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ABSTRACT. Nitrite reductase (NiR) was extracted from seedlings of winter triticale cultivar Mo-
reno in the form of homogenous protein fraction with molecular weight of about 61 kDa, charac-
terised by maximum of absorption at 280 and 390 nm. Differences in specific activity of enzyme
isolated from plants cultivated in different conditions (garden soil, Hoagland's diet) suggest that
NiR may be induced by light and nitrate ions presence in arable medium.
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Wstep

Reduktaza azotynowa (E.C. 1.7.7.1; NiR) jest jednym z dwoch komponentéw en-
zymatycznych fotosyntetycznego systemu redukcji azotanu. Vega i in. (1980) podaja,
ze jest to enzym chloroplastowy zalezny od ferredoksyny, ktory katalizuje 6-elektro-
nowa redukcjg azotynu do amoniaku. W ostatnich latach opublikowano kilka prac na
temat przebiegu asymilacyjnej redukcji azotanu do jonu amonowego. Dokonano m.in.
oczyszczenia i charakterystyki NiR otrzymanej z lisci szpinaku (Vega i in. 1980), ryzu
(Ida i in. 1989) i jeczmienia (Sin-Ming i in. 1990). Jednak w pszenzycie ozimym en-
zym ten nie byl dotychczas badany.

Celem podjetych badan bylo oznaczenie aktywnosci oraz okreslenie niektorych wia-
sciwosci fizykochemicznych reduktazy azotynowej wyizolowanej z siewek pszenzyta
ozimego odmiany ‘Moreno’.
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Material i metody

Hodowlg roslin prowadzono w warunkach laboratoryjnych w temperaturze 20+5°C
i wilgotnosci wzglednej okoto 70%. Podloze stanowity gleba ogrodnicza (hodowla
wazonowa) lub pozywka Hoaglanda.

NiR ekstrahowano z lisci i korzeni §wiezo zebranych siedmiodniowych siewek za
pomoca 0,2 M buforu TRIS-HCI o pH 7,5 zawierajacego 10% glicerolu, ] mM EDTA i
10 mM 2-merkaptoetanolu. Jednostke aktywnosci enzymu wyliczono na podstawie
spadku zawarto$ci azotynu w obecnosci ditionianu sodu i gramoksonu (MV) w uM
NO,/mg bialka/godz. (Vega i in. 1980). Oznaczenie ilosciowe biatka w badanych eks-
traktach przeprowadzono metoda Layne’a (1957).

Ekstrakty enzymatyczne oczyszczano metoda podana przez Vege i in. (1980), stosu-
jac kolejno: frakcjonowanie acetonem, dwukrotna chromatografi¢ na DEAE-celulozie,
frakcjonowanie siarczanem amonowym, chromatografi¢ na DEAE-Sephadex A-50 oraz
chromatografi¢ z uzyciem Sephadexu G-200.

Uzyskane preparaty enzymatyczne poddawano analizom spektrofotometrycznym z
wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis typu HP 8453 oraz rozdziatom elektrofore-
tycznym w zelu poliakryloamidowym zawierajacym SDS (SDS-PAGE) (Laemmli
1970). Wyniki rozdziatéw elektroforetycznych odczytywano po wybarwieniu zeli bigki-
tem brylantynowym kumazyny (Coomassie Brilant Blue R-250).

Masg czasteczkowa reduktazy azotynowej izolowanej z siewek pszenzyta ozimego
odmiany ‘Moreno’ wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej zgodnie
z metoda opisang przez Webera i Osborna (1969).

Wiyniki i dyskusja

W tabeli 1 zamieszczono przebieg oczyszczania NiR otrzymanej z pedow siewek
pszenzyta ozimego odmiany ‘Moreno’. Przedstawiona procedura pozwolita na uzyska-
nie 0,01 g biatka enzymatycznego, ktorego aktywnos¢ wiasciwa wynosita 72,124 pM
NO,/mg biatka/godz., przy catkowitej wydajnosci procesu wynoszacej 15,7%. Uzyska-
ne rezultaty potwierdzaja dane przedstawione przez Vege i in. (1980), ktorzy podaja, ze
postgpujac zgodnie z opisana metoda, otrzymano zblizone ilosci oczyszczonych prepa-
ratow reduktazy azotynowej ze skrgtnicy, dyni i szpinaku.

Wysoce oczyszczona NiR siewek pszenzyta ozimego odmiany ‘Moreno’ przyjmuje
posta¢ jednorodnej frakcji bialkowej o masie czasteczkowej ok. 61 kDa (ryc. 1). Otrzy-
mane wyniki sa zgodne z danymi Vegi i in. (1980), ktoérzy podaja, ze enzym ten ma
posta¢ monomeru zbudowanego z 575 reszt aminokwasowych w przypadku jgczmienia
(Sin-Ming i in. 1990) Iub z 536 aminokwasow, jesli pochodzi z ryzu (Ida i in. 1989).
Natomiast NiR wystgpujaca w szpinaku i fasoli skfada si¢ z dwoch podjednostek o
réznej masie czasteczkowej (Sin-Ming i in. 1990). W opinii cytowanych autoréw masa
calej czasteczki reduktazy azotynowej w zalezno$ci od pochodzenia waha si¢ od 60 do
63 kDa.



Reduktaza azotynowa siewek pszenzyta ozimego

15

Tabela 1

Oczyszczanie reduktazy azotynowej z pedow siewek pszenzyta ozimego odmiany ‘Moreno’
Purification of nitrite reductase from shoots of seedlings of winter triticale cultivar ‘Moreno’

Aktywno$¢é
Zawarto$é Aktywno$¢ wiasciwa Wdai
Etan ocpvsscpania | OPictosé | biatka catkowita (LM NO,/godz./ nf)s,zj'
p oczy: Volume | Protein | (uM NO,/godz.) |  mg biatka) .
Purification step 3 > - g Yield
(cm’) content Total activity Specific activity (%)
( (UM NO,/hour) | (uM NO,/hour/ °
mg of protein)

Surowy ekstrakt 3000,0 |17 625,00 5,87 0,031 100,0
Crude extract
35-75% aceton 245,9 13,94 4,44 0,297 75,6
35-75% acetone
40-70% (NHy) ,SO4 45,0 5,18 3,04 0,587 51,7
Chromatografia na 62,6 0,52 2,54 4,835 43,2
DEAE-celulozie
DEAE-cellulose chro-
matography
Chromatografia na 122,7 0,09 1,87 19,211 31,8
DEAE-Sephadex A-50
DEAE-Sephadex
A-50 chromatography
55-67% (NH,) ,SO, 5.1 0,02 1,50 61,928 25,6
Chromatografia na 2,7 0,01 0,92 72,124 15,7
Sephadex G-200
Sephadex G-200 chro-
matography

Analiza spektrofotometryczna wysoce oczyszczonych chromatograficznie prepara-
tow enzymatycznych wykazalta maksima absorpcji przy 280 i 390 nm (ryc. 2). Zblizone
rezultaty uzyskano wczesniej dla NiR lisci jgczmienia (Sin-Ming i in. 1990), ryzu (Ida
i in. 1989) oraz szpinaku (Vega i in. 1980). Taki przebieg widma absorpcyjnego jest
zwiazany z obecno$cia W czasteczce tego enzymu grupy prostetycznej zbudowanej z
,,sirohemu” i czteroczlonowego centrum aktywnego zawierajacego 4 atomy zelaza i 4
atomy siarki (4Fe-4S) (Guerrero i in. 1981).

Aktywnos$¢ wiasciwa NiR zalezata w duzym stopniu od warunkéw, w jakich hodo-
wano badane rosliny. W siewkach uprawianych w wazonach aktywny enzym stwier-
dzono w lisciach, podczas gdy w roslinach rosnacych w pozywce Hoaglanda (znajduja-
cej sig w szklanych zlewkach) — w korzeniach (tab. 2). W opinii Dembinskiego (1994)
reduktaza azotynowa jest zlokalizowana w chloroplastach, gdzie odznacza si¢ najwigk-
sza stabilnoscia. Jednak Kretowicz (1977) podaje, ze w pomidorach NiR jest obecna
zarowno w lisciach, jak i w korzeniach. Uwaza si¢ ponadto, ze aktywatorami reduktazy
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Ryec. 1. Elektroferogram i schemat rozdziatu
reduktazy azotynowej pszenzyta ozimego
odmiany ‘Moreno’: a — frakcja o cigzarze

czasteczkowym ok. 61 kDa
Fig. 1. Electropherograme and scheme of
separation of nitrite reductase from winter
triticale seedlings of cultivar ‘Moreno’: a —
fraction with molecular weight about 61 kDa

025
02
=
;% Ag
% f,af 0.16
<z
0.1
o.os«]
200 350 500 650
Diugos¢ fali (nm)
Wavelength (nm)

Ryc. 2. Widmo absorpcyjne reduktazy azoty-
nowej siewek pszenzyta ozimego odmiany
‘Moreno’

Fig. 2. Absorption spectrum of nitrite reducta-
se from winter triticale seedlings of cultivar
‘Moreno’

Tabela 2

Aktywno$¢ reduktazy azotynowej w siewkach pszenzyta ozimego odmiany ‘Moreno’
(uM NO,/mg bialka/godz.)
Nitrite reductase activity in seedlings of winter triticale cultivar ‘Moreno’
(uM NO,/mg of protein/hour)

Warunki hodowli
Conditions of cultivation
Organy
Organs L . .
ziemia ogrodnicza pozywka Hoaglanda
gardening soil Hoagland’s diet

Korzenie 0,000 0,025
Roots
Liscie 0,085 0,000
Leaves
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azotynowej sg azotany i azotyny (Aslam i Huffaker 1990, Privalle i in. 1989, Santos i
Salem 1992), a inhibitorami — sole sodu i potasu (Guererro i in. 1981, Fry i in. 1982,
Rao i Gnanam 1990, Tewari i Singh 1991). Pojawienie si¢ aktywnej reduktazy azoty-
nowej w korzeniach badanych roslin hodowanych w pozywce Hoaglanda moze dowo-
dzi¢, ze decydujaca rolg w indukcji jej aktywnos$ci odgrywa $wiatto oraz jony azotano-
we obecne w medium hodowlanym.
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NITRITE REDUCTASE OF WINTER TRITICALE SEEDLINGS

Summary

The aim of the present study was determination of activity and some physical and chemical
properties of nitrite reductase (NiR) obtained from winter triticale seedlings.

Results of studies conducted in laboratory conditions (temp. 20£5°C, relative humidity about
70%), showed that analysed enzyme stated homogenous protein fraction with molecular weight of
about 61 kDa, characterised by maximums of absorption at 280 and 390 nm.

Activity of NiR was dependent on cultivation conditions of studied plants. In seedlings culti-
vated in garden soil active enzyme was present only in leaves while in plants grown on Hoa-
gland’s diet it occurred in roots. These observations suggest that nitrite reductase obtained from
winter triticale seedlings is induced first of all by light and nitrate ions present in growth medium.



