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ОВДЛЯ ХАРАКТЕРНИЙ?* РАБОТЫ

Актуадьвооть дроблені. Oxnue at рем ьш х  путай улучимая **- 

чвотва бедка і верне кукуруза явлдетоя аоподьвовака* а пракгвчао- 

вой оелекцвв мутацкй, вднявдвх и  веоь байковый комплекс семяа. 

Особенно ажрохое распространена» а втом отвошвнм арадедлехвг 

оповтаявмм мутациям типа opaque - 2 (ей), вивагу - 2 ( *«■ 2 ) ,  

*etzy ( w x ) . Мутантные формы кукуруза харавтеразуютоя повышешиш 

оодерхааяем легкораотворишх белков, которые а значительной маре 

определяют качество зерна. Доотвханвя а нвучеши бвохамячеокого 

деіотвня гена <£ показала, что улучшение иштатехьаой цеядоотв бед ­

ка обусловлено аа только ходхчеотваваші перераспределением белко­

вых фракций, во а глубока» вамевенаяма в метаболизме балков а 

амавокксдот. Это вире кается а изменении физик о-хв,шчеокжх свойств 

в структуры отдельных белков, знзимных спектров в активное та ряда 

ферментов (Школевхо, 1978; Іадхавоа, 1878; Плотников, 1985. Вании- 

ченко, 1990). Бовьшшотво исследований посвящено взучеиа® вапаояых 

белков в мутантных растениях. Сведения о легкораотворвшх иротеи- 

иах аыоокодизииово! мутантной кукурузы малочисленны. До кастоящаго 

времена отсутствуют четкие представления о отепеии качественной 

азмеачквоотв легкорастворимых белков а отдельных ее компонентов, 

связанных о азотным обменом, которые играют значительную роль в 

регуляции веществ а верив при еовреваниа а реализация наследствен­

ной информации (Кретовнч, 1972). В овязи о атиы изучение физико­

химических свойств в отруктурных особенностей легкорботворимнх 

белков а входящих а ах состав ключевых ферментов азотного метабо­

лизма у мутантных форм в працеоое оозрзвания зерновка является ак­

туальным, приобретает вахаое теоретическое и практическое значение.

Цель и задачи исследования. Целью настоящей работы <*ыо срав­

нительное исследование оостава, физико-химических свойств и отрук­

турных особенностей легкораотворишх белков и ферментов переамини- 

рования зерна различных генотипов кукурузы. Иоходя из целей работа 

были поставлены оледующив экспериментальные задачи:

1. Исследовать физико-химические свойства, аминокислотный сос­

тав и структурные особенности легкораотворишх белков исходных и • 

мутантных форы кукурузы:

2 . Изучить актизнооть аминоїранофераз в процеоое онтогенеза а 

выявить корреляционные овязи меяду биохимическим?, показателями.

3 . Исследовать полиморфизм аопартатаминотраноферазы у различ­

ных генотипов кукурузы.



4. Виявлять иопартатамивотранофервву as зерна иоходноі я му­

тантной кукурузы в яяучжть эе Ананко-пшичеокие оаойотва.

5 . Разработать тест ш  выявление мутантных форм кукурузы по 

уровню активности ферментов персаминирования.

Заумная новизна в практическая аеаяроть работа.. Исследованы 

в сравнительном аспекте особенности состава і і изако-химических 

свойств легхореотяорвмых белков кукурузы различных генотипов. Впер­

вые установлено, что у мутантов опейк-2 синтезируются водораатворя- 

мне белки,, отличающиеся от таковых в обычное кукурузе по физико-хж- 

иячеокяы свойствам, компонентному в пептидному составу. Выявлена 

повышенная активность ферментов переа минирования в альбуминах му­

тантных форм кужурувы. Показана возможность использования активное 

тж аминотранофераз в качестве экспреоо-метода обнаружения эвдоспер 

мовых мутаций. Предложен метод оценки качества зерна по фермента­

тивной ахтивнооти вегетативных оргавов. Выявлен» ранее неизвестные 

73МЄНЄЯИЛ полиморфизма аопартатамянотранофвравы я высоколизиновых 

мутантах. Пзд$чезн новые данные об активнооти я ваоферментяом ооо- 

таве энзимов переаминарсвашш гетерогиаотных по гену опейк-2 мутен 

тов кукурузы.

Впервые проведено выделение в сравнительное изучение физико­

химических свойств изоформ аопартатамияотраноферазы зерна обычных 

и мутантных генотипов и выявлены причины изменения активности фер­

мента в выооколизиновом аналоге. 0

Найдено, что повышенная активное» ферментов переаминирования 

оопряжена о изменениями синтеза зеияа в мутантном ендосперме. Полу 

ченные данные вносят определенный вклад я изучение механизме дей­

ствия мутаций типа опейк-2, расширяют теоретические ооновы оелекпі' 

кукурузы на качество зерне.

Апробация работы. Материалы диссертация были долояенц^на 3-й, 

4-й и 5-й конференциях молодых ученых и специалистов по проблемам 

кукурузы (Днепропетровск, 1981, 1985, 1987 г г .) , П Всесоюзном сове 

шании по проблемам кукурузы (Днепропетровск, 1984 г .) ,  У Всесоюз­

ном оъезде генетиков и оелекционеров (Москва, 1987 г .) ,  УП Всесоюз 

ном съезде ботанического общества (Киев, 1987 г . ) .  Всесоюзной кон­

ференции "Применение низкоэнергетических факторов в биологии и 

сельском хозяйстве" (Киров, 1989 г .) ,  Всесоюзной конференции "Ди- 

агностика-89" (Куйбышев, 1989 г .) ,  Всесоюзном совещании "Методы ия 

тенсификации селекционного процесса" (Одесса, 1990 г .) ,  Научко-тех 

нической конференции "Проблемы азотистого Метаболизма" (Волгоград, 

Т99С г. ) , Ж  Всесоюзном симпозиуме Молекулярные механизмы гецетй-
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ческих процессов" (Москве, 1990 гО), П оъезде Всесоюзного оОдеот- 

ва физиологов реотений (Минск, 1990 г . ) ,  выездное сеоонх ВАСХНИЛ 

(Дяе^опетровск, 1989 г .) ,  а также итоговых научных конференциях 

Днепропетровского гооуниверовтета (1985-1992 „ т .).

Публикация работы. По теме двооергещш опубликовано 15 печат­

ных работ, получено I авторское свидетельство.

Структура а объем работа, Диооертация ооотоит из введения, 

обзора литературы, описания материалов в методов исследований, из­

ложения результатов и их обсуждения, заключения, выводов, списка 

цитированное литературы и приложения. Основной текот изложен а а /^ і  

отре видах машинописного текста и иллюстрирован риоунками ш &с> 

таблицами. Спиоок использованной литературы состоит г г Л £ /  источ­

ников, в том чиоле Y /2  зарубежных авторов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ̂

Объектом исследования были семена различной степени зрелости 

и вегетативные органы внбреднкх линий А204, w 64А,» 155, wf 9 я ях 

мутантных опеЙк-2 аналогов. Генотипическую зависимость активности 

в полиморфизма ферментов переаминирования изучали яа семенах му­

тантов Зи 2 и wx . Растение выращивали в уоловилх полевого опыта 

на Днепропетровской опытной станови ВНИИ кукурузы. Зерно и веге­

тативные органы, отобранные В различные етапи созревания„ фиксиро­

вали жидким азотом, лиофильво высушивали я измельчали не мельнице

•  Laboratory Kill 3100" ( Ь КВ, Швеция).

Альбумины и глобулины выделяли из обезжиренвой муки по методу 

Осборна в модификации Іандри, Муро (19*70) в Кдаменкб (1972), Экс­

тракцию протеодитичеоких ферментов проводили водными Й оолевыми 

растворами в течение 30 мин при +4°С при постоядвом' перевешива­

нии (Вовчук, 1978).

- Концентрацию белка определяли по методу Лсург и спектрофото- 

метрически по поглощению при 2ьС в 280 вМ. Активность аспартатами- 

нотраноферазы (Аш ) ч ^адч^отраноферазы  (АДдТ) оценивали Ко­

лориметрическим с 25,4-, дааитрофенилгидразином ( Langei , 1975} и 

опектрофотометрнчеоким ( Jinkine , 1959) методом. Удельную актив­

ность выражали в мкмоль пирувата на I мг белка.

. ь Активность протеолитичеоких ферментов о использованием суб­

стратов (казеин, азоказеин, гемоглобин) определяли по ( Xunitz ( 

1946) в модификации Вовчука (1976). Уделыда^дюишнввть раоачитыва- 

ли в мкаталах на I иг-белка.



Препарат аопартвташмотраноферазн выделяла путем акотрвкцм 

измельченных оемян 0 ,1  М трш>- всі буфером pH 8 ,0 , оодеркаввы

0 ,002  Ы ЭДТА, в ооотаоаешш 1 :5  (по веоу) при + 4°С в течение 2 чао. 

Экатракт подвергали фракционирована» сульфатом аммонал. Осажденные 

прв 40-00і насыпеаня (жец )<ро4 белка диализовадн в разделял* 

гель-фильтрацие* яа колонка о сефадвкоом о 200 (2,бх£0 oil), урав­

новешенное 0 ,05 М трио- ЯС1 pH 8 ,0 . Фракшм о выоокоЖ ферментатив­

ной актввноотыо подвергала вонвообманяоЯ хроматографы яв ДЗАЭ- 

трвс-акриле (4,0X26 ом) а линейном градиента концентрация oil 0 ,05  

до 0 ,3  М в*С1 а 0,05 II трио- всі буфере (pH 8 ,0 ) .  |

Для разделения множественных форм аспартатаыилотрачоферааиг ис­

пользовали препаративное авовлектрофокуояроааяяе яа колонке І8101 

( t  КВ, Швеция) объемом П О  мл вдввпазояе pH 3,5-10 в градйенте 

плотяооти оахароа* (5-40Л) во методу Регетти (1986). Для рваделе- 

ния легкорастворишх белков использовали хроматографическое обору* 

дааакяа низкого и высокого давления фірми LK6 (Швеция).

Содержащее иарйдоке&м^-б фоофата определяла со?®11 вг6011 (1954). 

Для определения зн -групп провадили реакцию о 5 ,5  дитиобис-2-нвт- 

роОеяаойной кислотой по методу Зллмаяа (1959).

Аминокислотны! акала* проводили на автоматических анализато­

рах аминокислот ААА-80І (ЧССР) а В lot г опік WJ-500I (ФЕТ)

после гидролиза б *ов в 6 И всі при Ю5°С в течение 24 часов.

Электрофоретический анализ белков проводили в 8,2)£-ноы поли­

акриламидном геле, в трио-глмциновом буфере pH 8 ,3  по методу 

Davie (1964). Оценку гомогенноотв белков и их молекулярной массы 

осуществляли о помощью електрофорезе в присутствии додецилсульфвта 

натрия в 15 и 12,5і полиакриламидном геле по методике Laenmii 

(1970) в присутствии и отсутствии 2-меркаптоэтпнсла на приборе 

ЕЭС 2001 (ЬКВ , Швеция). Компонентны^состав альбуминов в дапартат- 

еминотраноферазы исследовали методом изозлектрофокуоирования на го­

товых пластинах (12x16 см) на приборе Мультифор (LK B , Швеция) в 

соответствии с рекомендациями фирмы в диапазоне pH 3,5-9,5. Иэофер- 

ментннй анализ аспартатаминотраноферазы проводили в 7,5? полиакрил­

амидном геле на приборе Трувеллера (1975) о гистохимическим окраши­

ванием прочным с!'ним "ЕЕ" при 37°С (Корочкия, 1977). Окрашенные и 

отмытые гели денситометрировали с помощью сканера для анализа ге­

лей, установленного яа спектрофотометре Спекорд-ЩО (ГДР). ИК-спек­

тры получали на приборах Спекорд 75 ий и Спекорд М-80 в облаоти 

1100-4000 см"1 .

УФ-опоктры легноростворимых белков - исследовали на спектрофото--
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метре Спеяорд М-40 (ГДР) и Ди -7 (США), спектры флуореоцешдои - вя 

опектрофлуорпмвтре MPF-4 (Япония). Спектри кругового дихроизма (КД> 

измеряли на приборе ДХР-2 (ССС?). Оптическую плотность КД раоочиты 

вали на поглощение І^-ного раствора в І ом.кявете. Пептидные карты 

триптических гидролизатов альбуминов получали двухмерной тонкослоі, 

ной хроматографией на пластинах " Luoefol * (ЧССР). Окрашивание 

пластин ооущеотвлялв раотвором ниягидрина (Девени, Х976).

Статистическую обработк- экспериментальных данных проводили 

н ЭВМ СМ-4.

■Характеристика суммарных легкорастворимых белков обычных и 

мутантных йорм кукурузы. Введение гена опейя-2 в генотип кукурузы 

вызывает повышенное содержание легкорастворимых белков, сбаланси­

рованных по аминокислотному составу. Наряду с количеств„иными из­

менениями в составе водорастворимбй фракции выооколизиновой куку­

рузы наблвдается ряд качественных отличий. Предде всего это касает­

ся компонентного соотава. Методрм градиентного электрофореза в при­

сутствии додецилсульфата натрия установлено, что количество компо­

нентов у мутантов по сравнению о иоходной кукурузой снижается по 

линии А 2С4 с 31 до 28; wr 9 о 2 9 .до 2 5 ; .w 155 с ЗО до 28, а у 

линии w 64А - повшпается о 30 до 32. У легкораотворишх белков 

зрелого зерна ві.юколизиновой кукурузы всех изучаемых линий наблю­

дается noBLjeHne содержания полипептидов о 10000-13000, 23300, 

33000, 56000 и 76500 Да (рис. I ) .

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЇДЕНИЬ

Рио. I .  Градиентный 
SDS электрофорез 

альбуыино-глооулнно- 
вой фракции зрелого 
зерна с линой и му­
тантной форм кукурузы:

1 - отан;;:ртные белки 
- питохром С, альбумин 
яичный, каталаза;
2 - А 204 +/+,;
3 - А 204 02/02;
4 - wf 9 + /+ ;
5 - «Г 9 02 /02;
6 - W 155 + /+;
7 w 155 02/02:
8 - ч» 64A +/+ •
9 - w Ш  o2/a2
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И •учеши9 гвтврогввйоот» задорвотяоршаа белхов по дням совре- 

яанил позволило у ота нові», тго жечвотвекіше явмвяеииі присутству­

ет уже на раннях стадиях раааапл вврловки мутантних раотеня». 

Махсвмальное содержаяие бахжа > іонах ж моокая гетерогеинооть 

приходятся яа 22-29-1 день поем ош ааая я совпадают о периодом 

интенсивного синтеза вапасанх белков.

Чекоторыа раалгчял > структуре ажьбушшов выявлены методом 

пептидного картирования. Пра анализе пептидных карт триптических 

гидроливатов обнаружено, что альбумин» яноохолазияово* кукфуаы 1 

отличалась количеством, полоаанвем і интевсавяостыо ряда пептидных 

фрагментов, что особенно выражено для пептидов средней подвижяоотв 

(рве, 2 ).

Рио. 2 . Пептидные карты альбуминов исходной и мутантной кукурузы:
I - А204 +/■*■: 2 - А204 o2/cg

Результаты исследований спектров КД-альбумвяов различ>>9х гено­

типов кукурузы указали на различия их пространственной структуры. 

Так, у водорастворимых белков мутантных растений наблюдали незначи­

тельный сдвиг (I-З нм) основного максимума (208-220 нм) в длинно­

волновую область и изменения положения и интенсивности дополнитель­

ного максимума, выраженного в виде плеча, что может быть вызвано 

модификацией параметров вторичной отруктуры и степени ассоциации 

с веществами небелковой природа.

Качественные и количественные изменения в альбуминах высоколи- 

зиновоЯ кукурузы подтверждены данными, полученными при гель-фильт- 

ратгии на сефадексе о -100 и Ьбрашеняо-фазовой хроматографии. Про­

фита эдйпйв гедь-фильтрацви .альбуминов обычной и опейи-2 кукурузы
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в основном оходны, но яаОлюдаюто" различия в содержании в молеку­

лярных маооах белков в области М» І0000-І3000 в 76G00-77000, что 

ооглаоуется о денными их компонентного состава, В адъбушшвх куку­

рузы” опейн-2 обнаружено увеличение оодераояия оуперлизиновых фрак* 

пий, что, по-видимому, имеет важное значение в улучшении качества 

зерна.

Применение высокоэффективной жидкостной хроматографии, обла­

давшей высокой разрешающей способностью, позволило идентифициро­

вать в ооставе обычной кукурузы 12, а у выооколизиновой 17 белко­

вых компонентов (рис. 3 ) .

% 8 0

О 10 20 30 40 50 60 ,ш ш . 10 20 30 40 50 60 ,ш ш . 

Рио. 3 . Разделение альбуминов ВЭХХ воходной и мутантной кукурузы 
“ см; неподвижная фаза Лихрооорб кр-18

тоной киолоте, 
мин. I - + /+ ,

линии А 204. Колонка 20 ____
(5 мкм), злюент ацетонитрил в 0 ,1?  1,  ,  „  
градам;^ от 15 до 90% ацетонитрила в течение

Спектрально-флуоресцентные исследования белков альбушшо~гло­

бу липового комплекса также свидетельствовали о некоторых изменени­

ях физико-химичеоких свойотв белков мутантных генотипов. В ИК-спек- 

трах исследуемых альбуминов наблвдаемые полосы поглощения амид I 

(1652-1660 см~*) и амид П (1535-1544 см"*) хорошо разрешены для 

протеинов обычных и мутантных аналогов. Положение максимумов изме­

няется в зависимости от приро*д белкового препарата, что может быть 

связано как с различным количественным соотношением тироэиноадх и 

триптофановых остатков, так и с уяшрением макоимума поглощения в ре­

зультате воздействия на хромофорные оно теш  ароцессов взаимодейот- 

вия белковой макромолекулы с небелковыми вещеотвами. Флуоресцентные 

характеристики водорастворимкх белков," определяемые триптофановам 

флуорофором, подтвердили указанные выше закономерности.

Ранее установлено, что в альбуминах кукурузы опейк-2 вдвое но- 

вышено содержание аспарагиновой кислота и понижено содержание фенил­
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аланина, . лиоаила, валяна. Повышенное содержание аспарагиновой 

кислоты определило интерес к изучению ферментов, участвующих в ез 

синтезе - амииотраноф-разам.

Ак.ивиооть Ферментов переацияироваиия протеина в зерне кукущ- 

зц ра' иачпых .енотвпов. Исоледоь ш я  активности амлнотрансфераз в 

алМумгчах исходной и высок зіз?новой форм кукурузы позволило зая­

вить некоторые закономерности, характерные для эндосг-'рмовцх мута­

ций типа о2. Нами установлено, что в зрелом зерне высоколизиноаой 

кукуруза активность аспартатаминотраноферазн повышена в 1,4-2 ра­

за, а ала,.лнаминотраноферазы в 2,0-~,5 раза пс сравк нап с ой той 

фор jfl (та<5л. I ) .

Табліща I

Удельная актввнооть фе; <ентов іівреаминиаования з зерне „сходной 
и мутантно? кукурузы (нмоль пирувата/мг белка мин ) *

ГеЕОїИП
кукурузы

Год реарод$..дии

1983 1984 1985 1986 1987

Асгартатам^чотраясферазг

А '204 + А 12,45 9,13 10,41 9,33 ■ 15,86

А 204 02/(2 24,95 16,28 7,80 22,22 * 25,18

W 155 + /+ 9,20 10,32 8.13 ‘ 6,06 V, 18

* 156 02/cU 19,33 19,90 14,23 10,44 II 87

Г£ 9 +/+ 10,12 10,42 12,11 17,33 11,70

9 02/02 16,12 . 17,40 19,73 26,44 21. Ы

w 64 + А 14,86 * 16,30 12.35 5,33 14,30

w 64 02/сй 27,44 28,29 20,26 9,77 23,65

Аланинаминотранофераза

А "04 + /+ 20,43 18,34 19,31 21,09 26,28

А 204 о2/сй 55,36 42,54 52,52 81,48 68,18

W 155 + /+ 9,36 11,43 10,32 6,06 12,20

- 155 02/cfi 28,17 37,71 36,12 22,40 56,12

Wf 9 +/+ 9.18 7,41 9,48 8,33 10,90

« '  9 <£ 'сВ 27,17 23,78 29 ,3 Ь 24,71 42,60

*  Ь4 +/+ 12 ,'18 12,77 8 ,12 4,22 10,82

w 64 02/02 37,04 39,60 28,41 14,22 27,24

*  Значения доверительных интервалов для каждого статистического 
ряда не превышало 5% от средних.
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Введете В генотип кунурузг ГЄЯОВ Su2 И Vx teKffi приводило 

к повышению активнооти ферментов переамняитэоваяия. Ввличинн 'дель­

ной активнооти ААТ и АЛТ в опейк-2 генотипе сравнимы о активности 

ми соответствующих *ермеято: для каждой изучаемой ЛИНИЯ, ОСмерЖВ- 

ШЄ0 гены Зи И Wx.

Р геторовиготпнх по гену опейк-2 формах кукур: и не обнаруже­

но значительного повышения активнооти аопартат- г вланинамияотраяо 

фераз, как это отмечнлс ь в гомозиготном мутантном генотипе.

Найденные различия по уровне активности ферментов переаминиро- 

вания, г'явленные в зрелом верне, оохранялись н протяжениг воего 

периода созревания зерновки.

Нами установлено, что между показателями активнооти ферментов 

переаминирования иукурузы, различной биюгкчеокой ценности зерна 

оувеотвуют корреляционные вависимооти. Так, коэффициент реляции 

между удельной активностью аспарт: ’аминотраи^разы походной и вы- 

ооколизиновой кукурувы равен 0 ,91 . Между активностью ртанинамино- 

траноферазы доходной и мутантной onefe«-2 кукурузы также наблюдалась 

линейная зависимость (г *  0 ,8 9 ). Установлена цо^ожателгчая корреля­

ция мевду активностью аопартатаминотрансферазы и содержанием лизина 

в зерне (г я 0,78-0,87), между активность» ААТ и г^личеотвом аопара- 

гиновой киолотм в альбуминах ( г *  0,67-0,91).

Полиморфизм опартатау чотрансФеразн в зерне кукурузы различ­

ных генотипов. Изучение общей ают^нор’ л ферментов переаминирования 

не раскрывает всех причин, вызывающа изменения энзиме в мутант ах 

растениях. Поэтому яами было проведено изучение иг ферментного 

спектра аопартатаминог'аноферазы.

У изучаемых нами линий кукурузы опектр'ААТ зерна ооотоит иь 

трех характерных изофермеятов: митохондриального, цитоплазматичеа 

кого и глиокоиоомального, которые имеют различную подвижныть при 

электрофорезе и связаны о определенной оубклат^чней фракцией.

Сравнительное изучение изофермэятя' ■’о опектра аопартатамино- 

траноферазы показало, что в мутантны* раотениях происходит количе­

ственно перераспределение олекулярных форм энзима, о увеличение 

содержания глиокоиоомальной фракции.

Содержание аг ивяого белка митохондриальной иреформы составля- 

ло у мутантного образца 8,- против 12% у обычного; титоплаг -чтичес-

- 9% против 16^; глиоксисо’чяьной - 83S6 г*>отив 72?.

Изоферментный спектр А/ф в процессе онтогенеза претергг,’ает 

изменение и полностью формируется ч 29-му дчю с іревані., зерновых, 

достигая максимального содержания ангинного белка з изоформагс.
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I 2 3 4 5 6 T 8 9 10 II 12 ІЗ 14 15

Рио. 4. Ивоферментний спектр ЛАТ ра влячкьіх даний кукурузы (докуо
As * -3 - митохондриальная; локуо Aat-2 - раотворимая; локуо Мл -I
- гдяокоиоомаяьная)
I - »155  + /►; 2 - w 155 ой/ой; 3 -wf 9 + /+ ; 4 -Wf 9 <£/02:
5 - А 204 + /+ ; 6 - А 204 о2/оЄ; 7 - t  64А + /+ ; 8I - «  64A ой/ой;
9 - w 64A Q^/oESu. _2/au2i 10 - Г 23 о2/сЄ Wx у *х  і_
И  - oh 43 сЄ/оЄ su 2/Я ц  2; 12 - А 293. о2/о2 Su 2Т зи '2 ;
ІЗ - МК о2/о2 Зи2/ зи 2і 14 - А 632 02/ ой Зи 2 /  Зи 2 і
15 - А 619 о2/о2 Su 2/Su 2

В тканях оозреващвго зерна найлвдавтоя закономерность, установлен­

ная для зрелого верна, т .е. изменяется соотношение белка в изофор­

мах и увеличивается содержание глиокоисомальной фракция, что оогла- 

оуется о данными по определению общей активности фермента в процес­

се онтогенеза. Увеличение активного белка в глиокоисомах способст­

вует ацификации ореды, что облегчает функционирование гидролитичео- 

ких ферментов (Калугина, 1980) и коррелирует о повышенной актив­

ностью протеиназ в мутантном генотипе.

Методом изоэлектрофокуоировения на пластине было установлено 

(рис.-5), что каждая из иэоформ оодеряит 2-3 субъединицы. Изоэлект- 

рические точки компонентов глиокоисомальной и цитоплазматической 

изоформ находятоя в узком интервале їй 5,35-6,35, тогда как мито­

хондриальный изофермент предотавлен тремя оубъедияицами о pi 8,0- 

8 ,2 . Было обнаружено, что оубъединиды имеют ра8лЧч!.уэ ферментатив­

ную активнооть. В мутантных генотипах проиоходьу перераспределение 

активного белка в субъединицах, что оказывается на общей активности. 

Данная закономернооть отмечена не только у гомозиготных,но и у гете­

розиготных ей мутантах (рис. 6 ) .

Таким образом, повышенная активность фермента в мутантных рас­

тениях обусловлена как количественным перераспределением изоформ 

ЛАТ с увеличением содержания глиокоисомальной фракции, так и изме­

нениями в соотношении активного белка в оубъединицах изозимов.

Выделение и Физико-химические свойства аопартатаыиноттаносБера- 

зы из обычной и мутантной кукурузы . Для дальнейшего выяснения при-
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PM. 5. и — т Г «
ким окрашиванием не ЛАТ)'. ■ -

г . . д ' л -  Г» -й. ■

1 - і lfi/Ц ’* |5Я;Д ; ;/_яА i/su г.
в : й  $*(? *№ £ №  ® «  *• 2/s“ г >
15 - А 619 сй/сй зи 2/Зи 2

Рис. б . Денситогр^ш  компоненти аопартатами^трансфвразд^»

личных генотипов линии » і00 после и г

{ ?. -  f*08; а -  +0202; 4 -  оЄ«.сЄ
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чин '•овыиеяной активнооти.ААТ в зерне мутантної кукуруаы проведено 

выделение и иэученяе физико-химических свой^в препаратов энзимив в 

оравші. зльном аопекте. Ооновные стадия очиотки приведеш в табл. 2 .

Таблі .а 2

Очистка яспартатаминоті : неферазы В8 зерня кукурузы 

(200 г муки): 1 - А  204 + /+ ;  2 - А  204 с2/'сЄ

Стадия
Сумма
ак.ив

І

іая
нооть

2

Удєльї 
активі 
V u r  с

І

іая
ІООТЬ, 
і а ли. а

1

Выхо

І

Д. % 
2

Очист

І

ка

2

Эклтракция
(1:5 трис НСІ 
pH 0 ,8 ) 36940 61300 32,40 4с .00 100 100 1,0 1,0

Ооаадере . 
(40-75$ нао; 4. ) ЗІ8І5 ь^тео 65.00 96.60 86 86 2.0 1,8

Иоинообменная 
хроматографич 
І 0 04М «асі 14125 22605 ІІЗО 1650 38 37 35.00 36 .п

П 0,1 М Пасі 4780 9240 126 230 ІЗ 15 3.0 5 ,U

Количеотвс выделенного фермента иэ мутантной кукурузы и его 

удельная активность были неоколько ч*м у Зычной. Изоэлектро-

фс усирование репарота показало присутствие изоформ ААТ l pi 5 ,1 ,

6,0 и 6 ,3 .  Компонек-ы о pi 6 ,3 были выделены в гомогенном .состоя­

нии методом препаративного " зоэлентрофокусировак я пз Безличных 

генотипов ку^уругы. Молекулярная маоса полеченных компонентов, по 

данным ге ь-фильтрации да G -100,составила 78000 для обычной г  ну- 

руаы и мутантной 76000. Исследования компонентного состава ААТ ме­

тодом электрофореза я присутствии додецилсульфата натри (при вос­

став вл°нии и без восстановле'чя 2-ыеркаптоэтанолом) свидетельст­

вуют о том, что молекула фер” знта соотояла из двух одинаковых по- 

липе..п1дных цпей с Кг 3900С для обычной кукурузы ” 38000 для му­

тантной. Проба с реактивом Эллмана оказала наличие одной свобод­

ной зн -группы в молекулах анализируемых компонентов. Аспартат- 

ам '.нотра: эфераза из различных генотипов имела одинаковый оптимум 

pH 8,С*в,5. Аминокислотный состав ААТ, выделенной из обычной и 

мутантной кукурузы, xf-чіктеризовался високим содержанием остатков 

льзина и других незаменимых аминокислот, низким - пролина и глици­

на (т^Зл. 3) .

I зучение спектпальных овойо в .іреііаратоЕ аспартатаминотранофе- 

раоЫ жазал.., что рощ фермента имели ("'опные спектры в видимой и



Таблица З

Аминокислотный соотав компонентов аопартатямяяотренофвравы 
обычной и опвйк-2 форм кужуруян

ІЗ

Амінокислот*

Липи

Число <
А 204 +А

17

зстотков

А 204 сЄ/сЄ

22
Гастидия 16 20
Аспарагиновая кислота 33 34
Треонин 6 7
Серия І? 10
Глутаминовая кислота 45 44
Про лин 15 9
Алания 17 15
Глялян 20 ІЗ
1/2 цистин 3 3
Валян 16 16

Метионин 3 2
Иволейщя I I 12
Лейпни 19 25
Тировйя ІЗ 15
Фенилаланин 22 19
Овиее количество оотатков 291 283
Молекулярная масса 39000 37900

ближней ультрафиолетовой областях о характерными максимумами, обус­

ловленными связанным о белком пирвдокоаль-Р; при 430 нм (pH 5 ,3 ) и 

354 ям (рК 8 ,0 ) . Каждая молекула внзима ооде'ряаля две молекулы пи- 

ридоксаля. При та «учении опектров флуоресценции отмечено некоторое 

изменение квантового выхода флуоресценции у компонентов ААТ исход­

ной кукурузы ( q* 0 ,070 ), по сравнение с мутантной ( q= 0 ,060), 

что свидетельствует о разной степени экранирования оотатков флуоро- 

форов в белковой молекуле. Рассчитанные значения анизотропии флуо­

ресценции для этих белков (0,060-0,066) невелики и варьируют в 

зависимости от генотипа.

Таким образом, сравнение результатов исследований свидетельст­

вует о наличии значительных различий в физико-химических свойствах 

индивидуальных белков аспартатаыинотрансферазы высоколизиновой ку­

курузы по сравнению о обычной формой.

*>
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

Для селекционной првктяки предложено д м  н о ш  зкопреоо-мето- 

да обнаружения мутантних опейк-2 форм кукурузы при масоовой оценке 

селекционного материала:

- по повышенной активное ти аланинаминотраноферазы в верне;

- по пониженной активнооти аопартатаыянотрвнсферазы в вегета­

тивных органах кукурузы в процеоое оовревания 8ерновки (Авт. свид. 

СССР й 1472000, опубл. Бил. 15.04.1989 г .) .

Показана перспективность проведения оелекцвонных наследований 

на оонове отбора форм кукурузы о высоким содержанием лизина в ин­

дивидуальных компонентах легкорестворимых белков.

ВИВСДЫ

1. Суммарные легкорастворнмые белки мутантной кукурузы по 

сравнение о обычной характеризуются измененным компонентным, пеп­

тидным, аминокислотным составом, опектрально-флуореоцентныыв харак­

теристиками, интенсивным накоплением белков о М 10000-13000, 23000,

56000, 76500.

2 . Альбумины верна выооколизиновой кукурузы обладают повышен­

ной в I ,5-2 раза активностью аопартатаминотраноферазы и в 2-3 раза 

аланинаминотраноферазы."''

3 . Покавано, что. активность ферментов переаминирования в аль­

буминах обычной а мутантной кукурузы овязаны между собой линейной 

зависимостью. Изменение активнооти амидотранофераз в созревающем

о зерне мутантов сопряжено с повышением активности протеиназ.

4 . В мутантном генотипе изменяется полиморфизм аспартатамино- 

трансферазы, проиоходит как количественное перераспределение моле­

кулярных форм энвима и увеличение содержания более активной глиок- 

сисомальной фракции, так и изменение соотношения активного белка в 

субъединицах изоферментов.

5. Выделены индивидуальные компоненты ААТ обычной и мутантной 

кукурузы. Установлено их различие по аминокислотному составу, моле­

кулярной маосе, спектрально-флуоресцентным характеристикам, прост­

ранственной структуре.

6 . Повышенная активность ААТ в зерне опейк-2 кукурузы обуслов­

лена рядом факторов:

- увеличением на 20$ содержания фермента в выооколизиновой ку­

курузе по сравнению с обычной;
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- количественным перераспределением изоформ энзима и увеличе­

нием содержания более активной глиокоисомальной фракции;

- изменением соотношения активного белка в субъединицах изо­

ферменто*.

7 . Разработано два теота на шявление мутантных форм кукурузы

по уровня активности ферментов переаминированич.
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