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УДК 577.151.64
Вальве ЯАСКА

ИЗОФЕРМЕНТЫ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ
В ПРОРОСТКАХ ФАСОЛИЕВЫХ

Фермент супероксиддисмутаза (СОД, КФ 1.15.1.1-супероксид: супер-
окоидоредуктаза) катализирует реакцию дисмутации супероксидных
радикалов:

Ог -фОг +2Н4 ’"НгОг-фОг.
Супероксидные радикалы образуются в процессах жизнедеятель-

ности организмов во многих окислительно-восстановительных реакциях
(Äsada и др., 1973; Henry и др., 1976) и имеют потенциально высокую
реакционную активность (см. обзор Malmström и др., 1975). По рас-
пространенному сейчас мнению, суперокоидные радикалы оказывают
на организмы в основном повреждающее или даже летальное действие
(обзоры Fridovich, 1974, 1975; Турков, 1976; Мишин, Ляхович, 1976;
Brown, Fridovich, 1980; Rabinowitch и др., 1982 и др.). Здесь очевидна
уникальная роль СОД для аэробов (и для некоторых микротолерант-
ных анаэробов) при защите их от токсичного действия радикалов Ог~.
Поэтому можно полагать, что СОД («или близкий к ней белок) должна
была образоваться как непременный ингредиент ферментной системы
аэробных организмов уже на ранних этапах их эволюционного разви-
тия. СОД обнаруживается как в однодольных, так и в двудольных выс-
ших растениях (Giannopolitis, Ries, 1977; Jackson и др., 1978; Копо и
др., 1979; Jaaska, Jaaska, 1982). Между тем, каталитические свойства
и состав изоферментов СОД в растениях пока изучены слабо.

В данной работе методом электрофореза и электрофокусирования
в полиакриламидном (ПАА) геле изучался состав изоферментов СОД
и некоторые их свойства в фасоли видов Phaseolus vulgaris L., Ph.
coccineus L., Ph. mango L. и в вигне Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp.
cylindrica (L.) van Eseltine. Виды эти появились на различных геогра-
фически отдаленных территориях: первые два в Южной и Централь-
ной Америке, а V. unguiculata s. 1. и Ph. mungo возделываются в Индии
и в тропической Африке (Evans, 1979). По внешней форме растений и
бобов, размерам и окраске семян эти виды имеют как сходные, так и
отличительные черты. Намечено проследить, каким образом отражает
их сходство и различие спектр изоферментов СОД.

Материал и методика

Изучали виды следующих фасолиевых; 1) Phaseolus vulgaris L.
обыкновенную культурную фасоль, образец К-12169, полученный из
Всесоюзного института расте?lиеводства нм. Н. И. Вавилова (ВИР);
2) Ph. coccineus фасоль многоцветковую, образец из торговой сети,
BR-196; 3) Ph. mungo L., syn. Phaseolus radiatus Roxb., syn. Vigna
mungo (L.) Hepper индийскую фасоль (май, урд), образец К-13314,
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полученный из ВИРа; 4) Vigna unguiculata (L.) Walp. ssp. cylind-
rica (L.) van Eseltine, syn. Vigna catjang (Burm. f.) Walp. коровий
горох, образец BR-42/82, полученный из Ботанического сада г, Ахена
(ФРГ).

Скарифицированные семена проращивали сначала в течение
2—3 дней в чашках Коха на смоченной дистиллированной водой фильт-
ровальной бумаге. Наклюнувшиеся семена высаживали в ящики с тор-
фяной крошкой, где они росли от 5 до 10 дней. Растения освещались в
течение 12 ч в сутки тремя лампами дневного света.

Кусочки листьев или других органов молодого растения растирали
в небольших тигельках с 0,2 мл холодного буфера гомогенизации.
Последний состоял либо из 0,1 М трмс-гидроксиметил-аминометана и
0,024 М НСI, либо включал 0,05 М трас- и 0,01 М ЭДТА. В буфер гомо-
генизации вводились в ходе опыта некоторые испытуемые добавки
цистеин (5 мМ конечной концентрации), диэтилдитиокарбамат натрия
(ДИЭКА, 10 мМ) и другие компоненты. Волокна и клеточные стенки
отделяли механически или путем центрифугирования, а к оставшемуся
экстракту добавляли на каждый образец по 30—50 мг смеси Сефадекса
G—2oo с сахарозой (1:4). Полученный вискозный экстракт сразу же
наслаивали на ПАА-гель под катодный буфер. Гелевые пластинки
(60X45X3 мм) готовили непосредственно перед электрофорезом или
электрофокусированием путем фотополимеризации свежеприготовлен-
ной полимерйзационной смеси в кюветах из органического стекла между
лампами дневного света в течение 1 —1,5 ч.

Электрофорез и электрофокуоирование в ПАА-гелях проводили по
методике, описанной нами ранее (Яаска, Яаска, 1977). Градиент зна-
чений pH при изоэлектрическом фокусировании создавался 2%-ным
амфолином (ЛКБ-Продуктер, Швеция) с диапазоном pH 4—6. Изо-
электрические точки р/-изоферментов определяли рН*-метром после
разрезания гелей и экстракции дистиллированной водой кусочков, соот-
ветствующих расположению изоферментов.

После завершения электрофореза или электрофокусирования гели
окрашивали на активность СОД, тетразолий-оксидазы или перокспдазы.
СОД выявляли, используя фотохимический метод Ч. Бошампа и
И. Фридовича (Beauchamp, Fridovich, 1971) с некоторыми изменениями
(Jaaska, Jaaska, 1982). Гели инкубировали при 25—30° С в темноте
в 25 мл 0,1. М трис- НСI буфера, в который входили- рибофлавин
(0,04 мМ), нитротетразолиевый синий (НТС, 0,1 мМ) и N, N, N', N'-
тетраметилэтилендиамин (ТЭМЭД, 0,08%). Через 25—30 мин реакци-
онную смесь сливали, гели споласкивали дистиллированной водой и
освещали лампами дневного света под водой или тиомочевиной.(2 мМ).
В местах локализации изоферментов СОД появляются светлые полосы
на темно-синем фоне. Тиомочевина в некоторой степени препятствует
со временем потускнению зон. Тетразолий-оксидазу выявляли анало-
гично СОД, добавляя в реакционную смесь вместо рибофлавина 0,5 мл
феназинметосульфата (2,5 мг/мл) или азур-эозина (2 мг/мл). Анодные
формы перокспдазы обнаруживали, используя раствор дигидрохлорида
о-дианизидина (0,5 мМ) и пирокатехина (1 мМ) в Na-ацетатном буфере
(0,2 М, pH 4,8) с последующим добавлением перекиси водорода (Яаска,
1975). •

Полученные гели с гистохимически выявленными фракциями, как
и их фотографии, впоследствии названы электрофореграммами или
энзимограммами в случае электрофореза и р/-энзимограммами при
изоэлектрофокусированип.
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Результаты

Электрофоретический спектр СОД, тканевая специфичность. По рис. 1
видно, что в тканях корня, эпикотиля и листа десятидневных пророст-
ков всех четырех изученных видов выявляются три основных изофер-
мента СОД, обозначенных нами СОД-А, СОД-Б и СОД-В в порядке
уменьшения их электрофоретической подвижности. У Ph. coccineus
между СОД-Б и СОД-В обнаруживается еще одна дополнительная
зона СОД-Д. Интенсивность ахроматических зон изоферментов
СОД-Б и СОД-В мало зависит от типа ткани. Изофермент СОД-А
имеет наибольшую интенсивность па электрофореграмме листа, тогда
как на электрофореграммах эпикотиля и корня интенсивность этого изо-
фермента намного ниже. Других различий в составе изоферментов СОД
различных тканей не обнаруживалось. В последующем для изучения
свойств изоферментов СОД мы использовали преимущественно экст-
ракт из ткани листа, в котором все изоферменты СОД проявляют
наисильнейшую активность. Кроме названных, на электрофореграммах
близ места старта выявляются слабые зоны, которые, однако, в даль-
нейшем рассматриваться не будут. Изофермент СОД-А иногда выявля-
ется в виде дублета полос, где к основному изоферменту добавляется
вторая слабая полоса с несколько большей подвижностью. Возможно,
что эта дополнительная зона обусловлена посттрансляционной моди-
фикацией основного изофермента, так как ее интенсивность увеличива-
ется с возрастом проростка.
Сравнение изучаемых видов. Сравнивая между собой электрофоре-
граммы СОД листьевых экстрактов изучаемых видов (рис. 1, 10—13),
можно отметить большое сходство спектров изоферментов Ph. vulgaris
и Ph. coccineus. Ph. mungo имеет изофермент СОД-В, сходный по лока-
лизации на геле с верхним изоферментом Ph. vulgaris. Близки по под-
вижности и средние изоферменты СОД-Б обоих видов. Ph. mungo
отличается от Ph. vulgaris значительно меньшей подвижностью СОД-А.

Vigna unguiculata ssp. cylindrica выделяется среди других видов
наименьшей подвижностью зоны СОД-В. Два других изофермента
СОД-Б и СОД-А у V. unguiculata ssp. cylindrica сходны по электро-
форетической подвижности с соответствующими изоферментами Ph.
vulgaris. Таким образом, Ph. vulgaris, Ph. mungo и V. unguiculata ssp.
cylindrica электрофоретически сходны по локализации на гелях изо-
фермента СОД-Б и отличаются друг от друга подвижностью изофер-
ментов СОД-А и СОД-В.
Действие комплексообразователя меди. Известно (Fridovich, 1975;
Äsada, Kanematsu, 1978), что в организмах встречаются три различных
типа СОД: Cu-Zn-СОД, Fe-СОД и, наконец, Mn-СОД. Для установле-
ния Cu-Zn-СОД на электрофореграммах экстракты листьев готовили
с применением 10 мМ ДИЭКА (купраля) сильного комплексообра-
зователя ионов меди (Jaaska, Jaaska, 1982). Как видно по рис. 1, 14— 17,
ДИЭКА оказывает сильное подавляющее действие на СОД-Б и СОД-А
всех видов. Таким образом, эти изоферменты СОД представляют собой
Cu-Zn-белки. В случае неполного подавления изоферментов СОД-А в
результате недостаточно продолжительного выдерживания экстрактов
с ДИЭКА (менее 30 мин) ахроматические полосы СОД-А ослаблены и
сдвинуты ближе к аноду, что говорит о модификационном изменении
фермента. ДИЭКА не оказывал никакого влияния на изофермент
СОД-В всех видов. Активность этого изофермента не зависит от нали-
чия меди, и его простетическая группа включает, по-видимому, Мп,
как это характерно для СОД митохондрий эукариотов. Нечувствитель-
ным к ДИЭКА оказался также изофермент СОД-Д у вида Ph. coc-
cineus.



Рис 1 Электрофореграммы СОД Vigna unguiculata (I—3, 13,17); Phaseolus mango
[4—6, 12. 16); Ph. vulgaris (7—9. 10, 14); Ph. coccineus (U, 15); корень_(/, 4,7);

эпикотиль (2, 5,8); лист (3, 6,9); экстракт, с 10 мМ ДИЭКА ( 14—1/).

Рис. 2. р! электрофореграммы СОД листа Phaseolus vulgaris (1, 5, 9— 14); Ph. coc-
cineus (2, 6); Ph. mango ( 3, 7); Vigna unguiculata (4, 8). Добавки в буфер гомогени-
зации: контроль без добавок (I—4, 9); 10 мМ ДИЭКА (5—8); 10 мМ 2-меркаптоэтил-
амии 10; 5мМ n-хлормеркурибензоат И; 5мМ нитропруссид натрия 12; 5мМ

цистеин 13; 5 мМ дитиотрейтол 14.



Рис. 3. Электрофореграммы СОД с рибофлавином (/—3, 7 — 9, 13— 15) или феназин-
метосульфатом [16 — 18)\ электрофореграммы пероксидазы [4 — 6, 10— 12). Ph. vulgaris
[l, 4,7, 10, 13, 16)- Ph. mango [2, 5,8, 11, 15, 18)-, Vigna unguiculata [3, 6, 9, 12Д

Ph. coccineus [l4, 17). Добавки в буфер гомогенизации; 10 мМ ДИЭКА (7— 12).

Рис. 4. Устойчивость изоферментов СОД листьев Phaseolus vulgaris [1 —5); Ph. mango
[6 — 10, 16—20) ; Vigna unguiculata [11 — 15) к кислотности среды гомогенизации
[1 — 10) и к нагреванию [11— 20). Значения pH: 1, 6 3,8; 2, 7 4,2; 3, 8 4,8;
4,9 5,2; 5, 10 5,8. Продолжительность нагревания при 70° С: 11, 16 10; 12, 17

20; 13, 18 30; 14, 19 45; 15, 20 60 мин.
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Электрофокусирование. Разделение ферментов электрофорезом не
всегда позволяет вскрыть небольшие различия в подвижности отдель-
ных изоферментов (Jaaska, Jaaska, 1982). Поэтому параллельно элект-
рофорезу проведено изоэлектрическое фокусирование экстрактов изу-
чаемых видов. На рис. 2, I—4,1 —4, представлены р/-энзимограммы листь-
евой ткани изучаемых видов фасолиевых при использовании амфолина
pH 4—6. Как и при электрофорезе, р/-спектр СОД листьев фасолиевых
состоит из трех основных изоферментов (СОД-А, СОД-Б и СОД-В),
расположенных на энзимограмме в порядке увеличения их изоэлектри-
ческих точек. На pi-энзимограмме Ph. coccineus, как и при электро-
форезе, обнаруживается и четвертый изофермент СОД-Д.

Ph. coccineus и Ph. vulgaris имеют одинаковые значения р! трех
основных изоферментов: приблизительно 4,6, 5,1 и 5,6 для СОД-А,
СОД-Б и СОД-В соответственно. У Ph. mungo СОД-В и СОД-Б имеют
весьма близкие к предыдущим значения pi, однако СОД-А характе-
ризуется четким сдвигом р! до значения 4,7. Вигна отличается мало-
подвижной СОД-В с pi около 6,1, тогда как СОД-А и СОД-Б этого вида
по pi сходны с изоферментами фасоли. Итак, изоферменты изучаемых
видов наиболее сходны по значениям pi СОД-Б и обнаруживают раз-
личия в изоэлектрических точках СОД-А и СОД-В.
Действие составных среды гомогенизации. По /;/-энзимограммам s—B5—8
на рис. 2 видно, что ДИЭКА в растворе гомогенизации сильно подав-
ляет выявленные электрофокусированием изоферменты СОД-А и
СОД-Б, так же как это отмечалось и при электрофорезе. Не поддается
ингибирующему действию ДИЭКА изофермент СОД-В, а также СОД-Д
изученного образца Ph. coccineus.

Сульфгидрильные реагенты и восстановители: 2-меркаптоэтиламнн
(10 мМ), нитропруссид натрия (5 мМ) и цистеин (5 мМ), введенные
в среду гомогенизации, не оказали влияния на р/-эизимограмму СОД
молодых проростков Ph. vulgaris и Ph. mungo (рис. 2). н-Хлормерку-
рибензоат (5 мМ) вызывал небольшое искривление зоны СОД-Б, а све-
жеприготовленный дитиотрейтол (5 мМ) несколько подавлял СОД-Б
и СОД-В. Качественных изменений в р/-спектре СОД под воздействием
испытанных сульфгидрильных реагентов не отмечалось.
СОД, пероксидаза и тетразолий-оксидаза, В литературе есть высказы-
вания о том, что некоторые из зон СОД могут быть вызваны перокси-
дазпой активностью (Giannopolitis, Ries, 1977). Из приведенных на
рис. 3 параллельно выполненных энзимограмм СОД и пероксидазы сле-
дует, что локализации отдельных изоферментов СОД и пероксидазы
фасолиевых на геле действительно сходны. Однако подвижность обоих
ферментов не всегда совпадает у изучаемых видов. Кроме того, как
отмечалось выше и как видно по рис. 3, 7— 12, ДИЭКА в среде гомоге-
низации инактивирует два основных изофермента СОД, однако совер-
шенно не действует на изофермеиты пероксидазы. Этого и можно ожи-
дать, учитывая что пероксидаза является Ре-белком.

Тетразолий-оксидазу проявляли в реакционной смеси для СОД, где
рибофлавин замещали феназинметосульфатом. На рис. 3 видно, что у
Ph. vulgaris, Ph. coccineus и Ph. mungo сходны электрофореграммы
тетразолий-оксидазы и СОД, за исключением того, что у двух первых
видов появляется добавочная ДИЭКА-резистентная зона СОД-Е, спе-
цифичная для феназинметосульфата. С азур-эозином появления доба-
вочной зоны в составе спектра тетразолий-оксидазы не наблюдалось.
Зависимость активности от pH среды гомогенизации. Чтобы установить,
как влияет кислотность среды гомогенизации на активность изофермен-
тов СОД, белковые экстракты листьев готовили на ацетатном буфере
(0,1 М) при интервале значений pH 3,4 —5,8.
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На рис. 4, I—К),1
— К), приведены спектры СОД листьев Ph. vulgaris и

Ph. mango. V. unguiculata ssp. cylindrica имел pH-зависимость изофер-
ментов СОД, аналогичную той же зависимости у Ph. vulgaris. Наибо-
лее чувствительными к кислым значениям pH у Ph. vulgaris оказались
СОД-Б и СОД-В, теряющие активность при pH 3,4—4,8. Активность их
немного подавлена при pH 5,2, а далее (pH 5,8) значительно восста-
навливается. Зона СОД-А несколько менее чувствительна к низким
значениям pH среды гомогенизации и небольшая активность у нее
наблюдается уже при pH 4,2. Интенсивность (активность) зон увели-
чивается по мере увеличения значений pH среды. У Ph. mungo СОД-В
оказался по чувствительности к pH среды почти таким же, как и
СОД-В у Ph. vulgaris. Между этими двумя видами выявились разли-
чия в кислоточувствительности изоферментов СОД-Б и СОД-А. В отли-
чие от аналогичных изоферментов у Ph. vulgaris , СОД-Б и СОД-А у
Ph. mungo частично сохраняют активность при pH 3,4—4,2. Интенсив-
ность этих изоферментов повышается по мере повышения испытанных
значений pH. Таким образом, Ph. vulgaris и Ph. mungo различаются по
кислоточувствительности соответствующих изоферментов СОД-Б и
СОД-А.

‘

Инактивация нагреванием. Для выяснения чувствительности изофер-
ментов СОД к повышенным температурам из листьев V. unguiculata и
Ph. mungo готовили гомогенат в 0,05 М трис-0,01 М ЭДТА буфере с
добавлением гидрохлорида цистеина (5 мМ). Гомогенат центрифуги-
ровали в течение 3 мин при 11 ООО g, экстракт отделяли и нагревали в
термостате при 70°. После 10, 20, 30, 45, 60 и 75 мин нагревания отби-
рали по 0,2 мл экстракта, быстро охлаждали на льду и подвергали
электрофорезу. Как видно по рис. 4, наиболее чувствителен к повышен-
ной температуре изофермент СОД-Б, тогда как два других СОД-А
и СОД-В менее чувствительны к нагреванию. Инактивация СОД-Б
наблюдается в экстракте вигны после 20 мин нагревания при 70°, а в
экстракте Ph. mungo после 30—45 мин. У вигны V. unguiculata после
60 мин нагревания подавляется и активность СОД-А, тогда как актив-
ность СОД-В полностью сохраняется.

Обсуждение результатов

В проростках Ph. vulgaris, Ph. mungo, V. unguiculata ssp. cylindrica
выявляются три основных изофермента СОД, обозначенных нами в
порядке уменьшения электрофоретической подвижности и увеличения
изоэлектрических точек СОД-А, СОД-Б и СОД-В. Другие авторы, изу-
чающие изоферменты СОД бобовых, отмечали также три изофермента

в листьях гороха (Del Rio и др., 1978), в листьях обыкновенных
бобов (Копо и др., 1979). Нами выявлены также и два новых изофер-
мента СОД (СОД-Д и СОД-Е), не описанных ранее.

Поскольку изоферменты СОД-А и СОД-Б сильно подавляются
комплексообразователем меди ДИЭКА, их можно отнести к Cu-Zn-
изоферментам. Учитывая данные Дж. Фостера и Д. Эдвардса (Foster,
Edwards, 1980) о локализации изоферментов СОД в ортанеллах листьев
гороха, можно предположить, что СОД-А представляет собой изофер-
мент хлоропластов, а СОД-Б растворимый цитоплазматический
белок. В пользу этого говорят и наши данные о том, что полоса изофер-
мента СОД-А наиболее интенсивна на энзимограммах зеленых листьев
и значительно слабее на энзимотраммах корня, тогда как полоса СОД-Б
одинаково интенсивна в зеленых и этиолированных тканях. СОД-В,
нечувствительный к ДИЭКА, является, видимо, Мп-.изоферментом, кото-
рый локализуется в митохондриях (Weisinger, Fridovich, 1973).



47

Изоферменты фасоли качественно не модифицировались под дей-
ствием сульфгидрильных реагентов в среде гомогенизации, за исклю-
чением искривления зоны СОД-Б под действием п-хлормеркурибенз оа т а
при фокусировании. В этом отношении СОД-Б фасолиевых отличается
от СОД-Б ячменя и пшеницы, у которых были выявлены (Jaaska,
Jaaska, 1982) зависящие от присутствия сульфгидрильных реагентов
модификационные изоформы.

Некоторые авторы (Giannopolitis, Ries, 1977; Foster, Edwards, 1980)
рассматривают иные ахроматические зоны на энзимограммах СОД как
артефакты, обусловленные пероксидазой, т. е. ставят вопрос об иден-
тичности СОД и пероксидазы. Но учитывая наши данные о различной
чувствительности активности пероксидазы и СОД к ДИЭКА, а такще
отсутствие закономерности в совпадении локализации на геле перокси-
даз и супероксиддисмутаз у различных видов фасолиевых, можно за-
ключить, что ахроматические зоны на электрофореграммах обуслов-
лены изоферментами СОД, а не пероксидазой.

Из полученных нами результатов следует, что все изоферменты
СОД обнаруживаются и на электрофореграммах тетразолий-оксидазы,
при гистохимическом выявлении которой вместо рибофлавина исполь-
зовали феназинметосульфат или азур-эозин. Ч. Бошамп и И. Фридович
(Beauchamp, Fridovich, 1971) показали экспериментально, что тетра-
зол ий-оксидаза, названная первоначально индофенолоксидазой (Bre-
wer, 1967), на самом деле является СОД, что подтверждается и нашими
данными. В литературе встречается мнение (Cleveland, Davis, 1974) о
том, что слабой активностью СОД обладает и галактозооксидаза из
гриба Polypõrus circunatus.

Помимо общих с СОД ахроматических полос на электрофореграм-
мах тетразолий-оксидазы Ph. vulgaris, Ph . coccineus и V. unguiculata
ssp. cylindrica обнаруживается еще одна дополнительная полоса изо-
фермента СОД-Е, сущность которого остается пока не раскрытой.
Можно полагать, что у этих видов имеется и специфическая оксидаза
феназинметосульфата, выявляемая как тетразол,ий-оксидаза по спо-
собности ингибировать фотокаталитическое восстановление феназин-
метосульфата, но не рибофлавина и азур-эозина.

Совокупность данных об электрофоретической подвижности, термо-
и кислотост абильпоста, ингибируемости ДИЭКА и межвидовой измен-
чивости дает возможность заключить, что все пять описанных изофер-
ментов СОД фасолиевых контролируются независимыми генами.

Изоферментный состав СОД изучаемых нами фасолиевых, различа-
ющихся по внешней морфологии, характеризуется значительной ста-
бильностью: почти одинаковой подвижностью изофермента СОД-Б у
всех фасолиевых, сходным расположением на электрофореграммах
СОД-В у Ph. vulgaris, Ph. coccineus и Ph. mango, а также СОД-А у
Ph. vulgaris и V. unguiculata. Это указывает на значительную эволю-
ционную консервативность изоферментов СОД, что ранее отмечалось
нами (Jaaska, Jaaska, 1982) и относительно СОД ячменевых.

Заключение

Электрофорезом и изоэлектрофокусированием в полиакриламидном
геле показано, что в проростках Ph. vulgaris, Ph. mungo, Vigna ungui-
culata ssp. cylindrica выявляются три основных изофермента СОД,
обозначенные в порядке уменьшения подвижности и увеличения изо-
электрических точек СОД-А, СОД-Б и СОД-В. У изучаемого образца
Ph. coccineus обнаруживается еще один изофермент СОД-Д. СОД-А
и СОД-Б подавляются диэтилдитиокарбаматом (ДИЭКА) и представ-
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Ляют собой Cu-Zn-йзоферменты хлоропластов и цитоплазмы соответст-
венно. Изоферменты СОД-В и СОД-Д не ингибируются ДИЭКА. Когда
в смеси гистохимического окрашивания вместо рибофлавина использо-
вали феназинметосульфат, в спектре Ph. vulgaris, Ph. coccineus и
V. unguiculata была обнаружена, кроме описанных изоферментов СОД,
еще одна ахроматическая полоса изофермента СОД-Е, специфиче-
ская для феназинметосульфата.

К кислой среде гомогенизации наиболее чувствительны СОД-В и
СОД-Б. Активности СОД-Б и СОД-А у Ph. mango более стабильны к
низким pH, чем у Ph. vulgaris. Наиболее термолабильиым изофермен-
том является СОД-Б, а наиболее термостабильным СОД-В.

• Три изофермента СОД у изученных видов фасолиевых различаются
по кислото- и теплоустойчивости, внутриклеточной локализации и
электрофоретической изменчивости. Таким образом, это генетически
независимые изоферменты.
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Vilve JAASKA
SUPEROKSÜÜDI DISMUTAASi ISOENSÜÜMID OALISTEL

Oaliste Phaseolus vulgaris L., Ph. coccineus L., Ph. mungo L. ja Vigna unguiculata (L.)
Walp. idandites eristati elektroforeesi ja elektrofokuseerimise teel polüakrüülamiidgeelis
kolm põhilist superoksüüdi dismutaasi (SOD) isoensüümi SOD-A, SOD-B ja SOD-C
(tähistatud elektroforeetilise liikuvuse vähenemise suunas). Lilloa Ph. coccineus uuritud
sordil, avastati veel neljas isoensüüm SOD-D..

Isoensüümid SOD-A ja SOD-B inaktiveeruvad, kui ekstraheerimispuhvrisse lisada
dietüülditiokarbamaati (DIEKA). Oma olemuselt on nad tsütoplasmale (SOD-B) ja
kloroplastidele (SOD-A) iseloomulikud Cu-Zn-isoensüümid. SOD-C ja SOD-D on
DIEKA-resistentsed. Kui SOD histokeemilisel värvimisel riboflaviin asendada fenasiin-
metosulfaadiga, ilmub geelis peale kirjeldatud isoensüümide veel üks DIEKA-resistentne
isoensüüm SOD-E. SOD-isoensüümide tundlikkus homogeniseerimiskeskkonna happe-
lisuse ja kõrge temperatuuri suhtes on erinev.

Töös esitatud andmed oaliste SOD-isoensüümide biokeemiliste omaduste ja elektro-
foreetilise liikuvuse muutlikkuse kohta lubavad oletada, et kirjeldatud isoensüümid on
geneetiliselt iseseisvad.

Vilve JAASKA
ISOENZYMES OF SUPEROXIDE DISMUTASE IN BEANS

Three major isoenzymes of superoxide dismutase, labelled SOD-A, SOD-B and SOD-C
in the order of their decreasing electrophoretic mobility, could be distinguished in the
seedlings of beans Phaseolus vulgaris L., Ph. coccineus L., Ph. mungo L. and Vigna
unguiculata (L.) Walp. A fourth isoenzyme SOD-D was found in the cultivar of the
scarlet bean, Ph. coccineus studied.

SOD-A and SOD-B were inactivated in the presence of diethyldithiocarbamate
(DIECA) in the homogenization buffer, as characteristic of chloroplastic (SOD-A) and
cytoplasmic (SOD-B) Cu-Zn-isoenzymes. SOD-C and SOD-D are DIECA-resistant isoen-
zymes as characteristic of Mn- or Fe-SOD. An additional DIECA-resistant isoenzyme
labelled SOD-E appeared in the gels stained in the histochemical reaction mixture with
riboflavin replaced for phenazin methosulphate. The SOD isoenzymes differed
significantly from each other in respect to their sensitivity to low pH and high
temperature.

The data on the biochemical properties and on the variation of electrophoretic
mobility among the bean species suggest that the SOD isoenzymes described are of
independent genetic nature.


	Eesti NSV Teaduste Akadeemia toimetised
	SISUKORD
	SEASONAL CHANGES IN THE OVARIES OF COMMON BREAM Abramis brama L. IN LAKE VÕRTSJÄRV
	Fig. 1. Seasonal dynamics in the GSI of female breams.
	Fig. 2. The annual reproductive cycle of bream ovaries in L. Võrtsjärv: 1 11, 2 111, 3 IV, 4 V, 5 VI—II stages of maturity.
	Fig. 3. Seasonal changes in the relative content of lipids and glycogen in the bream oocytes.
	Plate I. Scales for visual estimation of the relative content of glycogen (1) and lipids (II) in oocytes; I – PAS reaction, X 280; II Sudan black В, X7O.
	Plate 11. a ovary of the female maturing for the first time; one can see oocytes in the period of cytoplasmic growth (June); toluidin-blue; X7O. b oocytes of older generations (f) at the beginning of vacuolization (late July); haematoxylin-eosin; X7O. c oocytes at the beginning of the IV stage of maturity (November); haematoxylin-eosin; X7O. d nucleus (/) in the animal pole of an oocyte near the micropyle (j) (early May); haematoxylin-eosin; X2BO.
	Untitled

	ЕСТЕСТВЕННАЯ ЭЛИМИНАЦИЯ НОРМАЛЬНЫХ И НЕ ПОЛНОСТЬЮ ПИГМЕНТИРОВАННЫХ ЯИЦ ПОЛЯРНОЙ КРАЧКИ
	Рис. 1. Успешность вылупления и значение разных форм элиминации яиц полярной крачки на островках Кыбая в 1981 г. Цифры над столбцами обозначают количество яиц.
	Рис. 2. Увеличение веса птенцов полярной крачки в первые дни жизни. Кружками обозначены птенцы, вылупившиеся из нормальных яиц, крестиками птенцы, вылупившиеся из НПЯ.
	Рис. 3. Рост длины черепа птенца полярной крачки в первые дни жизни. Условные обозначения см. на рис. 2.
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled

	ХОЛОДОСТОЙКОСТЬ И ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ СРЕДЫ НА СОДЕРЖАНИЕ ГЛИЦЕРИНА В ДИАПАУЗИРУЮЩИХ КУКОЛКАХ APATELE AURIC ОМ A SCHIFF.
	Рис. Сезонные изменения содержания глицерина (А) и точки переохлаждения {Б) диапаузирующих куколок Apatele auricoma Schiff. Цифры в скобках обозначают число изученных особей.
	Untitled

	ПОЛЕВАЯ ОЦЕНКА СИНТЕТИЧЕСКИХ ФЕРОМОНОВ
	Untitled
	Untitled
	POPULATION STUDIES OF THE CEREAL CYST NEMATODE {Heterodera avenue WOLLENWEBER)
	Untitled
	Fig. 2. Population increase of Heterodera avenae in four successive years after continuous cultivation of cereals; 1 egg number/kg of soil after sowing {Pi), 2 egg number/kg of soil before harvesting, 3 fluctuations in the number of eggs per four seasons, Eq observed equilibrium density. Fig. 1. The multiplication rate of Heterodera avenae in four successive years: 1 in 1978, 2 in 1979, 3 in 1980, 4 in 1981. Pi and Pj eggs/kg of soil after sowing and before harvesting, respectively, Eq logistic equilibrium density.
	Fig. 3. Estimation of population fluctuations of Heterodera avenae after cultivation of cereals; 1 data in 1978, 2 in 1979, 3 in 1980, 4 in 1981. Pi eggs/kg of soil after sowing, Pj/Pi reproduction rate of nematodes.
	Fig. 4. Relationships between population density of Heterodera avenae and the yield (barley ’Otra’): 1 weight of grain/m2, 2 mean length of plants/rn2, 3 number of grains/m2.
	Untitled
	Untitled


	СТРУКТУРА ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ МОДЕЛЕЙ РОСТА ДЕРЕВЬЕВ
	Untitled

	ИЗОФЕРМЕНТЫ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ В ПРОРОСТКАХ ФАСОЛИЕВЫХ
	Рис 1 Электрофореграммы СОД Vigna unguiculata (I—3, 13,17); Phaseolus mango [4—6, 12. 16); Ph. vulgaris (7—9. 10, 14); Ph. coccineus (U, 15); корень_(/, 4,7); эпикотиль (2, 5,8); лист (3, 6,9); экстракт, с 10 мМ ДИЭКА (14—1/).
	Рис. 2. р! электрофореграммы СОД листа Phaseolus vulgaris (1, 5, 9—14); Ph. coccineus (2, 6); Ph. mango (3, 7); Vigna unguiculata (4, 8). Добавки в буфер гомогенизации: контроль без добавок (I—4, 9); 10 мМ ДИЭКА (5—8); 10 мМ 2-меркаптоэтиламии 10; 5мМ n-хлормеркурибензоат И; 5мМ нитропруссид натрия 12; 5мМ цистеин 13; 5 мМ дитиотрейтол 14.
	Рис. 3. Электрофореграммы СОД с рибофлавином (/—3, 7—9, 13—15) или феназинметосульфатом [16—18)\ электрофореграммы пероксидазы [4—6, 10—12). Ph. vulgaris [l, 4,7, 10, 13, 16)- Ph. mango [2, 5,8, 11, 15, 18)-, Vigna unguiculata [3, 6,9, 12Д Ph. coccineus [l4, 17). Добавки в буфер гомогенизации; 10 мМ ДИЭКА (7—12).
	Рис. 4. Устойчивость изоферментов СОД листьев Phaseolus vulgaris [1—5); Ph. mango [6—10, 16—20); Vigna unguiculata [11—15) к кислотности среды гомогенизации [1—10) и к нагреванию [11—20). Значения pH: 1, 6 3,8; 2, 7 4,2; 3, 8 4,8; 4,9 5,2; 5, 10 5,8. Продолжительность нагревания при 70° С: 11, 16 10; 12, 17 20; 13, 18 30; 14, 19 45; 15, 20 60 мин.
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