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REDUKTAZA AZOTANOWA I REDUKTAZA AZOTYNOWA — KLUCZOWE
ENZYMY ASYMILACJI AZOTANOW W ROSLINACH WYZSZYCH

NITRATE REDUCTASE AND NITRITE REDUCTASE A KEY ENZYMES OF NITRATE
ASSIMILATION IN HIGHER PLANTS

Wstep

Powszechnie przyjmuje si¢, Ze azotanowa forma azotu (N) jest korzystniejszym
7rodlem N dla ro§lin w porownaniu do cmonowej [34]. Przypuszczenie to wynika
z faktu, ze amoniak pobierany przez ro$liny moze powodowa¢ u wielu gatunkéw
zahamowanie wzrostu i rozwoju i w konsekwencji prowadzi¢ do obnizenia plo-
nowania roélin [2, 3, 4, 30, 51]. Jednakze szereg badan [90] wskazuje, ze obydwie
formy N mineralnego sa rownorzednymi Zrédiami azotu dla roélin, a stwierdzane
roznice w reakcji roélin na NH; czy NO; wynikaja gléwnie z cech gatunkowych
oraz zaleza od stezenia NH;" czy NO; i pH $rodowiska zewngtrznego oraz zawar-
tosci innych skladnikéw mineralnych w glebie. W naturalnych ekosystemach za-
réowno amon jak azotan wytwarzane sg z organicznych form azotu w procesach
mineralizacji, a zasoby N w glebach uprawnych wzbogacane s3 ponadto stosowa-
niem nawozoéw mineralnych, zawierajacych gléwnie sole amonowe. Uwzgledniajac
jednak fakt, ze wigkszo$¢ gleb uprawnych wykazuje wlasciwosdci sprzyjajace pro-
cesom nitryfikacji [75], mozna sadzié, ze dominujaca forma azotu mineralnego beda
azotany [34]. Zgodnie z obliczeniami Guerrero i wsp. [32] globalna wielko$¢
asymilacji NO;~ (okolo 2x10* megaton/rok) moze przewyzsza¢ o dwa rzedy
wielko$¢ wigzanego N, z powietrza (okoto 2x 10* megaton/rok). Wydaje si¢ za-
tem, ze problem asymilacji azotu azotanowego jest godny uwagi zaré6wno z punktu
widzenia badari podstawowych jak utylitarnych.

Asymilacja azotanéw

Azotany pobicrane sa przez korzenie roslin w duzych ilosciach i w wigkszosci
transportowane s3 do cze$ci nadziemnych, gtownie do lisci. Cze§¢ pobranych azo-
tanow ulega bezposrednio wykorzystaniu w metabolizmie azotowym ro§lin zaré6wno
2.
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w korzeniach jak w liciach, jednak czg$¢, a niekiedy wigkszo$¢ pobranych NOj
magazynowana jest w wakuolach komérek roélin [31]. Redukcja pobranych NO;
przez ro§liny wyzsze jest podstawowym procesem biologicznym warunkujacym
wlaczenie N azotanowego do azotowych zwiazkéw organicznych ro§lin. W pro-
cesie tym wysoko utleniona form N nieorganicznego (NO;) ulega redukcji do
amoniaku, ktory wigzany jest nastgpnie w formie aminokwaséw. Asymilacja NOy
w roé$linach wyzszych do aminokwaséw katalizowana jest przez kilka enzymow,
wérod ktérych kluczowa role odgrywa reduktaza azotanowa (NR). Enzym ten
przeprowadza reakcje redukcji azotanéw do azotynéw. W nastgpnym etapie ko-
lejny enzym reduktaza azotynowa (NIR) katalizuje dalszg redukcjg NO; do amo-
niaku wzglednie jonu amonowego. Wytworzony NH;” w wyniku redukcji, wia-
czany jest do pierwotnej syntezy aminokwaséw przy udziale zespolu enzymoéw:
syntetazy glutaminowej (GS) i syntazy glutaminianowej (GOGAT), natomiast
udzial dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) jako alternatywnej drogi biosyn-
tezy pierwotnych aminokwaséw z azotanéw jest kontrowersyjny z uwagi na niskie
powinowactwo tego enzymu do amoniaku (K, GDH wobec amoniaku okoto
5—75 mM) [56] w porownaniu do wysokiego powinowactwa GS wobec amonika-
ku (K, dla GS wobec amoniaku okoto 10—100uM) [[55].

Reduktaza azotanowa

Reduktata azotanowa (NR, oksydoreduktaza NADH:NO;; EC 1.6.6.1) jest
flawino-hemo-molibdeno proteing katalizujaca reakcj¢ przeniesienia dwu ele-
ktronéw z NADH na NO; z wytworzeniem NO; [64] zgodnie z reakcja:

NO; —-NOj
NADH NAD+

Prawie wszystkie dotad zbadane ro$liny wyzsze wykorzystuja NADH jako dawce
elektrondéw. Zawieraja zatem NADH—NR (EC 1.6.6.1) o optimum pH 7,5 i sta-
lej Michaelisa dla NO; 200 uM i dla NADH 2 uM [6, 32]. Niektore rosliny takie
jak siewki ryzu [80], korzenie i tarczka zarodkowa kukurydzy [15, 72], licienie
i liScie soi [14, 60, 66] zawieraja bispecyficzna NAD(P)H—NR (EC 1.6.6.2), ktora
wykorzystuje NADPH lub NADH jako réwnorzedne donory elektronéw. Z badan
Campbella [16] wynika, z2 NAD(P)H—NR jest innym typem enzymu o wyzszym
K,, (okoto 4 mM) dla azotanéw i nizszym optimum pH (okoto 6,5) [14]. Obydwie
formy enzymu mozna rozdzieli¢ przy pomocy chromatografii powinowactwa [72].
Przypuszcza si¢, z2 NADH—NR i NAD(P)H—NR sa dwiema genetycznie roz-
nymi formami NR [89]. Nalezaca do tropikalnych straczkowych Erythrina sene-
galensis jest jedyna znang roélina, ktéra zawiera wylacznie NAD(P)H—NR [93].
Przypuszcza sig, ze obydwie formy NR moga wystgpowaé w tkankach roSlin, szcze-
golnie w korzeniach, przy czym funkcja fizjologiczna NAD(P)H—NR nie jest
jasna, gtownie dlatego, ze zwykle wystepuje obok NADH—NR, ktéra to forma
jest dominujaca w korzeniach [92]. Ostatnio [91, 92] znaleziono w liSciach soi trzy
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typy NR: 1. Monospecyficzna NADH—NR o optimum pH 7,7. 2. Bispecyficzng
NAD(P)H—NR o optimum pH 6,5 oraz 3. NADH—NR (dotychczas nie skata-
logowana) o optimum pH 6,5 zdolng do wykorzystania NADH (K,, okolo 1,4 M)
w duzo wigkszym stopniu niz NADPH (K, okolo 15 M) [14]. Poniewaz druga
i trzecia forma NR wystepowaly w lisciach soi gdy ro§linom nie podawano NOj,
przypuszcza si¢ [92], ze sa to formy tzw. konstytucyjnej NR w odréznieniu od
NADH—NR, ktora uwazana jest za enzym indukcyjny.

Struktura i funkcja NR

Reduktaza azotanowa wystepuje w wigkszosci ro§lin we wszystkich organach,
szczegdlnie gdy #zrédlem azotu sa NO;. Subkomérkowa lokalizacja NR byla
do niedawna kontrowersyjna, ale ostatnie dane potwierdzily wcze$niejsze przy-
puszczenia o cytosolowej lokalizacji NR [7]. Jest zatem enzymem rozpuszczalnym
i prawdopodobnie nie wystgpuje w organellach.
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Rys. 1. Model dimeru natywnei reduktazy azotanowej w roslinach wyzszych [16]. Liniami przerywanymi

z kropka (——) zaznaczono centra aktywne enzymu (wiazanie donora elekironéw i redukeji NOy).

Liniami przerywanymi oddzielono poszczegblne komponenty enzymu (FAD — dwunukleotyd adenio-
no-flawinowy, cyt. by — cytochrom by, Mo-cof — Mo-pteryna).

Struktura i funkcja najbardziej rozpowszechnionej formy NR mianowicie
NADH—NR byta przedmiotem licznych badaft w preparatach izolowanych z lisci
szpinaku [27, 58, 64], tytoniu [53], jeczmienia [83], pszenicy [43], dyni [73] 1 kuku-~
rydzy [76]. Natywny enzym z wszystkich badanych ro$lin wyzszych jest dimerem
(rys. 1) dwu identycznych podjednostek o cigzarze molekularnym 200000 do
270 000. Kazda podjednostka o cigzarze molekularnym 110 000 do 115000 zawie-
ra trzy grupy prostetyczne: FAD [35, 73], zelazo hemowe zidentyfikowane jako
cytochrom typu bss, [53, 63, 73, 86] oraz kafaktor molibdenowy o nazwie Mo-pte-
ryna (pteryna — heterocykliczny sktadnik wystepujacy w kwasie foliowym) [73,
85]. Stwierdzono, ze grupa prostetyczna calego enzymu zawiera jeden FAD, jeden
hem i jeden atom molibdenu na kazda podjednostke o cigzarze molekularnym
115 000 [73]. Obydwie podjednostki w natywnym enzymie tacza sig, przy czym miej-
sce wigzania jest bardzo wrazliwe na dzialanie enzyméw proteolitycznych [16].

Model funkcyjny podjednostki NADH—NR przedstawia rys. 2. W natywnym
enzymie kazda z dwu podjednostek dziala niezaleznie w transporcie elektronow
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Rys. 2. Model funkcy}ny podjednostki NR. Strzatki wskazuja kierunzk transportu elekrrondéw z NADH

na NO, Zaznaczono rowniez czastkowe aktywnosci NR. SH — miejsce aktywne, zawierajace grupe

tiolowa, FeCN — zelazicyjanek, MV — metylviologen. Litery o i r oznaczaja odpowiednio utleniong
. i zredukowana forme. Pozostale oznaczenia jak pa rys. 1 [16].

i katalizowaniu redukcji NO; . Na modelu tym mozna wyodrgbni¢ dwa oddzielone
przestrzennie miejsca aktywne, z ktorych jedno lezace w poczatkowej (proksymal-
nej) czesci czasteczki enzymu, przekazuje elektrony z NADH a drugie lezace w koni-
cowej (distalnej) czeéci czasteczki enzymu, zwigzane jest z redukcja NOj przy
udziale Mo. Transport elektronéw przebiega przez FAD i nastgpnie cytochrom
bss; do Mo-pteryny i ostatecznie na NOj.

Obok gléwnej aktywnoSci NADH—NR zwiazanej z redukcja azotanow, NR
izolowany z tkanek roélin wyzszych wykazuje in vitro dwie dodatkowe aktywnosci
czastkowe [5, 81] zwigzane z dwoma aktywnymi miejscami w podjednostce NR.
Pierwsza czastkowa aktywno$¢ NR tzw. aktywno$¢ dehydrogenazowa (diaforaza)
wrazliwa na inhibitory grup tiolowych (np. p-hydroksyrteciobenzoesany; p—HMB)
umozliwia in vitro przeniesienie elektronéw z NADH na rézne akceptory takie
jak utleniony cytochrom c, zelazicyjanek i inne. W rezultacie nie dochodzi do re-
dukcji NOj, jezeli do systemu zawierajacego NR wprwadzi si¢ ktory§ z akcepto-
réow elektronéw, wzglednie, jezeli ro$linom poda si¢ p-HMB, ktéry blokuje tran-
sport elektronéw z NADH na centrum aktywne lezace w proksymalnej czgéci
enzymu. Aktywno$¢ dehydrogenazowa okresla si¢ zwykle symbolem CR—NR jako
aktywno$é reduktazy cytochromu c. Usunigcie Mo [29] lub podstawienie Mo przez
wolfram [62, 101] czy zablokowanie NR przez meta- lub ortowanadan sodu [10,
11 oraz nieopublikowane dane] nie wplywa na aktywno§¢ CR—NR. Sugeruje to,
7e funkcja dehydrogenazy zwiazana jest z poczatkowym regionem podjednostki
NR obejmujacym miejsce wiazania NADH i flawohemoproteing [9, 96]. Druga
czastkowa aktywno§é NR (ryc. 2) zwigzana jest z koricowym regionem enzymu
i wykazuje zdoInoéé do rekucji NO; nawet woéwczas, gdy zablokowany jest lari-
cuch transportu elektronéw z NADH, o ile do ukladu NR wprowadzi si¢ zredu-
kowany FMN lub sztuczny reduktor — metylowiologen [81, 11]. Poniewaz zablo-
kowanie Mo przez cyjanki czy azydki wzglednie przez jony wanadu, ktére nie
blokuja aktywnosci CR—NR (Buczek, dane nieopublikowane) uniemozliwia
redukcje NOj, jest oczywiste, ze aktywnoS¢ NR pod wplywem zredukowanych
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flawin czy innych reduktorow jest funkcja koricowego regionu faricucha transportu
elektronow w podjednostce NR.

Fizjologiczna funkcja poszczegdlnych .aktywnosci czastkowych NR nie jest
poznana. Jednak na podstawie pewnych eksperymentéw mozna sadzié, ze te ak-
tywnoSci NR obok aktywnosci gtéwnej zwiazanej z redukcja azotanéw moga od-
grywaé pewna role fizjologiczng w roSlinach. Znaleziono np. ze NADH—NR
z liscieni dyni redukowat Fe®*+ do Fe®**+ w Fe-sideroforze bakteryjnym tzw. ferrio-
ksyaminie B [19] oraz inne Fe-siderofory z Aromonas hydrofilia [20]. Ostatnio Sma-
relli i Castignetti [21, 84] wykazali, z¢ NADH-—NR z liScieni dyni katalizowat
redukcje¢ Fe-fitosideroforu (sa to produkowane przez ro$liny siderofory chalatu-
jace Fe®*, 59) z jeczmienia, przy czym optimum pH dla redukcji Fe-fitosiderofo-
réw z jeczmienia wynosito 6,0, podczas gdy dla redukcji NOy — 7,5. Podobna
aktywno$¢ wykazywala NR wobec cytrynianu zelazowego. Autorzy przypuszczaja,
ze aktywno$¢ dehydrogenazowa CR—NR zwiazana z poczatkowym regionem
enzymu moze w korzeniach roélin funkcjonowaé jako reduktaza dla kompleksu—
Fe®+ uczestniczac w asymilacji zelaza przez komorki roslin.

Inne doniesienia sugeruja udziat czastkowej aktywnosci NR w procesach zwia-
zanych z generowaniem powierzchniowych potencjatléw redoksowych. Mianowicie
Jones i Morel [42] sugerowali, Ze w okrzemkach z rodzaju Thalassiosira, obok
rozpuszczalnej formy NR wystepuje reduktaza azotanowa zwiazana z plazma-
lemma zdolna do redukcji pozakomoérkowych akceptorow elektronow. Wedlug
autorow, reduktaza ta funkcjonuje jako trans-plazmalemmowa pompa protonowa
przekazujgc elektrony na zewnatrz blony przy udziale dehydrogenazowej aktyw-
noSci NR. Autorzy przypuszczajq, iz energia uwalniana na skutek transportu ele-
ktronéw i protonéw przez plazmalemme¢ moze zuzywaé si¢ bezposrednio lub po-
§rednio w pobieraniu azotanéw lub innych jonéw. Badania te nawiazuja do wczes-
niejszej hipotezy Butz i Jackson [13], ktérzy sugerowali wystgpowanie w plaz-
malemmie komorek roélin kompleksu enzymu: reduktaza azotanowa—ATPaza
odpowiedzialnego za pobieranie NO; przez komorki.

Rys. 3. Proponowany model kofaktora molibdenowego (Mo-pteryna) [41].

Molibden wchodzacy w sklad wszystkich molibdenoenzyméw (reduktaza azo-
tanowa, dehydrogenaza ksantynowa, oksydaza siarczynowa) ro$lin wyzszych z wy-
Jjatkiem nitrogenazy [67, 79] wystepuje w formie kompleksu utworzonego pomigdzy
Mo a fosforylowana pteryna o nazwie molibdenopteryna lub kofaktor molibde-
nowy (Mo-pteryna, Mo-Co) [39, 40, 41] o przypuszczalnej strukturze przedstawio-
nej na rys. 3. Laficuch boczny zawiera co najmniej 4 atomy wegla i dwa atomy
siarki. Przypuszcza si¢, ze pteryna funkcjonuje jako chelator Mo wigzac go z bial-
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kiem i nadajagc mu tym samym biologiczng aktywno$¢ [100] oraz wplywajac na
dimeryzacj¢ podjednostek flawino-hemowych [45, 47]. Natura wigzania Mo nie
jest jeszcze w pelni poznana, ale przypuszcza si¢, na podstawie badan z zastosowa-
niem EPR i innych [8, 23], Zze podstawowa rol¢ w wigzaniu Mo odgrywaja atomy
siarki i atomy tlenu grupy fosforanowej. Okazalo si¢, ze wystgpowanie Mo—Co
w tkankach roSlin jest niezalezne od §wiatla i azotandéw, chociaz obecnos¢ NO;
podwyzszala zawarto§¢ Mo-pteryny w liSciach kukurydzy [18].

Reduktaza azotynowa

Drugim etapem asymilacji azotanéw jest redukcja azotynéw do amoniaku.
Proces ten przebiega przy udziale reduktazy azotynowej (NIR, oksydoreduktaza
ferredoksyna: NO; ; EC 1.7.7.1) zgodnie z reakcja:

NO; ——NH;
(Fd)  (Fd)

Wystepujaca w ro§linach wyzszych NiR katalizuje przeniesienie 6 elektronow z zre-
dukowanej ferredoksyny (Fd,) na azotyn redukujac go do NH;". W zielonych tkan-
kach roflin wyzszych NiR wystepuje w chloroplastach [25, 32], wykorzystujac
zredukowana ferredoksyne jako dawce elektronéw. Enzym wyodrebniono i oczysz-
czono z liSci dyni [36], szpinaku [37, 38, 98], jeczmienia [78] i pszenicy [82]. Oka-
zato si¢, ze NIR jest monomerem o ci¢zarze molekularnym 61 000 do 63 000.
Jako grupe prostetyczna zawiera jedna tetranuklearna czasteczke Fe,S, sprzezona
z hemem [28, 48, 50, 98]. Hem wystepujacy w NIR zidentyfikowano [57] jako Fe-te-
trahydroporfiryng (sirohem) typu izobakteriochloryny zawierajaca 8 reszt karbo-
ksylowych w bocznych 1laricuchach. Szereg badan [1, 97, 98] wykazalo, ze si-
rohem jest miejscem wiazania substratu (NO;) w iloSci 1 mol NO; na mol enzy-
mu. Przypuszcza si¢ [1, 36, 98], ze Fd, przekazuje elekrtony poprzez centrum aktyw-
ne Fe,S, i sirohem na NO; zgodnie ze schematem:

Fd, - [Fe,S;] — sirohen — NO;

Reakcja przebiega prawdopodobnie zgodnie ze schematem przedstawionym na
rys. 4. W pierwszej kolejnosci dochodzi do redukcji sirohemu przez elektron prze-
kazywany przez Fd,. Umozliwia to tworzenie si¢ kompleksu NO-sirohem, co z ko-
lei warunkuje redukcje¢ centrum Fe,S, i dalsza transformacje¢ NO-sirohemu do
kompleksu enzym—NHj,. Proces ten zwiazany jest z rGwnoczesnym przekazaniem
przez Fd, dalszych 5 elektronéw poprzez centrum FeS. NIR moze redukowaé
obok NO,~ réwniez hydroksyloaming, ale aktywno$¢ redukcyjna jest bardzo staba
po oczyszczeniu enzymu [102].

W niezielonych tkankach roélin wyzszych (korzenie) NIR jest zlokalizowana
w plastydach [25, 49, 54, 65, 94]. Do niedawna funkcjonowanie NIR w Kkorze-
niach bylo niejasne ze wzgledu na nieznane Zr6dto donoréw elektronéw. W doswiad-
czeniach in vitro NIR funkcjonowal tylko wtedy, gdy do mieszaniny reagujacej
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Rys. 4. Proponowany model redukcji azotynéw w zielonych tkankach roslin [57]. Fd, i Fd, odpowiednio
zredukowana i utleniona forma ferredoksyny.

wprowadzono zredukowana ferredoksyne¢ lub zredukowany metylviologen, na-
tomiast NADH czy NADPH okazaly si¢ malo skuteczne. Jednakze badania Kto-
bus [46] wykazaly, ze w korzeniach peluszki NIR funkcjonuje wykorzystujac
NADH z szlaku fosforanéw pentoz oraz NADPH pochodzacy z ulteniania kwa-
séw organicznych przy udziale zaleznej od NADP+ dehydrogenazy jablczanowe;.
Do dzisiaj nie znaleziono jednak przekonywujacych danych wyjasniajacych mecha-
nizm redukcji NO; w korzeniach.

Pewne $wiatlo na proces redukcji NO; w korzeniach rzucity badania Nino-
miya i Sato [61] oraz Suzuki i wsp. [95], ktérzy wyodrebnili z niezielonych kul-
tur tkanek tytoniu i z mlodych korzeni kukurydzy, noénik elektroné6w podobny
do ferredoksyny wystepujacej w liSciach. Wyzej cytowani badacze sugeruja, Zze zna-
leziony przez nich no$nik ferredoksyno-podobny jest pewnym typem ferredoksyny
o ciezarze molekularnym okolo 19 500 oraz wykazuje wysoka aktywno$¢ jako daw-
ca elektronéw w redukcji azotynéw w proplastydach komérek tytoniu. Z drugiej
strony Suzuki i wsp. [95] opisali reduktaz¢ nukleotydéw pirydynowych w tkan-
kach korzeni kukurydzy wykazujac, ze moze ona przenosi¢ elektrony z NADH
czy NADPH na ferredoksyn¢ wyodrebniona z liSci lub na bialtko feredoksyno-po-
dobne uzyskane z korzeni i dalej na cytochrom c. W tych ukladach NADH czy
NADPH moga petnié rolg substratow dla NIR w korzeniach. Okazato si¢ dalej,
ze biatko ferredoksyno-podobne z korzeni kukurydzy jest bardzo podobne, ale
nie identyczne, z biatkiem ferredoksyny z liéci [95]. Ostatnio Wada i wsp. [99]
wyizolowali z korzeni rzodkiewki ferredoksyne, ktéra wykazywala charakterys-
tyczne spektrum absorpcyjne whaéciwe dla ferredoksyny liSciowej, réznigc si¢ jed-
nak skladem aminokwasowym. Ferredoksyna wyodrebniona z korzeni zdolna byta
do przenoszenia elektronéw z podsiarczynu sodu na NIR izolowany z korzeni
gorczycy, jak réwniez posredniczyla w fotoredukcji NADP+ z rozbitych chloro-
plastéw szpinaku [99]. Powyisze badania sugeruja, ze w korzeniach wystepuje
pewien typ ferredoksyny funkcjonujacej jako czynnik redoksowy enzyméw zalez-
nych od ferredoksyny np. Fd-NIR czy Fd-GOGAT [99].
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Regulacja redukcji azotanéw i azotynéw

Podstawowym czynnikiem regulujacym proces redukcji azotandw w tkankach
roélin jest aktywno$é enzyméw NR i NIR uczestniczacych w szlaku redukcyjnym.
Z reguly poziom aktywno$ci NIR w réznych typach tkanek ro$linnych przewyisza
poziom aktywnosci NR [32], co jest zjawiskiem korzystnym, gdyz rzadko obser-
wuje si¢ akumulacje NO; w tkankach roslin [12]. Wydaje si¢ zatem, Ze kluczowa
role w regulacji redukcji azotanéw do amoniaku odgrywa raczej pierwszy etap,
mianowicie redukcja NO;, a jednym z gtéwnych czynnikéw limitujacych poziom
aktywnoéci calego procesu redukcji jest dostgpno$é substratu (NOj) dla systemu
redukujacego.

Zar6wno NR jak NIR s3 enzymami indukcyjnymi, indukowanymi przez NOy
[5, 6, 32, 44, 71], chociaz NIR indukowany jest gléwnie przez NO;. Zaopatrzenie
roslin, wzglednie dostgpnos$¢ substratu (NO;) dla systemu redukujacego azotany
jest zatem waznym czynnikiem kontrolujacym sprawne funkcjonowanie systemu.
W zwiazku z tym procesy takie jak pobieranie NO; oraz magazynowanie i dys-
trybucja NO; i NO; w tkankach ro§lin, odgrywaja podstawowa rol¢ w regulacji
poziomu redukcji NO; do amoniaku [52]. Jezeli ro§linom glodzonym na azot poda
si¢ NOj', obserwuje si¢ po pewnym czasie (okres zwloki) szybki wzrost aktywnosci
NR i NIR, ktéry trwa do kilku godzin az do momentu osiaggnigcia stanu stacjo-
narnego. Jednakze obserwowane zmiany w poziomie aktywnos$ci NR i NIR moga
wynika¢ albo z aktywacji lub inaktywacji znajdujacych si¢ w komorkach bialek
enzymu wzglednie z syntezy enzymo6w lub ich degradacji.

Badania ostatnich lat, przeprowadzone w oparciu o bardzo czule immunolo-
giczne metody iloSciowego oznaczania bialek enzyméw wskazuja, Ze azotany oraz
$wiatlo sa niezbednymi czynnikami indukcji enzyméw uczestniczacych w redukcji
NO; do NH; oraz, ze indukcja polega na biosyntezie de novo bialek apoenzy-
méw NR i NIR. Doswiadczenia Somersa i wsp. [83] przeprowadzone na liSciach
jeczmienia z zastosowaniem immunoforetycznej metody wykrywania bialek wy-
kazaly, ze aktywno$é enzymu rosta od poziomu zerowego réwnolegle ze zwigksze-
niem si¢ poziomu biatka NR. Z kolei, gdy usunigto z pozywki NO;, w ktorej
rosty siewki jeczmienia, szybko zmniejszal si¢ poziom bialka i aktywno$¢ NR.
Podobnie, gdy siewki dyni traktowano NO;, obserwowano indukcj¢ zaréwno
aktywnoéci enzymu jak biatka NR w liScieniach roélin [24]. Cytowane wyzej prace
sugerowaly, ze NR nie moze wystgpowaé w formie nieaktywnej czy zapasowej
w tkankach roélin, gdy usunie si¢ sygnat azotanowy niezbedny dla indukcji enzymu.
Bardziej doktadna analize przeprowadzili Remmler i Campbell [74] na liSciach
kukurydzy po zastosowaniu czulej immunochemicznej metody iloSciowego ozna-
czenia biatka (ELISA). Autorzy ci wykazali, Ze biatkko NR pojawito si¢ wczesniej
po podaniu NOj niz aktywno$§é NR co sugeruje, ze biosynteza NR zachodzi rze-
czywiscie de novo w reakcji na NO; oraz, ze indukcja NR polega na biosyntezie
apoenzymu reduktazy azotanowej, a nie na aktywacji nieaktywnej lub zapasowej
formy NR.

Rozwazany jest réwniez problem, czy NO; moga wplywa¢ na poziom mRNA
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kodujacego biatko NR (NR—mRNA). Szereg badan doprowadzilo ostatecznie do
wniosku, ze roéliny rosnace na $wietle bez azotanéw zawieraja znikome iloSci NR—
mRNA [16, 22]. Dokarmianie ro§lin azotanami, zwigkszylo wielokrotnie poziom
NR—mRNA. Mozna zatem przypuszczal, ze zachodzi korelacja mi¢dzy poziomem
NR—mRNA a poziomem bialka enyzmu i aktywnoscia NR oraz, Zze NO; na
blizej nieznanej drodze wplywaja na transkrypcj¢ mRNA specyficznego dla kodo-
wania sekwencji aminokwasow apoenzymu NR [16]. Powyzsze wnioski wymagaja
dalszych badan, ale juz dzisiaj wiadomo, ze NOj indukuje transkrypcj¢ poprzez
specyficzne biatko regulatorowe.

Pojawienie si¢ NR i NIR w tkankach roslin jest silnie zalezne od $wiatla [26,
88], przy czym, jak wykazal Rajasekhar i Mohr [69], w procesie tym posredni-
czy fitochrom. Jednakze indukcja NR i NIR pod wplywem $wiatla zachodzi tylko
wtedy, gdy komorki pobieraja NO;™ [17, 77]. Uwaza si¢ zatem, ze NOj odgrywa
gléwna i pierwotna role w indukcji enzymoéw asymilacji azotanéw, natomiast
$wiatto jedynie moduluje pojawianie si¢ NR i NIR w obecnosci NO;. Doswiad-
czenia przeprowadzone na liSciach kukurydzy przez Remmlera i Campbella
[74] potwierdzity powyzsze przypuszczenie. Mianowicie, gdy do etiolowanych lisci
kukurydzy uprzednio glodzonej na azot wprowadzono NOj; i pozostawiono
w ciemnoéci, bardzo wolno zwigkszal si¢ poziom biatka i aktywno$¢ NR. Jednakze
z chwilg przeniesienia lisci kukurydzy na $wiatlo obserwowano istotne zwigkszenie
poziomu bialka i aktywnoéci enzymu. Stwierdzono réwniez [74], ze poziom NR—
mRNA w etiolowanych liSciach kukurydzy uprzednio glodzonych na azot, a nast¢p-
nie traktowanych azotanami w ciemnosci zwigkszat si¢ nieistotnie, podczas gdy
te same liScie traktowane $wiatlem zawieraly wysoki poziom NR—mRNA. Dane
powyzsze wskazuja, ze §wiatlo wywiera wplyw raczej na transkrypcj¢ NR—mRNA
ale tylko w obecnosci NO; [68]. Prawdopodobnie podobny wplyw §wiatta dotyczy
indukcji NIR, Mianowicie immunologiczne badania Gupta i Beeversa [33] su-
gerowaly, ze NO;™ i §wiatlo wplywaly na de novo syntezg NIR [70]. Ostatnio dos-
wiadczenia przeprowadzone na NIR z lidci szpinaku wykazaly, Ze wprowadzenie
NO; powoduje intensywne zwigkszenie poziomu mRNA kodujacego biatko NIR
[2]. Jednak nie jest pewne, czy chodzi tu o modulowanie procesu transkrypcji,
czy stabilizacji produktu dzialania mRNA.

Praca wykonana w ramach problemu: CPBP 5.02.
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