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BADANIA IZOENZYMOW ROSLINNYCH

Termin izoenzym jest powszechnie znany od wielu lat. Zostal wpro-
wadzony po raz pierwszy przez Markerta i Mollera w 1959 roku w odnie-
sieniu do wielu molekularnych form enzymatycznych, ktére reagujg z po-
dobnymi lub identycznymi substratami [41]. Mimo Zze izoenzymy Kkato-
lizujg te samg reakcje enzymatyczng roznig sie wieloma wlasciwoSciami
fizykochemicznymi. Niektére roznice na przyklad w wielkosci tadunku
elektrycznego, czy tez w wielko$ci ciezaru czgsteczkowego wykorzystano
do rozdzielenia izoenzyméw i okreslenia ilo$ci form molekularnych po-
szczegblnych enzymoéow.

Wystepowanie izoenzymoéw w ro$linach jest powszechne. Doktadnego
zestawienia przebadanych ukladéw izoenzymatycznych w réznych rosli-
nach dokonal Scandalios [41]. Ilo§¢ izoenzyméw i poziom aktywnosci
enzymatycznej nie sg wielkos$cig stalg w poszczegélnych komérkach ro-
slinnych, lecz sg to wielkosci zmienne zaré6wno w réznych zespotach ko-
morek ciata rosliny w okreslonej fazie rozwoju, jak tez w ciggu calego
cyklu rozwojowego rosliny. Ponadto istniejg zdecydowane réznice w pro-
filach enzymatycznych miedzy poszczegélnymi odmianami tych samych
gatunkéw roslin [31, 50].

Nie jest znany dokladny mechanizm, za pomocg ktorego komorki
wyzszych organizméw ro$linnych regulujg ilos¢ i jako$¢ makromolekut
‘podczas cyklu rozwojowego. Zmiany w poziomie aktywnoSci enzymow
moga byé spowodowane zrdéznicowang transkrypcja, aktywacja, degra-
dacja, inhibicjg czy akumulacjg biatek enzymatycznych. Aktywnosé¢ en-
zyméw w roéznych tkankach zalezy zaré6wno od dojrzalosci i warunkow
fizykochemicznych komoérek jak tez od S$rodowiska zewnetrznego. Ze
wzgledu na to, ze enzymy uczestniczg w wiekszo$ci reakceji zachodzacych
w organizmach zywych, pojawienie sie lub zanikanie form izoenzymatycz-
nych pod wplywem zmiennych czynnikéw zewnetrznych i wewnetrznych
moze byé waznym wskaznikiem dla badaczy w rozwigzywaniu proble-
moéw biologicznych dotyczacych: fizjologii rozwoju, odpornosci na cho-
roby, wplywie warunkéw zewnetrznych na metabolizm ro$liny itp. Izo-
enzymy coraz czeSciej znajduja zastosowanie w Sledzeniu dzialania ge-
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néw ro$linnych [18, 19, 20], a wynika to z udowodnionej zalezno$ci mig-
dzy genami a enzymami.

Istniejgcg zalezno$¢, na przyklad miedzy intensywnoscig wzrostu or-
gandéw réznych odmian danego gatunku a aktywnoscig izoenzymoéw i ich
profilami izoenzymatycznymi mozna wykorzysta¢ do wyselekcjonowania
odmian najkorzystniejszych dla hodowcy.

Ze wzgledu na duzag przydatno$¢ badan izoenzymow roshnnych wy-
daje sie celowe oméwienie glownych kierunkéw tych badan.

Wystepowanie izoenzyméw podczas rozwoju roslin

Badanie aktywno$ci enzymoéw i $ledzenie spektrum izoenzymoéw pod-
czas rozwoju ro$lin dostarcza wiele danych potrzebnych do zrozumienia
mechanizméw réznicowania komérkowego i ksztaltowania ciala ro$liny.

Zwiazek miedzy réznicowaniem a zmianami w spektrum izoenzymow
zaobserwowano wielokrotnie w szeregu organizmach roslinnych dla réz-
nych ukladéw izoenzymatycznych. Przytoczenie kilku przykiadow ma na
celu zapoznanie z ogromnymi mozliwosciami badan w tym kierunku.

Nasiona po 24ty peoanienia
Nasiona po 48-h pecenienc
Pirnszy  lisc

koteoptyl

Srodek idbego lisea

oty lisé
Wae klasa jecemena

Juche naswong

Endosperma
Zarodek

Doraaty  lise

Pytek
Shupek
kbrzen

|

Esterazy
1

Peroksydazy
l
1

— l |
| T T I | o

1

[

MDIH
|

T

Rys. 1 Zymogramy izoenzymoOw
GDH, MDH, peroksydazy i esterazy
ohserwowane w suchych nasionach,
[‘ podczas kielkowania oraz w czasie
i . | r6znicowania organéw jeczmienia
[31]

T
—-—
+

GOH

N & O © 3 O Rt O b MDA - O B8ORS B
i A
e
_’



Badania izoenzymoéw roslinnych 109

Mitra [31] stwierdzil réznice w spektrum izoenzyméw dehydrogenazy
glutaminianowej (GDH), dehydrogenazy jabiczanej (MDH), peroksydazy
1 esterazy w rozwoju jeczmienia (rys. 1).

Scandalios [47] badal aktywnos$¢ i sklad izoenzyméw dehydrogenazy
alkoholowej (ADH) w roéznych fazach rozwoju kukurydzy. Analizujgc
endosperme, tarczki, zarodek, kielek i korzen stwierdzil zmiany w spe-
cyficznej aktywnosci i ilosci izoenzyméw w badanych organach podczas
rozwoju (rys. 2).
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 Jeszcze wczeéniej Scandalios [46] zaobserwowal zréznicowane wyste-
powanie izoenzymdéw aminopeptydazy leucynowej (LAP). Tylko izoenzy-
my LAP-A i LAP-B wystepowaly we wszystkich tkankach w czasie roz-
woju, natomiast odmiana LAP-C pojawila sie w endospermie i zarodku
a izoenzym LAP-D wystepowal tylko w plynnej endospermie od 11 do
16 dnia po zapyleniu [46]. Przej$ciowa obecno$¢ aminopeptydazy D pod-
czas rozwoju moze by¢ dowodem przerywanej aktywnosci genu kontrolu-
jgcego pojawienie si¢ LAP-D. Prawdopodobnie ten izoenzym odgrywa
szczegblng role w przestawionym metabolizmie wystepujgcym podczas
rozwoju endospermy.

Zréznicowanie w aktywnosci i profilu izoenzymoéw podczas rozwoju
potwierdzily réwnez badania oksydazy askorbinianowej w kietkujacym
grochu [51] i siewkach ogorka [52].

Oksydaza askorbinianowa nie wystepuje w nasionach grochu lecz po-
jawia sie dopiero podczas kietkowania. Przesledzono spektrum izoenzy-
mow w ekstraktach z korzeni podczas kietkowania grochu. W korzeniach
zidentyfikowano od 3—7 izoenzyméw pojawiajgcych sie w czasie kietko-
wania [51]. /

Z uzyskanych danych wynika, ze oksydaza askorbinianowa odgrywa waz-
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ng role w metabolizmie wzrostu rosliny. Wyzsza aktywnos¢ enzymu jest
zwigzana z tg czeScig rosliny, gdzie zachodzg intensywne podzialy komor-
kowe.

Lokalizacja izoenzymow

Poza kilku wyjgtkami wszystkie komoérki somatyczne organizmow
wielokomorkowych posiadajg ten sam garnitur chromosoméw, a jednak
w roznych tkankach sklad enzymoéw jest odmienny i zmienia sig¢ czesto
w czasie rozwoju [15]. |

Zréznicowane wystepowanie ukladow izoenzymatycznych dotyczy
roznic w profilu izoenzyméw okreslonego enzymu oraz aktywnosSci po-
szczegblnych izoenzymoéw. Wedlug Scandaliosa [41] w rozmaitych orga-
nizmach roslinnych:

1. Rézne izoenzymy wystepuja w réznych tkankach danego organiz-
mu [7, 22, 46, 47, 50].

2. Pewne izoenzymy sg obecne w tkankach w okreslonych fazach roz-
woju lecz nieobecne w innych fazach [31, 47].

3. Genetycznie.identyczne izoenzymy mogg by¢ obecne w zmiennych
ilosciach [40, 43].

Szczegélowe badania wystepowania izoenzymoéw obejmuja ich lokali-
zacje subkomérkowg. Nie wiadomo jakie czynniki decyduja o zZwigzaniu
izoenzyméw z okre§lonymi frakcjami subkomorkowymi. W kazdym razie
lokalizacja subkomérkowa okre$lonych izoenzyméw jest jednym z waz-
nych etapéw w badaniu podstaw mechanizmoéow roéznicowania i kontroli
gentycznej proces6w metabolicznych. Zwigzanie izoenzymoéw z ryboso-
mami lub jadrem moze wskazywaé¢ na mozliwos¢ regulacyjnego oddziaty-
wania tych enzyméw na synteze bialka roslinnego. Aktywnos¢ enzyma-
tyczng umiejscawiano w komoérce za pomocg technik cytochemicznych
[10, 15, 33]. Na przyklad dehydrogeneze bursztynianows zlokalizowano
w ten spos6b w mitochondriach i plastydach [57].

Nastepny etap obejmuje izolacje poszczegblnych organelli, z ktérymi
jest zwigzany dany enzym i identyfikacje izoenzymow [8, 13, 43, 53].
Izolacje przeprowadzono metodami wirowania réznicowego i okreslone
frakcje oczyszczano technikg wirowania w gradiencie stezen sacharozy
[6, 25, 43].

W szczegblowych badaniach dehydrogenazy jablczanej w kukurydzy
[60] stwierdzono, ze istniejg dwie formy rozpuszczalne enzymu, pie¢ form
zwigzanych z mitochondriami i dwie z glyoksysomami.

W pracowni Leonarda [24, 25] pie¢ roznych aktywnoSci adenozyno
trojfosfatazy zlokalizowano we frakcji mitochondrialnej, w blonach reti-
kulum endoplazmatycznego, aparacie Golgiego oraz w blonach tonopla-
stowych. :
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Aktywno$¢ peroksydazy i oksydazy IAA znaleziono w $cianach ko-
moérkowych [13, 27, 29], we frakcji rybosomalnej [6, 39], mitochondriach
[6, 55] oraz jgdrach komoérkowych [38].

W przypadku kompleksu enzymatycznego oksydazy IAA zlokalizo-
wanej w blonach prébowano okre$li¢ sposdb powigzania enzymu z blo-
ng [58]. Prawdopodobnie kompleksy enzymatyczne lgcza sie z blong za
posrednictwem zwigzku polifenolowego, ktéry usuwano za pomoca poli-
winylopirolidonu. Przeprowadzono réwniez dysocjacje kompleksu enzy-
matczynego od blony za pomocg chlorku potasu, chlorku wapnia i mocz-
nika.

Wptyw hormondéw i regulatoréw wzrostu na izoenzymy

Wystgepowanie izoenzyméw w roéznych tkankach roélinnych i ich
zroznicowanie w czasie rozwoju ro$liny jest uwarunkowane gentycz-
nie, a takze zalezy od wielu czynnikéw zewnetrznych i wewnetrznych.
Znaczng role w regulacji wystepowania izoenzyméw odgrywajg hormony
i regulatory wzrostu, ktére mogag indukowaé¢ lub hamowaé¢ dzialanie ge-
now [14, 48].

Modelem do badan wplywu hormonéw na enzymy roslinne jest oksy-
daza IAA i peroksydaza. Wplyw egzogennego IAA na izoenzymy peroksy-
dazy badano w koleoptylach owsa [49]. Odcinki koleoptyli z pieciodnio-
wych roslin umieszczano w roztworach zawierajgcych rézne stezenia IAA
Po 20 godzinach inkubacji w ciemno$ci analizowano ilo$¢ izoperoksydaz
w ekstraktach z wyros$nietych w tym czasie odcinkéw koleoptyli. Stwier-
dzono, Ze jeden izoenzym peroksydazy, ktéry wystepuje przy stezeniu
IAA od 0—1 ug nie pojawia sie, gdy zwiekszono stezenie auksyny do
10 ug. Natomiast inna izoperoksydaza nieobecna przy stezeniu 0—0,1 ug
IAA zjawia sie pod wplywem zwiekszenia stezenia IAA do 1 ug lub
ponad 1 ug. Nalezy zaznaczyé¢, ze w stosunku do kontroli (brak IAA)
1 ug IAA byl optymalny dla wydluzenia koleoptyla, 10 ug IAA supra-
optymalne natomiast 100 ng inhibowalo wydluzanie.

Doswiadczenie powtérzono z syntetycznym hormonem — kwasem
2,4- dwuchlorofenoksyoctowym (2,4-D) i uzyskano podobne wiyniki,
stagd wnioskowano o istnieniu réwniez innych hormonéw z wlasciwosciami
auksyn majgcymi zdolno$é do indukcji i represji izoperoksydaz. Praw-
dopodobnie pewne izoperoksydazy pojawiaja sie w roslinie w odpowie-
dzi na zmniejszenie endogennych auksyn.

Nie znaleziono hamowania izoperoksydaz przez auksyny w tytoniu
[29], co tlumaczono réznym materialem roslinnym. Natomiast stwierdzo-
no w tytoniu zaré6wno stymulacje izoperoksydaz przez auksyny jak tez
przez kwas 2,3,5-tr6jjodobenzoesowy (TIBA). Jednakze TIBA stymulo-
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wal tylko aktywno$¢ izoperoksydaz we frakeji écian komérkowych a nie
izoperoksydaz frakeji cytoplazmatycznej.

Wplyw kinetyny na izoenzymy peroksydazy i oksydazy IAA badat
Lee [23] w tkankach kallusa tytoniu. Analizowal wplyw kinetyny na izo-
enzymy frakcji scian komorkowych, cytoplazmatycznej, mitochondrialnej,
rybosomalnej, jadrowej oraz frakcji bion cytoplazmatycznych. Na pod-
stawie wynikéw uzyskanych z poprzednich prac przyjat jako standard
0,2 «M kinetyny. Wzrost stezenia kinetyny od 0,2 do 5,0 M powodowat
zmniejszenie specyficznej aktywnosci enzymu oksydazy IAA oraz pero-
ksydazy we wszystkich frakcjach.

Tabela

Wotyw kinetyny na specyjiczng axtywno$é oksydazy IAA we frakcjach
subkomoérkowych tkanek kallusa tytoniu (23).

Aktywnos$¢ oksydazy IAA
ng rozlozonego IAA /ug biatka w 3¢ min.

Frakcja
Kinetyna Kinelyna Kinetyna
0.2 tM 0,1 wM 5,0 uM
Sciany komérkowe 29,4 26,3 22,3
Blony plazmatyczne 8,8 6.0 3,7
Jadra 28,9 23,2 24,7
Mitrochendria 27,4 19,2 17,5
Rybosomy 27.9 27,2 22,4
Cytoplazma 24,9 17,6 10,9
09 Kinetyna 02 uM
U-8¢
07
06
~05
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| Rys. 3. Zmiany w profilach izopero-
”u ksydaz fralkcji rybosomalnej z kal-
‘ ; . A lusa tytoniu pod wpiywem roézne-
' go stezenia kinetyny [22]
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Lee [23] zaobserwowal rowniez, ze pod wplywem wyzszego stezenia
kinetyny nastepowaly zmiany w profilu izoenzyméw. Wzrost stezenia
kinetyny inhibowal szczegélnie wyraznie tworzenie pewnych izoperoksy-
daz zwigzanych z frakcjg cytoplazmatyczng, rybosomalng i blonami plaz-
matycznymi (rys. 3).

Charakterystyka gentyczna ukladéw izoenzymatycznych

Istnienie bezposredniej zaleznosci miedzy genami i enzymami jest
faktem udowodnionym w obszernych badaniach gléwnie nad bakteriami
i wirusami [59]. Enzymy jak réwniez bialka strukturalne podlegajg bez-
posredniej kontroli genow. Kiedy biatko zawiera wiecej niz jeden lan-
cuch polipeptydowy, wtedy wytwarzanie kazdego lancucha jest kontro-
lowane przez odrebny gen. Jednakze nie wiadomo doktadnie, czy izoen-
zymy powstajag w nastepstwie mutacji gendéw, czy tez sg wynikiem kom-
binacji miedzy oligomerami, ktérymi sa najczeSciej dwa polipeptydy be-
dace pod kontrolg genéw allelowych [30].

Scharakteryzowane pod wzgledem genetycznym uklady izoenzymow
moga byé¢ przydatne w badaniach dotyczacych okreslenia zakresu kontroli
genetycznej nad rozmaitymi procesami zachodzacymi w roslinie. Naj-
czeSciej sluzg rozszyfrowywaniu podstawowych mechanizméw réznico-
wania komérkowego.

Izoenzymy roslinne sg jeszcze stabo zbadane pod wzgledem genetycz-
nym. Pierwsze badania dotyczyly esteraz w endospermie kukurydzy,
aminopeptydazy leucynowej, katalazy, amylaz oraz dehydrogenazy alko-
holowej [42].

W badaniach genetycznych bardzo waznym jest postugiwanie sie¢ do-
kladng, wyprébowang technika identyfikacji produktéw dziatania ge-
néw. Najczeéciej do rozdzielania biatek enzymatycznych stosowano tech-
niki elektroforetyczne mna zelu skrobiowym lub poliakrylamidowym
[7, 28, 36]. Przy uzyciu tych technik przebadano pod wzgledem genetycz-
nym wiele systeméw izoenzymatycznych.

Problem analizy genetycznej enzyméw mozna przedstawi¢ na przy-
ktadzie dwoéch szczegdblowo zbadanych systemoéw izoenzymatycznych w
kukurydzy: katalazy (E.C1.11.1.6) i dehydrogenazy alkoholowej (E.C.
1.1.1.1.).

Dokladne badania katalazy [37, 42, 43, 44] wykazaly, ze czasteczka te-
go enzymu sklada sie z czterech podjednostek biatkowych i jest kodowa-
na przez dwa geny Ct, i Ct,. Gen Ct, istnieje w szeSciu odmianach allelo-
wych (CtF,, Ct¥,, CtM,, Cts;, CtV, i CtV)). Kazdy produkt genu allolo-
wego jest charakterystyczny dla okreslonej wsobnej linii homozygotycz-

8 — Post. Nauk Roln. 3/77
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nej kukurydzy. Krzyzujagc odmiany posiadajagce podobne warianty ka-
talazy uzyskiwano potomstwo nie réznigce sie od rodzicow pod wzgledem
ruchliwosci elektroforetycznej katalazy. Natomiast w wyniku krzyzowa-
nia odmian z réznymi wariantami katalazy uzyskiwano w pokoleniu he-
terozygotycznym F, pie¢ izoenzymoéw, trzy z nich byly mieszancami en-
zymatycznymi. Na przyklad krzyzujac CtF!; X CtV; uzyskiwano w po-
tomstwie F; dwa typy rodzicielskie: F¢ i V¢ oraz trzy mieszance moleku-
larne: F3 V1, F2 V2 F1 V3 [42].

Dzialanie dwoéch genow katalazy jest zr6znicowane w czasie. Scan-
dalios informuje [37, 44], ze produkty genu Ct, pojawiajg sie podczas
rozwoju nasion, natomiast produkty genu Ct, wystepujag w suchych na-
sionach a nastepnie ich ilos¢ wzrasta w pierwszych dniach kielkowania,
gdy tymczasem produkty genu Ct, zanikaja.

Scandalios [37] badal w tarczkach kielkujgcych nasion kukury-
dzy tempo syntezy i degradacji dwu homoterametréw katalazy V¢ i Z¢
okreslonych przez geny nieallelowe. Oba izonezymy sg syntetyzowane
w tym samym czasie, jednakze tempo syntezy Z* przewyzsza tempo syn-
tezy V*, co sugeruje o istnieniu czynnika réznicujacego uruchamianie obu
genéw katalazy.

W badaniach genetycznych dehydrogenazy alkoholowej (ADH) w ku-
kurydzy stwierdzono, ze ADH wystepuje w pieciu odmianach elektro-
foretycznych ADH-1, ADH-2, ADH-3, ADH-4 i ADH5 [47]. Dokladnie
zanalizowano pod wzgledem gentycznym ADH-1 i ADH2 [12, 45]. W
oparciu o badania Scandaliosa [45] wiadomo, ze kazdy z tych izoen-
zymow wystepuje w dwoch odmianach: o wigkszej ruchliwosci elektro-
foretycznej ADH-1F oraz o mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej
ADH-1S i ADH-2S. ADH-1 w kukurydzy jest pod kontrolag dwéch genéw
allelowych bez dominacji Adh!F i Adh!S. W wyniku krzyzowania osobni-
kéw posiadajgcych odmiane ADH-1F z osobnikami zawierajgcymi izo-
enzymy ADH-1S w pokoleniu F, pojawia sie potomstwo z obu odmianami
ADH-1 (F i S). Elektroforetyczne warianty ADH-2 znajduja sie Téwniez
pod kontrola dwéch dzialajacych genéw allelowych bez dominacji Adh?
i Adh 25. Homozygoty dla allelu Adh?F posiadajg tylko izoenzymy o wiek-
szej ruchliwosci elektroforetycznej, natomiast homozygoty dla allelu
Adh?® majg izoenzymy o mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej. He-
terozygoty posiadaja obie odmiany i dodatkowo jeden mieszaniec mole-
kularny [rys. 4].

Izoenzymy ADH-1 i ADH-2 byly przedmiotem szczegétowych badan
genetycznych réwniez w innych organizmach ro$linnych [9, 53, 54].

Dalsze badania genetyczne izoenzyméw obejmuja lokalizacje genéw
odpowiedzialnych za pojawienie si¢ danego bialka enzymatycznego oraz
okres$lenie stopnia sprzezenia miedzy réznymi genami [4, 32]. Badano mo-
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Genotyp Fenolyp  Wzor elektroforelyczny

Adh"/adn ™ (FYF)
Adh " Adn®  (FYs%) i
Adh'/Adh?  (57S*) i

L2 nensd

Adh?JAdh¥  (FYFY
Adh*/adh?s  (FYs) | |
Adh*YAdh®S (5757 |

Rys. 4. Zalezno$¢ miedzy wzorem
elektroforetycznym izoenzymow
ADH, fenotypem i genotypem [45]

zliwos¢ sprzezenia genetycznego izoenzymow f(-amylazy z odpowiednimi
innymi genetycznie zdefiniowanymi systemami izoenzymatycznymi w ku-
kurydzy: dehydrogenazy alkoholowej, aminopeptydazy, katalazy oraz
kwasnej fosfatazy. W wyniku badan stwierdzono sprzezenie tylko miedzy
genami f3-amylazy i katalazy [4].

Synteza czy aktywacja prekursorow enzymatycznych

Z analizg genetyczng izoenzyméw wigzg sie badania, ktére majg wy-
jasni¢, czy pojawienie sie nowego izoenzymu lub wzrost aktywnosci
istniejacego jest spowodowany jego syntezg czy tez aktywacjg prekursora
enzymatycznego, ktéry zostal syntetyzowany wcze$niej. W celu znale-
zienia odpowiedzi na to pytanie przeprowadzono szereg dosSwiadczen z
inhibitorami i aktywatorami syntezy bialek. Synteze i tempo formowa-
nia enzymu kontrolowano na poziomie transkrypcji lub translacji.

W badaniu izoenzymo6w oksydazy askorbinianowej (E.C.1.10.33) stwier-
dzono, ze 6-metylopuryna, tiouracyl, cykloheksoimid i tioprolina hamuja
synteze tego enzymu [51, 52]. Tylko D-chloramfenikol nie wywierat zde-
cydowanego wplywu na enzym i na tej podstawie sugerowano, ze synteza
oksydazy askorbinianowej zachodzi na rybosomach cytoplazmatycznych.
Podobne wyniki uzyskano podczas badania izoenzyméw peroksydazy
(E.C.1.11.17) w osiach zarodkowych soczewicy [21] i hypokotylach fasoli
[1, 2, 16].

Anzaj [1] badal wplyw helianginy — inhibitora syntezy bialek na
aktywnos$¢ izoperoksydaz. Odcinki hypokotyli Phaseolus mungo umiesz-
czal w wodzie na okres 0, 3, 6, 9, 11 i 15 godzin, a nastepnie przenosit
do roztworu z helianging o stezeniu 3X10—¢M. Na podstawie przeprowa-
dzonego doswiadczenia Anzai [1] stwierdzil, ze heliangina hamowala
aktywnos$é peroksydazy w hypokotylach fasoli.
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o 6 2 L 2%  tywnos¢ peroksydazy w odcinkach
6odzmy hypokotyli Phaseolus mungo (1).

Podobny efekt obnizenia aktywnosci enzymu uzyskal Anzai [1] z cyklo-
heksoimidem. Wyniki badan z inhibitorami dla wymienionych ukladéw
izoenzymoéw sugerujg, ze w badanych roslinach zachodzi synteza de novo
tych molekul enzymatycznych.

Odmienne wyniki uzyskano w badaniach dehydrogenazy alkoholowe]
w tarczkach kukurydzy podczas kietkowania nasion [56]. Stwierdzono, ze
aktywno$é enzymu po kietkowaniu pozostaje niezmieniona w obecnoscl
inhibitora syntezy biatek cykloheksoimidu lub inhibitora syntezy kwasu
rybonukleinowego aktynomycyny, co sugeruje, ze Kkontrola aktywnosci
dehydrogenazy alkoholowej jest niezalezna od transkrypcji i translacji.
Zakladajac brak syntezy de novo molekul tego enzymu, obserwowany
spadek aktywnosci w ekstraktach z tarczek nasion kukurydzy podczas
kielkowania wskazuje na pojawienie sie substancji hamujgcej aktywnosc
dehydrogenazy alkoholowej.

Wiasciwosci fizykochemiczne indywidualnych izoenzymow
Bardzo wazne miejsce w badaniach izoenzymoéw roslinnych zajmuja

prace, ktérych celem jest poznanie fizykochemicznej natury i wlasciwosci
indywidualnych izoenzyméw. Wyniki uzyskane z tych prac sg przydatne



Badania izoenzymow roélinnych 117

w zrozumieniu udzialu poszczegélnych izoenzyméw w procesach fizjolo-
gicznych, biochemicznych oraz ulatwiaja poznanie regulacji genetycznej
procesOw metabolicznych.

Wstepem do badan izoenzyméw jest najczesciej dokladne oczyszczenie
enzymu [25, 44, 60], ktore obejmuje kilka etapéw. Oczyszczong w odpo-
wiednim stopniu frakcje enzymatyczng rozdziela sie z kolei metodami
elektroforetycznymi lub chromatograficznymi i wyodrebnione izoenzymy
poddaje szczegdélowym badaniom. Badania dotyczg: okreslenia specyficz-
noSci enzymu, statej Michaelisa, optimum pH, wrazliwosci na inhibitory,
wplywu aktywatorow, okreslenia ciezaru czgsteczkowego, punktu izoelek-
trycznego itp.

Oznaczono specyficzng aktywnos$¢, termostabilno$é i stalg Michaelisa
izoenzymow dehydrogenazy alkoholowej w kukrydzy [11, 12]. Obie formy
o wiekszej (F) i mniejszej (S) ruchliwosci elektroforetycznej izoenzymow
ADH-1 i ADH-2 izolowano z homozygotycznych (F/F, S/S) i heterozygo-
tycznych (F/S, S/F) ziaren kukurydzy. Formy F ADH-1 i ADH-2 majg
wyzszg specyficzng aktywnosé i wiekszag stabilnos¢ temperaturowg niz od-
powiednie formy S (11). Mieszance izoenzymatyczne izolowane z ziaren
heterozygotycznych wykazuja mniejsza aktywno$é katalityczng w poréw-
naniu z formami izoenzymatycznymi ziaren homozygotycznych (F/F.
Stad mozna wnioskowaé¢ o mniejszej skutecznosci katalitycznej produktu
polipeptydowego genu AdhS.

Podobnie okreslono wtasciwosci fizykochemiczne izoenzymoéw katalazy
w ziarnach kukurydzy [44]. Produkty genu Ct, badano w endospermie
ziaren w 16—18 dni po zapyleniu, natomiast izoenzymy katalazy kontro-
lowane przez gen Ct, badano po czterech dniach kielkowania nasion ku-
kurydzy w ekstraktach z tarczek. Stwierdzono réznice w aktywnosci pig-
ciu wariantow allelowych genu Ct, (rys. 6).

Roéznice w aktywnoséci wystepuja rowniez wsrod izoenzymoéw katalazy
wyodrebnionych z nasion pokolenia F; pochodzacych z mieszancéw miedzy

F

Rys. 6. Wzgledne aktywno$ci pieciu

allelicznych wariantéw katalazy (F,

K, M, S i V) bedagcych pod kontro-
lg genu Ct, (44).

N > O
L |

1
Minvty
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dwu allelami genu Ct, (CtV, XCtF,). Poziom aktywnosci katalazy w he-
terozygotach jest wyzszy niz w formach rodzicielskich odmian wsobnych.
Mieszance izoenzymatyczne ponadto wykazuja mniejszg czulo$é na inhi-
bicje przez aminotriazol niz formy rodzicielskie.

W przypadku izoenzymoéw katalazy bedgcych produktami dwoch ge-
now nieallelowych Ct, i Ct, stwierdzono [44] r6znice w punkcie izoelek-
trycznym, stalej Michaelisa oraz stabilnosci temperaturowej. Produkty
genu Ct, (V%) sg bardziej labilne, podczas gdy produkty genu Ct, (Z%)
charakteryzuje znaczna stabilno$¢. Poélokres rozpadu w temperaturze
50°C wynosi dla izoenzymu V* 6,5 minut natomiast dla izoenzymu Z* 141
minute. R6znice we wlasciwosciach miedzy V% i Z* mogg mie¢ znaczenie
fizjologiczne. Produkty dzialania genu Ct, ujawniajg sie¢ w czasie rozwoju
a wiec woweczas, gdy nasilajg sie procesy metaboliczne.

Ogromne zréznicowanie we wlasciwosciach fizykochemicznych spoty-
ka sie réwniez wéréd izoenzyméw dehydrogenazy jablczanowej (E. C. 1,
1, 1, 37). Roznice w aktywnosci enzymoéw i we wlasciwych fizycznych
istniejg miedzy izoenzymami zwigzanymi z blonami jak i wolnymi znaj-
dujacymi sie w cytoplazmie a takze miedzy izoenzymami w kazdej z tych
dwu klas. Prawdopodobnie wszelkie zmiany zachodzace w tkankach pod-
czas rozwoju a dotyczgce zmian pH, stezenia jonéw metali, substratu i
koenzymu mogg mie¢ wplyw na aktywnos$¢ dehydrogenazy jablczanowej
(MDH) w kukurydzy. Zaobserwowane hamowanie aktywnosci izoenzy-
méw MDH substratem i koenzymem moze odgrywaé pewng role w re-
gulowaniu zdolno$ci utleniajgcej cyklu Krebsa w tkankach kukurydzy
[60].

Podobne badania przeprowadzono dla wielu innych ukladéw izoenzy-
matycznych [3, 5, 24, 25, 34, 35]. Juz z przytoczonych przykladéw jasno
wynika celowo$é¢ tych badan i ich przydatno$§¢ w rozwigzywaniu wielu
probleméw zwigzanych z fizjologig i biochemig roslin.

Uwagi koncowe

Przedstawione w artykule kierunki badan nie wyczerpuja tematu,
lecz w dostatecznym stopniu pozwalajg zorientowa¢ sie w duzych mozli-
wosciach wykorzystania wynikéw tych badan do zrozumienia mechaniz-
moéw rdznicowania ciala rosliny. '

Badania genetyczne majg na celu okreslenie iloSci genéw uwiklanych
w produkcje bialek izoenzymatycznych, pozwalaja stwierdzi¢ ilos¢ pod-
jednostek bialkowych budujgcych izoenzymy a takze okre$laja spos6b
dziedziczenia profili izoenzyméw jako specyficznych cech fenotypowych.

Izoenzymy uzyte jako wyznaczniki (markery) genetyczne umozliwiaja
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sledzenie dzialania genu podczas rozwoju rosliny skuteczniej od marke-
row morfologicznych, ktérych ksztalt jest uwarunkowany dzialaniem ca-
tego szeregu gendéw o réznym stopniu sprzezenia.

Dokladne okreslenie wlasciwosci fizykochemicznych indywidualnych
izoenzymoéw zlokalizowanych w réznych tkankach i organellach podczas
rozwoju ro$liny jest warunkiem zrozumienia podstaw mechanizméw réz-
nicowania komérkowego.

Czynniki wewnetrzne (hormony, regulatory wzrostu, zmiany wilasci-
wosci fizykochemiczne cytoplazmy), zewnetrzne (substancje mineralne
w glebie, temperatura, $wiatlo) oraz czynniki stressowe (choroby, zra-
nienia) w ogromnym stopniu wplywajg bezposrednio lub posrednio na
dzialanie genéw a wiec takze na wystepowanie izoenzymdéw. Badanie
wplywu tych czynnikéw na profil izoenzymatyczny okres$lonych enzymow
w ciele rosliny moze by¢ bardzo pomocne w zrozumieniu korelacji miedzy
czynnikami zewnetrznymi i wewnetrznymi, ktore biorg udzial w proce-
sach ksztaltujacych cialo rosliny.
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