую-
щего как NO-синтазу, так и диаминоксидазу, на
вызываемое донором CO увеличение содержания
оксида азота в корнях проростков пшеницы (рис. 2а).
Это указывает на то, что окислительный путь
практически не вовлекается в стимулируемый
экзогенным CO синтез оксида азота в корнях
проростков. В то же время при обработке про-
ростков гемином отмечалось транзиторное по-

вышение активности НР, которое по времени

совпадало с эффектом увеличения содержания NO
(рис. 2). Следует заметить, что активность НР в

корнях в условиях наших экспериментов была
довольно низкой, что связано с инкубированием

проростков в отсутствие экзогенных нитратов.
Однако эти результаты согласуются с полученны-

ми ранее данными о наличии активности НР в

органах проростков пшеницы при их выращива-
нии в течение нескольких дней на безнитратной

среде [21]. Наши эксперименты показали, что инги-
бирование активности НР вольфраматом натрия

устраняло эффект повышения содержания оксида
азота в корнях, вызываемый донором CO (рис. 2).

Таким образом, по-видимому, НР является основ-
ным ферментом, обеспечивающим генерацию ок-

сида азота в клетках корней при действии донора

CO. Похожие результаты получены Bai с соавт.
при стимулировании растворами CO или гемина

прорастания семян Baccaurea ramiflora при низких
температурах. Под влиянием экзогенного CO по-

вышалось содержание NO в зародышах. Такой
эффект устранялся ингибитором НР вольфраматом

натрия, но не ингибитором NO-синтазы L-NAME
[7]. С другой стороны, в работе Xie с соавт. [11] по-

казано устранение ингибитором NO-синтазы
L-NAME вызываемого экзогенным CO повыше-

ния содержания NO в корнях проростков пшени-

цы, подвергнутых солевому стрессу. Не исключено,
что в зависимости от природы стрессоров и дру-

гих экспериментальных условий в ответ на дей-
ствие CO могут активироваться различные пути

синтеза NO.

Наблюдаемые в наших экспериментах эффек-
ты увеличения активности НР и содержания NO

в корнях проростков, обработанных донором CO,
оказались зависимыми от кальциевого гомеостаза.

Они подавлялись как хелатором внеклеточного

кальция ЭГТА, так и неомицином – ингибитором
образования инозитол-1,4,5-фосфата, способно-

го открывать внутриклеточные кальциевые кана-
лы (рис. 2). Эффект активации растительной НР

ионами кальция и ингибирования в присутствии
хелатора кальция в условиях in vitro показан до-

статочно давно [27]. Также обнаружено повыше-
ние активности НР в интактных растениях под

влиянием экзогенного кальция [28]. Вероятно,

регуляция активности НР монооксидом углерода
опосредована кальцием. В целом, участие каль-

ция в реализации физиологических эффектов CO
изучено очень слабо, хотя сообщается о его роли

в проявлении ростовых эффектов монооксида уг-
лерода [14]. В наших экспериментах вызываемое

обработкой гемином повышение активности ан-
тиоксидантных ферментов (супероксиддисмутазы,

каталазы, гваяколпероксидазы) в корнях пророст-
ков пшеницы не проявлялось в присутствии ЭГТА и

неомицина [17].
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Еще одним посредником в сигнальных цепях,
индуцируемых монооксидом углерода, является
пероксид водорода [16]. Возможная связь между
NO и АФК как участниками сигнальных процес-
сов, инициируемых CO, на растительных объектах
до сих пор почти не исследована. Из результатов на-
ших экспериментов следует, что в сигнальной цепи,
стимулируемой монооксидом углерода, NO нахо-
дится выше пероксида водорода. На это указыва-
ют более быстрое образование NO в корнях пше-
ницы при обработке гемином (максимальный
эффект через 1 ч) (рис. 1а) по сравнению с дина-
микой изменения содержания H2O2 (максимум

через 2 ч) [16], а также результаты ингибиторного
анализа. Так, предобработка проростков пшени-
цы скавенджером NO PTIO и ингибитором НР
вольфраматом натрия устраняла вызываемые ге-
мином эффекты увеличения в корнях проростков
активности внеклеточной ПО и содержания перок-
сида водорода (рис. 3). С другой стороны, антиокси-
дант ДМТМ не влиял на вызываемое донором CO
увеличение активности НР и содержания оксида
азота в корнях (рис. 2). Можно полагать, что сти-
мулируемое донором CO повышение содержания
NO вызывает последующую активацию внекле-
точной ПО, которая может катализировать обра-
зование АФК [29], в том числе в корнях [23]. В
литературе имеются данные о повышении ак-
тивности различных пероксидаз под влиянием
доноров NO [30]. Не исключено, что такие эф-
фекты могут быть обусловлены взаимодействием
NO с гемом, входящим в состав активных центров
этих ферментов. Естественно, что для определенных
выводов о механизмах вызываемой донором CO и
опосредованной NO активации внеклеточной
ПО необходимы специальные исследования.

Оценка влияния модуляторов сигнальных
процессов на интегральные физиологические по-
казатели, характеризующие устойчивость – ин-
тенсивность ПОЛ и выживание проростков после
повреждающего прогрева – также свидетельству-
ет о вовлечении NO, АФК и ионов кальция в реа-
лизацию стресс-протекторных эффектов донора
CO. Так, обработка PTIO устраняла как вызывае-
мое донором CO смягчение эффекта окислительно-
го стресса, так и происходящее под его влиянием по-
вышение выживания проростков (рис. 4). Таким же
образом снимала стресс-протекторные эффекты эк-
зогенного CO и обработка проростков ингибитором
НР вольфраматом натрия. В то же время аминогуа-
нидин, ингибирующий ферменты окислительного
пути образования NO, не оказывал влияния на его
содержание при действии на проростки гемина и
лишь незначительно уменьшал эффекты смягче-
ния донором CO окислительного стресса (рис. 4а)
и повышения выживания проростков после по-
вреждающего прогрева (рис. 4б).

ДМТМ, обладающая антиоксидантными свой-
ствами, сама по себе немного снижала вызываемое

прогревом накопление МДА в корнях проростков,
однако этот модулятор частично уменьшал вызыва-
емый донором CO эффект смягчения окислитель-
ного стресса и полностью устранял его положитель-
ное влияние на теплоустойчивость (рис. 4). Эти дан-
ные подтверждают сделанное ранее заключение о
роли пероксида водорода в реализации стресс-
протекторного действия экзогенного монооксида
углерода на проростки при гипертермии [16].

Антагонисты кальция (хелатор внеклеточного

Ca2+ ЭГТА и ингибитор поступления кальция в ци-
тозоль из внутриклеточных компартментов неоми-
цин), как и скавенджер пероксида водорода ДМТМ
и антагонисты NO (PTIO и вольфрамат натрия),
устраняли эффект предотвращения развития окис-
лительного стресса донором CO и полностью сни-
мали его положительное влияние на выживание
проростков после прогрева (рис. 4).

В целом устранение антагонистами NO повы-
шения содержания в корнях H2O2, вызываемого

экзогенным CO, а также более динамичное изме-
нение содержания оксида азота по сравнению с
пероксидом водорода, указывает на то, что NO в
сигнальном пути расположен выше, чем H2O2. В

свою очередь ингибирование вызываемого донором
CO накопления NO в клетках корней кальциевыми
антагонистами ЭГТА и неомицином позволяет
предполагать, что запуск сигнального пути, связан-
ного с активацией НР, увеличением содержания
NO и последующим накоплением пероксида во-
дорода, включает в себя изменение кальциевого го-
меостаза. При этом, вероятно, поступление кальция
в цитозоль из внеклеточного пространства и внут-
ренних компартментов стимулирует образование
NO и АФК. Безусловно, это предположение требует
изучения вызываемых CO изменений кальциевого
гомеостаза прямыми методами с определением его
концентрации в цитозоле в реальном времени. Тем
не менее, полученные в настоящей роботе данные
позволяют сделать достаточно однозначное заклю-
чение о вовлечении NO, образуемого под действием
НР, в формирование АФК-сигнала и реализацию
стресс-протекторного действия донора CO геми-
на на проростки пшеницы при гипертермии.

Авторы благодарны за поддержку проекту
Czech Republic Development Cooperation “Плат-
форма AgriSciences для развития науки в высших
учебных заведениях Украины”, который позволил
начать это исследование.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Yao Y., Yang Y., Li C., Huang D., Zhang J., Wang C., Li W.,
Wang N., Deng Y., Liao W. Research progress on the



420

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 4  2021

ШКЛЯРЕВСКИЙ и др.

functions of gasotransmitters in plant responses to abi-
otic stresses // Plants (Basel). 2019. V. 8 (12): 605. 
https://doi.org/10.3390/plants8120605

2. Kolupaev Yu.E., Karpets Yu.V., Beschasniy S.P., Dmi-
triev A.P. Gasotransmitters and their role in adaptive
reactions of plant cells // Cytol. Genet. 2019. V. 53.
P. 392.

3. Maslennikova D.R., Allagulova Ch.R., Fedorova K.A.,
Plotnikov A.A., Avalbaev A.M., Shakirova F.M. Cytoki-
nins contribute to realization of nitric oxide growth-
stimulating and protective effects on wheat plants //
Russ. J. Plant Physiol. 2017. V. 64. P. 665.

4. Hancock J.T. Hydrogen sulfide and environmental
stresses // Environ. Exp. Bot. 2019. V. 161. P. 50.

5. Liu Y., Xu S., Ling T., Xu L., Shen W. Heme oxygen-
ase/carbon monoxide system participates in regulating
wheat seed germination under osmotic stress involving
the nitric oxide pathway // J. Plant Physiol. 2010.
V. 167. P. 1371.

6. Verma K., Dixit S., Shekhawat G.S., Alam A. Antioxi-
dant activity of heme oxygenase 1 in Brassica juncea (L.)
Czern. (Indian mustard) under salt stress // Turk. J.
Biol. 2015. V. 39. P. 540.

7. Bai X., Chen J., Kong X., Todd C.D., Yang Y., Hu X., Li D.Z.
Carbon monoxide enhances the chilling tolerance of
recalcitrant Baccaurea ramiflora seeds via nitric oxide-
mediated glutathione homeostasis // Free Radical Biol.
Med. 2012. V. 53. P. 710.

8. Cheng T., Hu L., Wang P., Yang X., Peng Y., Lu Y., Chen J.,
Shi J. Carbon monoxide potentiates high temperature-
induced nicotine biosynthesis in Tobacco // Int. J.
Mol. Sci. 2018. V. 19: 188.

9. Li Z.-G.,Gu S.-P. Hydrogen sulfide as a signal molecule
in hematin-induced heat tolerance of tobacco cell sus-
pension // Biol. Plant. 2016. V. 60. P. 595.

10. Mukherjee S., Corpas F.J. Crosstalk among hydrogen
sulfide (H2S), nitric oxide (NO) and carbon monoxide
(CO) in root-system development and its rhizosphere
interactions: A gaseous interactome // Plant Physiol.
Biochem. 2020. V. 155. P. 800.

11. Xie Y., Ling T., Han Y., Liu K., Zheng Q., Huang L., Yu-
an X., He Z., Hu B., Fang L., Shen Z., Yang Q., Shen W.
Carbon monoxide enhances salt tolerance by nitric ox-
ide-mediated maintenance of ion homeostasis and up-
regulation of antioxidant defence in wheat seedling
roots // Plant Cell Environ. 2008. V. 31. P. 1864.

12. Song X.G., She X.P., Zhang B. Carbon monoxide-in-
duced stomatal closure in Vicia faba is dependent on ni-
tric oxide synthesis // Physiol. Plant. 2008. V. 132.
P. 514.

13. Karpets Yu.V., Kolupaev Yu.E., Yastreb T.O., Oboznyi A.I.
Induction of heat resistance in wheat seedlings by exog-
enous calcium, hydrogen peroxide, and nitric oxide do-
nor: functional interaction of signal mediators // Russ.
J. Plant Physiol. 2016. V. 63. P. 490.

14. Sa Z.S., Huang L.Q., Wu G.L., Ding J.P., Chen X.Y., Yu T.,
Ci S., Shen W.B. Carbon monoxide: a novel antioxidant
against oxidative stress in wheat seedling leaves // J. In-
tegr. Plant Biol. 2007. V. 49. P. 638.

15. She X.-P., Song X.-G. Carbon monoxide-induced sto-
matal closure involves generation of hydrogen peroxide
in Vicia faba guard cells // J. Integr. Plant Biol. 2008.
V. 50. P. 1539.

16. Kolupaev Yu.E., Shkliarevskyi M.A., Karpets Yu.V., Shv-
idenko N.V., Lugovaya A.A. ROS-Dependent Induction
of Antioxidant System and Heat Resistance of Wheat
Seedlings by Hemin // Russ. J. Plant Physiol. 2021.
V. 68. P. 322.

17. Shkliarevskyi M.A., Karpets Yu.V., Kolupaev Yu.E., Lu-
govaya A.A., Dmitriev A.P. Calcium-dependent changes
in cellular redox homeostasis and heat resistance of
wheat plantlets under the influence of hemin (carbon
monoxide donor) // Cytol. Genet. 2020. V. 54. P. 522.

18. Glyan’ko A.K., Mitanova N.B., Stepanov A.V. Influence
of environmental factors on the generation of nitric ox-
ide in the roots of etiolated pea seedlings // Appl. Bio-
chem. Microbiol. 2012. V. 48. P. 95.

19. Karpets Yu.V., Kolupaev Yu.E., Vayner A.A. Functional
interaction between nitric oxide and hydrogen peroxide
during formation of wheat seedling induced heat resis-
tance // Russ. J. Plant Physiol. 2015. V. 62. P. 65.

20. Zhou B., Guo Z., Xing J., Huang B. Nitric oxide is involved
in abscisic acid-induced antioxidant activities in Sty-
losanthes guianensis // J. Exp. Bot. 2005. V. 56. P. 3223.

21. Galeeva E.I., Trifonova T.V., Ponomareva A.A., Viktoro-
va L.V., Minibayeva F.V. Nitrate reductase from Triti-
cum aestivum leaves: Regulation of activity and possi-
ble role in production of nitric oxide // Biochemistry
(Moscow) 2012. V. 77. P. 404.

22. Sagisaka S. The occurrence of peroxide in a perennial
plant, Populus gelrica // Plant Physiol. 1976. V. 57. P. 308.

23. Minibayeva E.V., Gordon L.K., Kolesnikov O.P., Chasov A.V.
Role of extracellular peroxidase in the superoxide pro-
duction by wheat root cells // Protoplasma. 2001.
V. 217. P. 125.

24. Fazlieva E.R., Kiseleva I.S., Zhuikova T.V. Antioxidant
activity in the leaves of Melilotus albus and Trifolium
medium from man-made disturbed habitats in the Mid-
dle Urals under the influence of copper // Russ. J. Plant
Physiol. 2012. V. 59. P. 333.

25. Gupta K.J., Hancock J.T., Petrivalsky M., Kolbert Z.,
Lindermayr C., Durner J., Barroso J.B., Palma J.M.,
Brouquisse R., Wendehenne D., Corpas F.J., Loake G.J.
Recommendations on terminology and experimental best
practice associated with plant nitric oxide research // New
Phytol. 2020. V. 225. P. 1828.

26. Jeandroz S., Wipf D., Stuehr D.J., Lamattina L., Melko-
nian M., Tian Z., Zhu Y., Carpenter E.J., Wong G.K.,
Wendehenne D. Occurrence, structure, and evolution of
nitric oxide synthase-like proteins in the plant kingdom //
Sci. Signal. 2016. V. 9: re2. 
https://doi.org/10.1126/scisignal.aad 4403

27. Sane P.V., Kumar N., Baijal M., Singh K.K., Kochhar V.K.
Activation of nitrate reductase by calcium and calmod-
ulin // Phytochem. 1987. V. 26. P. 1289.

28. Gao H., Jia Y., Guo S., Lv G., Wang T., Juan L. Exoge-
nous calcium affects nitrogen metabolism in root-zone
hypoxia-stressed muskmelon roots and enhances
short-term hypoxia tolerance // J. Plant Physiol. 2011.
V. 168. P. 1217.

29. Kreslavski V.D., Los D.A., Allakhverdiev S.I.,
Kuznetsov Vl.V. Signaling role of reactive oxygen spe-
cies in plants under stress // Russ. J. Plant Physiol.
2012. V. 59. P. 141.

30. Mamaeva A.S., Fomenkov A.A., Nosov A.V., Moshkov I.E.,
Mur L.A.J., Hall M.A, Novikova G.V. Regulatory role of
nitric oxide in plants // Russ. J. Plant Physiol. 2015.
V. 62. P. 427.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /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 false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /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 false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /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 false
  /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 <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


