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Aktywnos¢ reduktazy azotanowej w zdrowych i zakazonych
wirusem X liSciach tytoniu

Nitrate reductase activity in healthy and virus X infected tobacco leaves
EDWARD POJNAR

Zasadniczym pozywieniem azotowym dla organizméw ro$linnych sa
zwiazki mineralne w postaci jonu amonowego i azotanowego. Jon amo-
nowy jest bezposrednio wbudoawny w a-ketokwasy i wprowadzany
w cykl przemian azotowych rosliny. Jon azotanowy ulega najpierw re-
dukcji do amoniaku (Nowotny 1964). Wedlug Mayera i Schul-
zego (1894) redukcja azotanu do amoniaku przebiega w nastepujacy
sposob:

NO; —> NO, — H,N,0, —» NH,0H — NE,

Pierwszy etap redukcji azotanu do azotynu katalizuje enzym reduk-
taza azotanowa, dzialajacy w obecnosci molibdenu, jako czynnego akty-
watora. Jest rzecza charakterystyczng, ze ro$liny gromadzi¢ moga w pew-
nych warunkach znaczne ilosci azotanu, podezas gdy azotyn ulega nagro-
madzeniu w roslinie tylko w wyjatkowych wypadkach. I tak na przyktad
rosliny przy niedostatku molibdenu gromadza duze ilosci azotanu, ktory
ulega redukcji do azotynu w przeciagu zaledwie kilku godzin, po dostar-
czeniu roslinom molibdenu (Hageman, Cresswell i Hewitt
1962; Hewitt, Hucklesby i Betts 1968). Z posrednich zwigz-
kow procesu redukeji azatanu do amoniaku — hydroksylamina jest naj-
bardziej kontrowersyjna. Wiprawdzie obecno$¢ hydroksylaminy w tkan-
kach roslin wyzszych stwierdza wielu autorow (Hewitt, Huckles-
byiBetts 1968), ale Wood (1953) w krytycznym résumé konkluduje,
ze hydroksylamina jest wysoce toksyczna i nie moze by¢ obecna w znacz-
nych ilosciach w roélinie. Wedlug Hewitta, Huckleby i Bettsa
(1968) redukcja azotanu do amoniaku jest niezalezna od hydroksylaminy,
ale hydroksylamina przypuszczalnie pelni specjalng role czynnika regu-
lujacego metabolizm roéliny.

Zakazenie wirusowe rosliny powoduje zaburzenia w zachodzacych
procesach zyciowych rosliny zaréwno z powodu powstawania w komor-
kach roslinnych obcej substancji, jak i reakcji protoplastu (a tym samym
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calego organizmu roslinnego) na inwazje obcego czynnika (Koztlow-
ska 1960).

Wykazanie, w jakim stopniu zakazenie tytoniu wirusem X odbija sie
na pierwszym etapie syntezy azotowej w roslinie, a w szczegélnosci na
aktywnosci reduktazy azotanowej, jest celem niniejszej pracy.

MATERIAL I METODYKA

Doswiadczenia prowadzono na roSlinach tytoniu Nicotiana tabacum
var. "White Burley’, zdrowych i zakazonych szczepem S wirusa X (S a-
laman 1938).

Ekstrakecji enzymoéw z lici tytoniu dokonywano, podobnie jak S an-
derson i Cocking (1964), rozcierajagc material roslinny w ozigbio-
nym do —10°C mozdzierzu. Jak wynika bowiem z doswiadczen C an-
della, Fishera i Hewitta (1957), prowadzonych na roslinach
pomidora, ten sposéb-ekstrakcji daje podobny efekt jak rozcieranie ma-
terialu roslinnego przy uzyciu urzadzen zmechanizowanych. Srodowisko
ekstrakecyjne dla materialu roslinnego stanowil oziebiony bufor fosfo-
ranowy o pH 7,0 z dodatkiem 2 X 103 m cysteiny. Stosowano na jedna
czes¢ wagowg rosliny 4 czesci buforu fosforanowego. Roztarty material
rosliny wirowano przez 20 minut przy 3000 obr./min., w temperaturze
0—4°C, a zebrany plyn znad osadu stanowil surowy material enzyma-
tyczny.

Aktywno$¢ reduktazy azotanowej oznaczano mierzac nagromadzony
azotyn po reakcji. Inkubacje tlenowa prowadzono w otwartych probéw-
kach, ktére podgrzewano przez 30 minut ma lazni wodnej w tempera-
turze 28°C.

Sklad mieszaniny reakcyjnej przedstawial sie nastepujaco:

0,5 ml 0,1 m buforu fosforanowego o pH 17,0

0,1 ml 0,1 m NaNO;

0,1 ml 2 mg/ml NADH

0,2 ml surowego enzymatycznego preparatu.

Dodatek enzymatycznego preparatu do kompletnej mieszaniny reak-
cyjnej rozpoczynal inkubacje. Prob6wki z mieszaning reakcyjng bez zre-
dukowanego dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego stanowily kon-
trole. W tego rodzaju kontroli nie stwierdzano obecnosci aktywnego
enzymu, podobnie jak i w kontrolach z preparatami enzymatycznymi,
gotowanymi przez 3 minuty na wrzacej lazni wodnej.

Inkubacje zatrzymywano dodajac do probowek z mieszaning reak-
cyjna: 0,2 ml 1 m octanu cynku oraz 5 ml 90% etanolu. Po wymieszaniu
zawartosci probowek i odwirowaniu przez 5 minut przy 3 200 obr./min.,
w plynie nad osadem oznaczano zawarto$§¢ NO,. W tym celu do 2,0 ml
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plynu znad osadu dodawano 1 ml 1% sulfanilamidu w 1 n HCI i 1,0 ml
0,01% dwuchlorowodorku N-1-naftylu-etyleno-dwuaminy. Nastepnie po
starannym wymieszaniu pozostawiano probéwki na 30 minut w spokoju,
po ezym oznaczano NO, na ,,Specolu” prod. C. Zeissa, Jena, przy dia-
gosci fali 540 mu, postugujac sie standardowa krzywa dla NO,.

Aktywno$é enzymatyczng wyrazano w mu molach wytworzonego azo-
tynu/mg bialka, w ciagu 1 godziny.

Biatko w preparatach enzymatycznych oznaczano metoda Lowry
i in. (1951). ’

WYNIKI

Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze na aktywnosé¢ reduk-
tazy azotanowej wywiera wplyw: 1) ilos¢ cysteiny w buforze ekstrak-
cyjnym, 2) pH buforu, 3) poziom azotanéw w pozywce, 4) wiek lisci.

Ad 1. Ustalone optymalne stezenie chlorowodorku cysteiny w buforze
ekstrakcyjnym dla reduktazy azotanowej =z liSci tytoniu wynosi
2 X107* m (ryc. 1).
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Ryc. 1. Wplyw ilosci chlorowodorku cysteiny w buforze fosforanowym na aktyw-
noé¢ reduktazy azotanowej z lisei tytoniu
Effect of cysteine HCl quantity in phosphate buffer on mitrate reductase activity
from leaves of Nicotiana tabacum

Ad 2. Aktywnos$é reduktazy azotanowej zmienia sie w zaleznosci od
pH buforu fosforanowego, sporzadzonego wedlug przepisu Colowic-
ka i Kaplana (1955). Reduktaza azotanowa z lisci tytoniu wykazuje
najwyzsza aktywnos¢ w buforze fosforanowym o pH 7,0 (ryc. 2).

Ad 3. Aktywnos¢ reduktézy azotanowej jest nieznaczna w roslinach
hodowanych na glebie, w ktérej zawrtos¢ azotanéw jest mala. Jak wy-
nika z tabeli 1, po kilkudniowym podlewaniu roslin pozywka Long Ash-
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Tabela 1 — Table 1

Wplyw zywienia azotowego i wieku lisci
na aktywno$é reduktazy azotanowej
4 The effect of nitrate feeding and age of leaves
on the activity of nitrate reductase

(Aktywno$é (mp. mole NO,/mg
Lilcle biatka/godz.)
Activity (mp moles NO, accmulated
Leaves /mg drotein/h)
o* | 3% l 5*
6 7.8 96.1 113.0
5 18.4 107.1 121.2
4 7.5 58.6 53.9
3 2.1 16 17
2 0.8 1.0 1.1
1 0.5 0.3 0.2 l

* Liczba dni, w ktéorych rofliny podlewano azo-
tanowa pozywks Long Ashton

* Number of days in which the plants watered
with Long Ashton nutrient solution

ton (Hewitt 1952), w ktorej ilos¢ azotanow zostala podwojona (tab. 2),
aktywno$é tego enzymu wyraznie wazrasta, w stosunkowo krotkim czasie,
po podlaniu podwodjnie azotanowa pozywka.

Tabela 2 — Table 2

Sklad podwoéjnie azotanowej pozywki Long Ashton
(Hewitt 1952)
Long Ashton nutrient solution in which the nitrate had
been doubled (Hewitt 1952)

| ml roztworu
| o i podstawo-
Nr Skladniki g/l wego/l
No. Components ml of base
sulution/l
a KNO; 202 2
9 Ca(NOy), 4H,0 427 4
3 | MgSO, TH,0 | 184 2
4 NaH2P0.| 2H20 208 1
MNSO, 4H,0 4,46
CuSO, 5H,O 0,50
5 ZnS0, TH,0 0,58 0,5
HsBO; . 3‘72
(NH,)Mo0;0,,4H,0 0,07
6 Fe(C;Hs0) 49 0,5 |
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Ryc. 2. Wplyw pH buforu fosforanowego na aktywno$¢ reduktazy azotanowej
z lisci tytoniu
Effect of pH of phosphate buffer on nitrate reductase activity from leaves of
Nicotiana tabacum

Ad 4. Znaczne roznice w aktywnosci reduktazy azotanowej obserwo-
wano w ekstraktach enzyméw z poszezegélnych lisci, réznigeych sig wie-
kiem. Najbardziej aktywne byly ekstrakty z liSci mlodych oraz z lisci
bedacych w pelni rozwoju (np. lis¢ piaty z roslin w stadium szesciu lisci).
Natomiast Slady aktywnosci enzymatycznej wykazujg liscie starsze
(tab. 1).

Opierajac sie na podanych wyzej danych, w ktorych aktywnos¢
reduktazy azotanowej jest najwyzsza, w badaniach nad wplywem zaka-
zenia wirusem X na aktywnos¢ reduktazy azotanowe]j w- lisciach tytoniu
brano liscie zdrowe i zawirusowane o najwyzszej aktywnosci, to jest
liscie pigte z roslin w stadium szesciu lisci. Stezenie chlorowodorku cy-
steiny w buforze ekstrakcyjnym wynositlo 2 X 10=* m, a pH buforu
fosforanowego 7,0. Do$wiadczenia prowadzono w dwoch seriach; w pierw-
szej badano aktywnos¢ reduktazy azotanowej w calych lisciach szczepio-
nych wirusem X i w kontrolnych zdrowych lisciach, pochodzgcych z ros-
lin bedacych w tym samym stadium rozwojowym co rosliny szczepione
wirusem X. W drugiej serii brano do badan poldwki piatego liscia,
szczepione i nie szezepione wirusem X. Liscie po inokulacji pozostawiano
na roslinach.

Dla wyeliminowania ewentualnego wplywu zranienia na aktywnos¢
reduktazy azotanowej, pocierano cale liScie lub nie szczepione polowki
liscia takg samg ilo$cig karborundu, jaksa stosowano szczepigc liscie wi-
rusem X.

W wypadku, gdy zakazano wirusem X caly li§¢ rosliny, tytoniu, ob-
serwowano w poczatkowej fazie zakazenia (gdy objawy zewnetrzne nie
byly jeszcze widoczne, ale zaistniale zakazenie mozna bylo stwierdzic¢
roslinami testowymi) wzrost aktywnosci reduktazy azotanowej w porow-
naniu z lisémi roélin zdrowych (ryc. 3). Z chwilg pojawienia sie nie-
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Ryve. 3. Aktywnosé reduktazy azotanowej w szczepionych (I) i nie szczepionych (2)
wirusem X lisciach tytoniu
Rosliny podlewano podwoéjnie azotonowsg pozywksg Long Ashton
Podlewano podwojnie azotanowa poiywka Long Ashton (Hewitt 1952)
Nitrate reductase activity in Nicotiana tabacum leaves. Plants inoculated (1) and
uninoculated (2) by virus X
Nutrient: Long Ashton selution in which the nitrate was doubled
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Ros$liny podlewano poizywka, w ktérej ilosé azotu nie zostala podwojona
Nitrate reductase activity in halves of Nicotiana tabacum leaves. Plants inoculated
(1) and uninoculated (2) by virus X
Solution with doubled nitrate was not used

znacznych plam nekrotycznych na zakazonych lisciach tytoniu — aktyw-
nos¢ reduktazy azotanowej spada w poréwnaniu ze zdrowymi kontrol-
nymi lisémi. W miare stopniowego powigkszania sie¢ plam nekrotycznych,
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obserwuje sie dalszy spadek aktywnosci reduktazy azotanowej w lisciach .
zakazonych.

W doswiadezeniach prowadzonych na potéwkach lisci kontrole sta-
nowil nie 1lis¢ zdrowy drugiej rosliny, bedacej w tym samym stadium
rozwojowym, ale nie szczepiona polowka tego samego liscia. Ponadtn
jedne rosliny tytoniu rosly na ziemi kompostowej, nie zasilanej pozywka,
a drugie podlewane byly podwéjnie azotanowg pozywka Long Ashton.
Aktywno$é¢ reduktazy azotanowej badano codziennie przez osiem dni,
w poléwkach lisci szczepionych jak i nie szczepionych wirusem X. W ros-
linach, ktére nie byly podlewane podwodjng azotanowa pozywka Long
Ashton aktywnosé reduktazy azotanowej w pierwszym dniu po szczepie-.
niu jest prawie taka sama zaréwno w poldéwce szczepionej, jak i nie
szczepionej, natomiast w drugim dniu wyraznie wzrasta w poléwce za-
kazonej. W trzecim dniu, w ktérym pojawiaja sie juz czasem stabe obja-
wy zakazenia lokalnego wirusem X, aktywno$¢ w obu poléwkach sie
wyréwnuje i od czwartego dnia zaczyna sie obniza¢. Spadek aktywnos$ci
reduktazy azotanowej jest jednak znacznie silniejszy w zakaZonych po-
towkach lisci (ryc. 4). '

W wypadku, gdy rosliny podlewano podwdéjnie azotanowa pozywka
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Ryc. 5. Aktywnosé reduktazy azotanowej poléwek lidci szezepionyeh (1) i nie |
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Nitrate reductase activity in halves of Nocotiana tabacum leaves. Plants inoculated

and uninoculated by virus X
Nutrient: Long Ashton solution in which nitrate was doubled
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- Long Ashton, réznice w aktywnosci reduktazy azotanowej, miedzy szcze-
pionymi poléwkami li$émi i nie szczepionymi — zaznaczaly sie wyraznie]
i to zaraz w pierwszym dniu po zakazeniu i utrzymywaly sie przez drugi
i trzeci dzien (ryc. 5). W czwartym dniu, kiedy objawy nekrotyczne byty

_juz wyraznie widoczne, nastepowal spadek aktywnosci reduktazy azota-
nowej, a roznice w aktywnosci miedzy polowks szczepiong i nie szczepio-
na byly znacznie wieksze niz w doswiadczeniach, w ktoérych rosliny nie
pedlewano podwojnie azotanowa pozywka Long Ashton.

DYSKUSJA

Optymalne stezenie cysteiny w buforze ekstrakcyjnym dla reduktazy
azotanowej z lisci tytoniu waha sie w granicach od 2 X 10—% do
3 X 107% m. Cysteina zabezpiecza reduktaze azotanows przed inakty-
wacjg przez polifenolowa oksydaze (Pojnari i Cocking 1964).

Optymalne pH dla reduktazy azotanowej z lisei tytoniu wynosi pH
7,0, i jest bardzo zblizone do ustalonych optymalnych wartosci dla reduk-
tazy z innych ro$lin wyzszych jak na przyklad z lisei dyni — pH 7,5
(Cresswell 1961), z lisci kalafiora — pH 72 (Cadella, Fisher
i Hewitt 1957), z liSci pomidora — pH 6,5 (Pojnar i Cocking
1964), czy z soi — pH 6,0 (Ewans 1 Nason 19353).

Aktywnos¢ reduktazy azotanowej w roslinach uzalezniona jest od
obecnosci azotanow w podiozu. Czy mamy tu do czynienia ze zwieksza-
niem sie ilosci enzymu w tych warunkach, czy tez wystepujacy tu ,,rezer-
wowy” enzym ulega aktywowaniu, na to pytanie nie mozna da¢ jeszcze
scistej odpowiedzi (Maksimow 1951).

Aktywnos¢ reduktazy azotanowej jest niska w starszych lisciach.
Przypuszcza sie, ze zachodzi tu przemieszczenie sie enzymu z lisci sta-
rzejacych sie do liSei mlodych albo w lisciach starszych enzym ulega
stopniowej inaktywacji.

Zakazenie wirusem X lisci tytoniu odbija sie¢ wyraznie na pierwszym
etapie syntezy azotowej w ro$linie, w czasie ktére] zachodzi redukcja
azotanu do azotynu. Wydaje sie, ze obserwowany wzrost zawartosci wol-
nych aminokwaséw w zakazonych wirusem X lisciach tytoniu, w pigtym
dniu po zakazeniu (Pojnar 1962) oraz w siédmym dniu (Kozlow-
ska i Komusinski 1958) jest zwiazany z wzrostem aktywnosci re-
duktazy azotanowej, dzigki ktérej nowe ilosci azotanéw wlaczane sa
w cykl przemian azotowych rosliny.

Aktywnos¢ reduktazy azotanowej podnosi sie w pierwszym albo dru-
gim dniu po szczepieniu w zakazonych wirusem X lisciach tytoniu.
Zaistnialy wzrost aktywnos$ci reduktazy azotanowej utrzymuje sig przez
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okolo 3 dni, po czym spada dos¢ szybko z chwilg pojawienia sie plam
nekrotycznych mna zakazonych lisciach. W miare pojawiania sig¢ coraz
wiekszej ilosci plam nekrotycznych, obserwuje sie dalszy spadek aktyw-
nosci reduktazy azotanowej w lisciach zakazonych, co niewatpliwie wia-
ze sie z oslabionym przebiegiem syntezy w roslinie, w zwigzku z zamie-
raniem komorek roslinnych.

W doswiadczeniu z calymi lisémi, aktywnos¢ reduktazy azotanowej
w liSciach zdrowych, nie szczepionych, stanowigecych kontrole, utrzy-
muje sie w pigtym, jak i dalszych dniach, liczac od momentu szczepienia
roslin, na tym samym do$¢ wysokim poziomie. Tymezasem w doswiadceze-
niach, w ktérych szczepiono polowe liScia, obserwuje sie w czwartym
dniu i nastepnych dniach spadek aktywnosci reduktazy azotanowej za-
rowno w szczepionej, jak i w nie szczepionej poldéwee liscia. To obnizenie
aktywnosci reduktazy azotanowej spowodowane jest rozprzestrzenianiem
sie infekeji wirusowej na nie szczepiong polowe liscia.

STRESZCZENIE

Aktywnosé reduktazy azotanowej w liSciach tytoniu Nicotiana tabacum var.
"White Burley’ maleje z wiekiem li§ci. W wypadku zakazenia roslin tytoniu wiru-
sem X aktywnos$é reduktazy azotanowej wyrazZnie wzrasta w pierwszych dniach
w zainfekowanych miejscach, a z chwilg pojawienia sie plam nekrotycznych aktyw-
noé¢ reduktazy azotanowej obniza sie dod$é¢ szybko. Intensywniejsze Zywienie azo-
tanowe rosélin — przyczynia sie do weczeéniejszego wzrostu aktywnosei reduktazy
azotanowe] w lisciach zakazonych wirusem X.

Katedra Botaniki WSR,
Krakow, al. Mickiewicza 21

(Wptlynelo 2.5.1969 r.)

SUMMARY

Nitrate reductase activity in the leaves of Nicotiana tabacum var. "White Burley’
decreases with the age of the leaves.

When tobacco plants are infected by virus X, nitrate reductase activity in-
creases very significantly in the infected centres, during the first days of infection,
and when local lesions appear on the leaves, nitrate reductase activity decreases
rapidly. A more intensive nitrate feeding causes an early increase of the activity r:f
nitrate reductase in the laves infected by virus X.
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