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CZESC TEORETYCZNA

Glownym dostepnym zrédlem azotu dla roslin sa azotany.
Jednak przyswajanie azotu w formie jonéw azotanowych wyma-
ga ze strony rosliny znacznego nakladu energii. Pierwiastek ten
moze by¢ wykorzystany do budowy zwiazkéw organicznych do-
piero po redukcji azotanéw do amoniaku, podczas ktorej
do atomu azotu zostaje przylaczone w sumie 8 elektronéw.

NO, + 8¢ +10H — NH; + 3H,0

Redukcja jonéw azotanowych do amonowych przebiega dwu-
stopniowo. Pierwszy etap to redukcja azotanéw do azotynéow
katalizowana przez reduktaze azotanowa (NR, oksydore-
duktaza NADH: NO,, EC 1.6.6.1), przebiegajaca zgodnie z reakcja:

NO, + NADH + H' - NO, + NAD + H,0

Reakcja ta zachodzi w cytoplazmie komorek, a dawcg elektro-
noéw do redukcji jonow NO, jest NADH. Reduktaza azotanowa
jest homotetramerem, ktory w kazdej z 4 podjednostek zawiera
FAD, cytochrom b, oraz molibdenopteryne (rysunek 10.1).

NADH + H' FAD > (2 Cyt b, (Fe™) Mo“; <,
NAD® ) <FADH2 2 Cytbg, (Fe”)> <4Mo”
Reduktaza azotanowa jest enzymem indukowanym,
tzn. jest syntetyzowana tylko w obecno$ci substratu, czyli azota-
now. Aktywno$¢ tego enzymu jest proporcjonalna do stezenia
azotan6w w komorce. Synteza reduktazy azotanowej jest regulo-

wana przez azotan na poziomie ekspresji genu. Ponadto obecnosé
azotanow jest niezbedna do utrzymania odpowiedniego poziomu
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biatka reduktazy azotanowej, ktére pozbawione dostepu do
substratu ulega degradacji. Synteza biatka reduktazy azota-
nowej oraz aktywno$¢ tego enzymu sa rowniez kontrolowane
przez Swiatlo. Czynnikiem warunkujacym aktywnos$é reduktazy
azotanowej jest takze obecno$é molibdenu.

Drugim etapem jest redukcja azotynéw do jonéw amo-
nowych katalizowana przez reduktaze azotynowa (NiR,
oksydoreduktaza ferredoksyna: NO,, EC 1.7.7.1), przebiegajaca
zgodnie z reakcja:

NO,+6Fd, , +8H —NH +6Fd, +2H,0

Reakcja ta zachodzi w chloroplastach, a w niefotosyntetyzuja-
cych czeSciach roslin (np. w korzeniach) — w innych plastydach.
Dawca elektronow do redukcji azotynéw jest zredukowana ferre-
doksyna (Fd). W fotosyntetyzujacych tkankach roélin redukcja fer-
redoksyny zachodzi w fazie jasnej fotosyntezy. Natomiast w tkan-
kach niefotosyntetyzujacych ferredoksyna jest redukowana przez
NADPH, - pochodzacy ze szlaku pentozofosforanowego. Powstaja-
ce jony amonowe moga by¢ nastepnie wbudowywane w strukture
aminokwaso6w, co stanowi wlasciwa asymilacje azotu.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Oznaczenie aktywnosci reduktazy azotanowej w liscieniach ogérka oraz
wykazanie zaleznosci miedzy aktywnosciqg tego enzymu w liscieniach

a stezeniem azotandéw w podtozu hodowlanym.

Doswiadczenie |

Materiat

nasiona ogoérka, bibula filtracyjna, lignina, papier milimetrowy

Sprzet laboratoryjny

plastikowy pojemnik o pojemnosci okolo 2 dm? do hodowli sie-
wek, cieplarka, skalpel, peseta, 3 szalki Petriego o érednicy 9 cm,
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4 buteleczki 10 cm?® z korkami, sitko plastikowe, pipety (0,1-
5 cm?), 20 probéwek szklanych, kuwety spektrofotometryczne,
spektrofotometr

I.A. HODOWLA ETIOLOWANYCH SIEWEK OGORKA

Nasiona ogbrka wysia¢ do plastikowych pojemnikéw na warstwe
ligniny zwilzona wodg destylowang. Siewki hodowaé w ciemno$ci,
w temperaturze 25°C przez 5 dni.

I.B. HODOWLA LISCIENI

Odczynniki

roztwory KNO, o stezeniach: 0,011 0,1 M, roztwoér penicyliny
o stezeniu 5 mg cm3

Przygotowac 3 szalki Petriego o §rednicy 9 cm. Do kazdej wlo-
zy¢ 2 krazki bibuly filtracyjnej i wla¢ po 5 cm® odpowiedniego
roztworu KNO, do hodowli liScieni:

a) H,0O destylowana (kontrola),

b) 0,01 M KNO,,

¢) 0,1 M KNO,.

Do kazdej szalki dodac po 0,1 cm?® roztworu penicyliny o ste-
zeniu 5 mg cm=3.

Siewki ogorka wyjaé z pojemnikéw do hodowli i ulozy¢ na bi-
bule. Za pomoca skalpela odcina¢ licienie od hypokotyla siewek.
W kazdej szalce Petriego umie$cié¢ 20 liscieni tak, aby byly one
skierowane wewnetrzna strona do géry. Hodowle liScieni prowa-
dzi¢ na Swietle, w temperaturze 24—25°C przez 2 dni.

I.C. INKUBACJA LISCIENI W ROZTWORZE ZAWIERAJACYM
AZOTAN

Odczynniki

0,1 M bufor fosforanowy pH 7,5 zawierajacy 0,02 M KNO,
i 5% n-propanol

Wykonanie doswiadczenia

Do 4 buteleczek o pojemnoéci 10 ecm?® wlaé po 5 cm?® 0,1 M bufo-
ru fosforanowego pH 7,5 zawierajgcego 0,02 M KNO, i 5%
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n-propanol. Z kazdej szalki Petriego liScienie przenie$c¢ pe-
setg na sitko, oplukaé woda destylowana i delikatnie osuszyc
na bibule. W 3 buteleczkach umiesci¢ po 5 liScieni z poszcze-
gblnych wariantéw hodowli. W kazdym zestawie jedna bute-
leczka nie zawiera li$cieni i stanowi kontrole. Buteleczki po-
zamykac korkami i umie$cié w cieplarce o temperaturze 27°C
na 0,5 godziny.

I.D. OZNACZANIE AKTYWNOSCI REDUKTAZY
AZOTANOWEJ

Zasada metody

Miara aktywnosci reduktazy azotanowej w liScieniach ogorka jest
ilos¢ azotynoéw powstalych w czasie inkubacji liScieni w buforze
zawierajacym azotan. W metodzie tej oznacza sie stezenie jondow
NO, w plynie poinkubacyjnym.

Odczynniki

0,02% chlorowodorek N-(1-naftylo)-etylenodiaminy (NEA),
1% sulfanilamid (SA) w 3M HCl, roztwér wzorcowy NaNO, o ste-
zeniu 60 nmol cm=

Wykonanie doswiadczenia

Po zakoniczeniu inkubacji doktadnie wymiesza¢ zawarto$é bu-
teleczek. Dla kazdego wariantu (kontrola + 3 warianty hodowli)
przygotowacé po 2 probowki, do ktorych nalezy przeniesé po1cm?
inkubatu z odpowiednich buteleczek. Nastepnie do kazdej pro-
bowki dodaé 0,5 cm?® 1% SA i 0,5 cm?® 0,02% NEA. Zawarto$é
probowek dokladnie wymieszaé i umies$cié je w ciemno$ci na
10 minut. Po dodaniu 2 cm® wody destylowanej i wymieszaniu
oznaczy¢ absorbancje roztworéw w kuwetach spektrofotome-
trycznych przy dlugosci fali 540 nm wobec kontroli.

Opracowanie wynikow

Korzystajac z krzywej wzorcowej (por. pkt I.E), odczytac zawar-
to$¢ jonow NO, w badanych probach i dla kazdego wariantu ho-
dowli obliczy¢ aktywno$c¢ reduktazy azotanowej w liscieniach
ogorka. Wyniki wpisaé do tabeli 10.1.
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Wariant Objetosc A, Y Aktywno$¢
. . Zawartos¢ .
hodowli inkubatu po 0,5 godz. NO [nmol] reduktazy azotanowej
liscieni [cm?] inkubacji 2 [nmol liscien godz.™]
H,0
0,01 M KNO,
0,1 M KNO,

Tabela 10.1. Aktywnos¢
reduktazy azotanowej

. L. w izolowanych
Korzystajac z roztworu wzorcowego KNO, o stezeniu 60 nmol  jiscieniach ogorka

cm~ i wody destylowanej, przygotowaé po 1 cm?® roztwo-
row NO, o stezeniach od 6 do 60 nmol cm™, stosujac gradacje
co 6 nmol cm~. Do probéwek wprowadzi¢ odpowiednig objeto$é
roztworu wzorcowego (wg tabeli 10.2) i uzupelhic¢ woda destylo-
wana do 1 cm?®. Do pierwszej probéwki doda¢ 1 cm® wody de-
stylowanej (proba odczynnikowa).
Nastepnie do 1 cm?® wymieszanych dokladnie roztworéw do-
daé po 0,5 cm?® 1% SA i 0,5 cm® 0,02% NEA. Zawarto$¢ probo-
wek dokladnie wymieszaé i umiesci¢ je w ciemno$ci na 10 mi-
nut. Nastepnie do probéwek dodac po 2 cm® wody destylowanej
i po wymieszaniu oznaczy¢ absorbancje roztwordéw w kuwetach
spektrofotometrycznych przy dlugosci fali 540 nm wobec proby
odczynnikowej. Wyniki wpisac do tabeli 10.2, a na papierze mi-  Tabela10.2.
limetrowym wykres§li¢ krzywa wzorcowg dla NO,, na osi odcig- Ztaeljél:loesr; Eg?jzy
tych (x) zaznaczajgc warto$ci stezenia NO, wnmol cm™, anaosi  , absorbancjazA
rzednych (y) wartoSci absorbancji A, .

I.E. WYKONANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ DLA NO,

540

Stezenie NO, 0| 6 |12 1824 |30 |36 |42 |48 | 54 | 60
[nmol cm3]
Objetos¢ roztworu 0 /01(02(03[04(|05]|06[0,7|08|09]| 1
wzorcowego [cm?]
Objetos¢ wody 1/09(08[0706|05|04|03[02[01] 0
destylowanej [cm?]
A

540

121



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin ||

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.
Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-

sowanych, PWRIiL, Warszawa 2007.

Lewak S., Kopcewicz J., Jaworski K., Fizjologia roslin. Wpro-
wadzenie, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2019.

Szweykowska A., Fizjologia roslin, Wydawnictwo UAM, Po-
znan 2002.






