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МНОЖИННІ МОЛЕКУЛЯРНІ ФОРМИ 
ПЕРОКСИДАЗИ ТА СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗИ  
В ПРОЦЕСІ ДЕДИФЕРЕНЦІАЦІЇ КЛІТИН 
ЗА КАЛУСОГЕНЕЗУ У КАРТОПЛІ

Наведена динаміка спектрів множинних молекулярних форм пероксидази і 
супероксидцисмутази за калусоутворення у деяких сортів картоплі. З’ясовані 
закономірності змін електрофоретичних спектрів досліджуваних ферментів 
за дедиференціації клітин. Ці закономірності полягають у перебудові скла­
ду множинних молекулярних форм ферментів і зміні субстратної спе­
цифічності деяких форм пероксидази.
Ключові слова: калусоутворення, пероксидаза, супероксиддисмутаза, 
експресія, картопля.

Вивчення механізмів функціонування генетичного апарату клітини за процесів 
розвитку являє собою одну із важливих і пріоритетних проблем біологічної на­
уки. Н а жаль, генетико-біохімічні процеси, які лежать в основі дедиференціювання 
і морфогенезу, на сьогодні досліджені недостатньо. Відомо, що основним рушієм 
онтогенетичних змін є диференційна активність генів [7,8]. За літературними да­
ними, перехід від диференційованих тканин до калусних супроводжується змінами 
складу білків взагалі і багатьох ферментів зокрема [2, 5]. Важливу функцію серед 
них виконують пероксидаза (ПО) і супероксиддисмутаза (СОД), що беруть ак­
тивну участь в окислювально-відновних процесах, лігніфікації оболонок та інших 
реакціях у клітинах рослин [1,9]. Сумісно з СОД і каталазою  пероксидази входять 
до складу антиоксидантної системи, яка забезпечує захист клітин від супероксид- 
них радикалів кисню і грає важливу роль у збереженні клітинних мембран [9, 10].

Метою даної роботи було поглиблення уявлень про роль названих ген-ензим- 
них систем у процесах дедиференціювання клітин. Вивчали зміни спектрів мно­
жинних молекулярних форм (М М Ф ) ПО і СОД за процесів калусогенезу in vitro у 
рослин різних сортів картоплі.

Матеріал і методи

Використовували асептичні рослини дев’яти сортів картоплі, які вирощували 
in vitro. Частини стебел без міжвузлів нарізали довжиною 2— 3 мм і розміщували 
на живильне середовище МС з доданням гідролізату казеїну (500 мг/л), аденін- 
сульфату (20 мг/л) і гормонів (І варіант: 2 мг/л 2,4-дихлорфенілоцтової кислоти і
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1 мг/л кінетину; II варіант: 10 мг/л 2,4-дихлорфенілоцтової кислоти і 1 мг/л 
кінетину). Актиноміцин Д при необхідності вносили у середовище до кінцевої 
концентрації 50 мг/л.

Екстракцію ферментів із тканин здійснювали буфером у співвідношенні 1:2 
(тканина:буфер) такого складу: 0,05 М Трис-НСІ (pH 6,8), 0,1% дитіотреітол, 0,1% 
аскорбінова кислота, 15% цукроза. Проби утримували на холоді не менше 2 го­
дин, потім центрифугували. Н адосадкова рідина містила легкорозчинні форми 
ферменту. Осад екстрагували двічі тим самим буфером з доданням тритону Х-100 
(до 1%). Такий екстракт містив мембранозв’язані форми ферменту.

Електрофорез провадили по Девісу [12] за варіантом неперервної системи у 
10% поліакріламідному гелі. Після закінчення електрофорезу провадили зафарб- 
лення пероксидаз за допомогою бензидину, а також бензидину з додатковими 
реагентами [11]. СОД виявляли за методом [4].

Результати електрофоретичного розподілу ферментів обробляли за допомо­
гою спеціальної комп’ютерної програми [6].

Результати дослідження та їх аналіз

Кожний із досліджуваних сортів має індивідуальний склад ізоферментів на елек- 
трофореграмах. У всіх сортів калуси починали утворюватися в кінці першого тиж­
ня культивування. Отримані калусні тканини також виявляли сортові відмінності 
щодо кількості, рухливості та активності М М Ф  ПО та СОД. Типові зміни спектрів 
ферментів за калусоутворення представлені на рис. 1. Форми ферментів, зміни 
яких достовірно співпадають з певними морфологічними особливостями (утво­
рення калусних структур) та тривалістю культивування, наведені в таблицях 1 і 2.

Я к свідчать ці дані, калу­
соутворення супроводжуєть­
ся перебудовою спектрів ПО 
і СОД: посиленням чи по­
слабленням зафарблення де­
яких старих форм фермен­
тів, появою нових чи зник­
ненням окремих М МФ. В ці-

Рис. 1. Динаміка спектрів ПО і 
СОД за калусоутворення у дея­
ких сортів картоплі (розчинна 
фракція): А, Б — сорт Світ­
лячок; В, Г — сорт Дойна; 
А, В — спектр ПО; Б, Г — 
спектр СОД; 0 — контроль, рос­
лина; 2, 7, 14, ЗО — тривалість 
культивування на середовищі 
за калусоутворення (діб)

0 2 7 14 ЗО 0 2 7 14 ЗО 0 2 7 14 ЗО 0 2 7 14 ЗО
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лому при висаджуванні експлантів на калусоутворуюче середовище кількість смуг 
обох ферментів зменшується. Незважаючи на сортові особливості спектрів ензимів 
у калусах виявляються певні закономірності, які властиві всім досліджуваним сор­
там. Щодо пероксидаз, то, по-перше, з’являється або значно посилюється мало­
рухлива форма з R f 0.12—0.13. Те ж саме можна сказати відносно декількох се- 
редньорухливих форм з R f 0.24— 0.34. По-друге, має місце ослаблення або зник­
нення однієї-трьох швидкорухливих смуг з R f 0.42—0.50. Щ о стосується СОД, то 
в зоні малорухливих смуг (R f 0.02—0.15) і в зоні швидкорухливих смуг (R f 0.33— 
0.46) всі наявні форми зникають. Водночас в області середньорухливих форм з 
Rf 0.20—0.23 з’являються одна—дві нових смуги.

Більш детально досліджували ПО в процесі калусоутворення у сорту Світлячок. 
Порівняння спектрів водорозчинних форм з мембранозв’язаними формами ПО 
(дані не наведені) показало, що калусоутворення супроводжується перерозподілом 
деяких М М Ф між цими фракціями. Збільшення інтенсивності забарвлення роз­
чинних форм ПО з R f 0.12—0.13, 0.29—0.30, 0.33—0.34 співпадає з ослабленням 
забарвлення мембранозв’язаних фракцій. М ожна припустити , що за калусоутво­
рення спостерігається перехід деяких М М Ф  ПО з мембранних структур клітин у 
цитозоль. Однак можливо, що цей перехід відбувається під час центрифугування. 
І в тому, і другому випадку можна говорити про зміни мембрано-ферментних 
взаємовідносин за калусогенезу. Інші ізоформи ПО (R f 0.20—0.21 і 0.42) за калу­
соутворення слабо виявляються серед водорозчинних форм, зате інтенсивно за­
барвлюються серед мембранозв’язаних. Частина М М Ф виявляє послаблене за- 
фарблення в обох фракціях (R f 0.17—0.18, 0.24— 0.25, 0.44, 0.47, 0.50) або, навпа­
ки, більш інтенсивне забарвлення (Rf 0.37,0.39,0.40), тобто ніякого перерозподілу 
цих форм ферменту не відбувається. Таким чином, дедиференціювання клітин су­
проводжується істотними змінами спектрів М М Ф  ПО, деякі з яких можуть слугу­
вати маркерами названого процесу.

Ауксини грають головну роль у калусогенезі [12]. В зв’язку з цим досліджували 
вплив 2,4-Д на склад спектрів М М Ф  ПО за культивування на калусоутворуючих 
середовищах з різною концентрацією цього гормону. Зменшення забарвлення 
форм з R f 0.17—0.18, 0.44, 0.47, 0.50, яке властиве сорту Світлячок за процесу 
калусоутворення, можна пояснити впливом 2,4-Д, тому що, як з ’ясувалося, 
підвищення концентрації гормону до 10 мг/л негативно впливає на експресію смуг 
ПО. Перш за все підвищена кількість ауксину в середовищі зменшує забарвлення 
форм ПО з R f 0.28 і 0.40 (табл. 3).

Експерименти з використанням інгибітора транскрипції актиноміцину Д по­
казали (табл. 4), що властива калусам інтенсифікація забарвлення смуг ПО з се­
редньою рухливістю (R f 0.3—0.4) в умовах дії актиноміцину Д не спостерігаєть­
ся. Таким чином, блокування транскрипції за допомогою актиноміцину запобі­
гає інтенсифікації вияву цих форм ферменту за калусоутворення.

Використання різних засобів зафарблення електрофореграм, коли аналізували 
одні і ті ж зразки, дає можливість зробити певні висновки щодо субстратної 
специфічності окремих М М Ф  ПО [11].

З’ясувалося (рис. 2), що окремі множинні форми ПО характеризуються неодна­
ковою спорідненістю до деяких субстратів. Так, середньо- (Rf 0.30—0.38) і швидко- 
рухливі (R f 0.47—0.50) форми мають підвищену спорідненість до ауксину (Ю К).
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Рис. 2. Спектри ММФ пероксидази в 
процесі калусоутворення за різних спо­
собів зафарблення електрофореграм 
(сорт Світлячок, розчинна фракція): 
А — зафарблення бензидином, Б — за­
фарблення бензидином з доданням фе­
рулової кислоти, В — зафарблення бен­
зидином з доданням ЮК; 0 — контроль, 
рослина; 2, 7, 14, ЗО — тривалість куль­
тивування на середовищі за калусо­
утворення (діб)

До того ж ці швидкі форми, як і деякі малорухливі (R f 0.17—0.18,0.20—0.21,0.24—  
0.25) виявляють підвищену специфічність щодо ферулової кислоти.

Таким чином, незважаючи на генетичну різноманітність сортів, в процесі ка­
лусоутворення спостерігаються деякі спільні закономірності щодо перебудови 
складу М М Ф досліджуваних ферментів. По-перше, кількість форм ПО і СОД в 
калусних тканинах значно зменшується. По-друге, посилюється зафарблення, як 
правило, середньорухливих форм ферментів і з’являється нова малорухлива фор­
ма ПО з R f 0,12— 0,13. Крім того, змінюється відношення окремих форм перокси­
дази до окремих субстратів. Все це забезпечують системи регуляції генетичного і 
епігенетичного рівней, які обумовлюють диференційну експресію генів. Окремі 
ізоформи ПО можуть слугувати маркерами дедиференціювання клітин картоплі.
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МНОЖЕСТВЕННЫЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ФОРМЫ ПЕРОКСИДАЗЫ 
И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ В ПРОЦЕССЕ ДЕДИФФЕРЕНЦИАЦИИ 
КЛЕТОК ПРИ КАЛЛУСОГЕНЕЗЕ У КАРТОФЕЛЯ

Резюме
Изучали динамику спектров множественных молекулярных форм пероксидазы и супер- 

оксиддисмутазы при каллусообразовании у некоторых сортов картофеля. Установлены 
общие закономерности изменений электрофоретических спектров изученных ферментов, 
выражающиеся в перестройке состава ММФ и в изменении субстратной специфичности 
некоторых форм пероксидазы.

Ключевые слова: каллусообразование, пероксидаза, супероксиддисмутаза, экспрессия, 
картофель.
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MULTIPLE MOLECULAR FORMS OF PEROXYDASE AND SUPEROXIDE 
DISMUTASE IN POTATO CELLS DEDIFFERENTIATION DURING CALLUS 
FORMATION

Summary
The dynamics of multiple molecular forms of peroxidase and superoxide dismutase at callus 

formation in some potato varieties was studied. Some common features of electroforethic spectra 
of the studied enzymes have been determined. These features are expressed by reconstruction of 
multiple molecular form composition and changes of substrate specificity of some peroxidase 
forms.

Key words: callus formation, peroxidase, superoxide dismutase, expression, potato.


