Stanoveni aktivity nitrat reduktazy in vivo

Princip stanoveni: Aktivitu enzymu nitrat reduktazy (NR) sledujeme na zaklad¢ rychlosti
tvorby produktu katalyzované reakce — nitritu za ptitomnosti vysokého nadbytku substratu a
stabilniho pH. Toto technicky jednoduché stanoveni vychdzi z predpokladu, Ze aktivita NR se
v pletivech rostlin vyrazné neméni i nékolik desitek minut po oddé€leni od zbytku rostliny.
Protoze na po¢atku méteni uz v pletivu redukce probih4, je nutné korigovat rychlost tvorby
nitritu na jeho poc¢atecni obsah v pletivu. Proto pfi analyze pouzivame dvé sady vzorkd.

Cil prace: Zjistit aktivitu NR v listech a kofenech dvou rostlinnych druht a urcit relativni
rozde¢leni asimilace nitratovych iontl mezi koteny a listy.

Pomiicky: 20 ml lahvicky s vicky, tfepacka, vodni lazen, pH metr,

Material: rostliny bobu (Vicia faba) a kukutice (Zea mays) péstované v pevném substratu.
Dva dny ptfed méfenim byly rostliny zality 100 ml Zivného roztoku obsahujiciho 6 mM roztok
dusi¢nanovych iontd.

Inkubacéni roztok:
Fosfatovy pufr 100 mM, pH 7,5, 5% 1-propanol, 100 mM KNOs3

Ptiprava pufru z roztokt - KoHPO4 — [V-ml]:200 400 600
- [m-g]: 3.484 6.968 10.452
- KH2PO4 — [V-ml]:100 200 300
- [m-g]: 1.361 2.722 4.083

Ptidavejte pomalu roztok KH2POs4 k roztoku KoHPOs4 za stalého michéani az do dosazeni
pozadovaného pH.

Rozpust'te 1.01g KNO3 ve 100 ml pufru a vznikne 100 mM roztok.

Postup inkubace:

Opléchnéte métené pletivo destilovanou vodou.

Nakrajejte pletivo na malé kousky, dobie promichejte a ptipravte z kazdého orgénu rostliny 4
vzorky (z listli o hmotnosti 0,1g, z kofent 0,2g) a vzorky dejte do oznac¢enych inkubac¢nich
lahvicek. Aktivitu zmétite ve dvou rostlinach kazdého druhu.

Pridejte 5 ml inkubac¢niho roztoku do kazdé lahvicky a za¢néte méfit Cas inkubace.

Lahvic¢ky dejte na tfepacku.

Po 10 minutach dejte prvni 2 vzorky z kazdého organu do vodni 14zné zahtaté na 95°C. Po 15
min. lahvicky vytahnéte, nechte zchladnout. Pieneste cca 1,5 ml inkuba¢niho roztoku do
oznacené mikrozkumavky. UloZte v mraznicce.

Po 90 minutach dejte do vodni 1azné¢ zbytek lahvicek a opakujte stejny postup jako u prvni
sady vzorku.

Analyza koncentrace nitritu:
Roztoky: 1% sulfanilamide v 3M HCI (=sulfanilic acid-SAC) — 1.05¢g sulfanilamide rozpust'te
ve 100 ml HC1

0.02% NED-HCI ve vod¢, 20 mg NED (N-1-Naftyl Etylendiamin Dihydrochlorid)
rozpust'te ve 100 ml H20
Postup:
Smichejte 0.5 ml inkuba¢niho roztoku + 0.5 ml NED + 0.5 ml SAC ve 2ml mikrozkumavce,
dobie promichejte.
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Inkubujte v temnu 20 min.
Zméfte absorbanci roztoku pti 540 nm.

Piiprava kalibraéni rFady:

Rozpust'te 172.5 mg NaNO:2 v 500 ml vody, tim ziskate SmM zasobni roztok A. Rozpust'te
5ml roztoku A v 50ml odmérné barice a ziskate 0.5 mM zasobni roztok B.

Ziedénim 0.5, 1, 2, 5, 8 and 10 ml roztoku B ve vodé v 50ml odmérkach ziskate 5, 10, 20, 50,
80 a 100 uM standardni roztoky.

Postup vyhodnoceni:

U parovych vzorki (z jednoho organu) odec¢teme mnozstvi nitritu (na jednotku inkubované
biomasy) zjisténé po 10 minutach od mnozstvi zjisténého po 90 minutach. Vysledkem bude
mnozstvi nitritu vytvorené pti vlastni inkubaci (§0minut) a to pak podélime ¢asem inkubace
v hodinéch a ziskdme aktivitu NR v pfislusném vzorku pletiva (mikromol NO2- g(erstvé
hmotnosti)-1 h-1).

Vysledky prezentujeme ve sloupcovém grafu jako srovnani aktivity v kofenech a listech u
obou zkoumanych druht.
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