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WZMOZONE CIEMNIOWE WIAZANIE CO, U ROSLIN

U wielu ro$lin, w kréotkim okresie ciemnosci, po wylaczeniu $wiatla, obserwuje
si¢ wiazanic dwutlenku wegla z natgzeniem znacznie przewyzszajacym normalne
wigzanie CO, w ciemnos$ci. Zjawisko to nazwano ,,Enhancement” (En), lub wzmozo-
nym ciemniowym wiazaniem CO,. Proces ten jest niezwykle interesujacy, dotyczy
bowiem mechanizmu fotosyntezy, a jego badanie moze dostarczy¢é wielu cennych
informacji dla wyjasnienia szeregu zagadnien z zakresu wymiany CO, u roslin.
Zjawisko to ma takze duze znaczenie dla zrozumienia samej istoty fotosyntezy. Jest
bowiem przyktadem rozdzialu fotosyntezy na reakcje zwiazane z pochlanianiem
energii Swietlnej oraz reakcje zwiazane z przeksztatlcaniem CO,. Zjawisko wzmozo-
nego ciemniowego wiazania CO, zatem, umozliwia bezposrednie badania nad
~ciemnymi” reakcjami fotosyntezy oraz nad ich zaleznoécig od reakcji ,,$wietlnych”
bez stosowania specjalnych metod rozdzialu obu tych reakcji. Artykul ten ma na
celu omoéwienie wynikéw prac uczonych zajmujacych si¢ tym zagadnieniem.

Zjawisko wzmozonego ciemniowego wigzania CO, obserwowano u zielenic, sinic
i krasnorostéw (Benson i Calvin 1947, 1949, 1950, Fager i wspot. 1950, Gaffron
i Fager 1951, Tamiya i Miyachi 1955, 1957, 1960, Bassham i Kirk 1963, Ho-
getsui Miyachi 1970, Togasaki i Gibbs 1963, 1967), a takze u wyzszych roslin
typu C, tj. szpinaku i tytoniu (Laber i wspét. 1971, Poskuta 1971). U kukurydzy
tj. roliny typu C,, u ktorej szlak metaboliczny wegla przebiega droga Hatcha
i Slacka (Hatch i Slack 1970) wzmozone ciemniowe wigzanie CO, obserwowali
Poskuta (1969) i Farinecau (1971).

Produkty wzmozonego ciemniowego wiazania CO, badano giownie przy zasto-
sowaniu izotopu wegla C i stwierdzono, ze zjawisko to ograniczone jest do reakcji
karboksylacji akceptora CO, akumulowanego na $wietle (Wilson i Calvin 1955).
Tak wigc, gtownym produktem ciemniowego wiazania CO,, po wylaczeniu $wiatla,
u roélin typu C, jest kwas 3-fosfoglicerynowy (3—PGA) powstajacy w wyniku karbo-
ksylacji rybulozo 1,5 dwufosforanu (RuDP) (Togasakii Gibbs 1967, Hogetsu
i Miyachi 1970, Farincau 1971, Togasaki i Botos 1971). Natomiast u ro$lin
typu C, sa nimi czteroweglowe kwasy dwukarboksylowe tj. szczawiooctan, jablczan
1 asparaginian, powstajace w wyniku karboksylacji fosfoenolopirogronianu (PEP)
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(Kortschak i wspol. 1965, Baldry i wspol. 1969, Samejima 1 Miyachi 1970,
Laber i wspol. 1971, Stamieszkin 1 wspot. 1972). We wszystkich tych do$wiadcze-
niach znakowanie wegla w fosforanach cukréw bylo nicznaczne i nigdy nie przekra-
czalo 109% w stosunku do ogoélnie wlaczonego "C.

Wielu badaczy stoi na stanowisku, ze wzmozone ciemniowe wiazanic CO, jest
kontynuacja wiazania fotosyntetycznego i przebiega kosztem fotoproduktéw nagro-
madzonych w okresie Swietlnym. Niski poziom NADPH, i ATP w ciemnosci jest
odpowiedzialny za ograniczono$¢ i krotkotrwalos¢ tego procesu (Benson i Calvin
1947, 1950, Bassham i Kirk 1963, Miyachi i Tamiya 1955, 1957). W do$wiad-
czeniach z kukurydza przy uzyciu izotopu wegla™ C Samejima i Miyachi (1970)
stwierdzili, ze w ciemnosci, po wylaczeniu $wiatla, w atmosferze pozbawionej CO,,
gross radioaktywnosci ulokowane bylo w kwasie jabltkowym i asparaginowym,
natomiast w tych samych warunkach na Swietle radioaktywno$¢ gromadzita sie
gléwnie w cukrach. W doswiadczeniach z inhibitorami transportu elektronow takimi
jak: cjanek potasu (KCN) i dwuchlorodwumetylomocznik (DCMU) wymienieni
autorzy wykazali, ze przeniesienie radioaktywnosci z czteroweglowych kwasow
dwukarboksylowych: jablkowego i asparaginowego do cukréw wymaga energii
Swietlnej dostarczanej przez funkcjonujacy aparat fotosyntetyczny. Togasaki
i Botos (1971) stosujac DCMU tj. inhibitor fotoukiadu II i fotofosforylacji niecy-
klicznej, w doswiadczeniach z Chlamydomonas reinhardii stwierdzili, ze w przypadku
gdy komorki glondw umieszczone byly w atmosferze azotu wzmozone ciemniowe
wigzanie CO, bylo calkowicie znoszone, natomiast w atmosferze wodoru zjawisko
to zachodzito z normalnym natezeniem. Autorzy sugeruja, ze odbywalo sie to dzieki
»sile redukeyjnej” ktorej Zrodlem byt wodoér. U mutantéw z uszkodzonym transpor-
tem elektronéw (En) bylo znoszone. Na podstawie wynikoéw tych doswiadczen
badacze wnioskuja, ze zjawisko wzmozonego ciemniowego wiazania CO, wymaga
obecnosci ,,sity redukeyjnej” pochodzacej z dzialajacego fotosyntetycznego trans-
portu elektrondéw. Z drugiej strony, Hogetsu i Miyachi (1970) zauwazyli, ze doda-
tek ATP i NADPH, pod konicc okresu Swietlnego nie zwigkszal, w ciemnosci,
wlaczania C do fosforanéw cukrow. Rowniez nasze wstgpne doswiadczenia (dane
nieopublikowane) wykazaly, ze brak jest wyraznej zalezno$ci pomig¢dzy ciemniowyvm
wigzaniem CO, a natgzeniem fotosyntezy. Wszakze, wydaje sie, ze na $wietle moze
istnie¢ niewielka pula ATP i zredukowanych nukleotydow, ktéra jest w duzym
stopniu niezalezna od natgzenia $wiatla i bardzo szybko ulega wysyceniu. Moze
to by¢ przyczyna braku wyraznego wplywu natezenia $wiatta na (En). Urbach
i wspol. (1965) zaobserwowali przemieszezanic si¢ PGA pomigdzy cytoplazma a apa-
ratem fotosyntetycznym. Badacze ci sugeruja, ze w chloroplascie istnicje okre$iona
pula PGA pozostajaca w rownowadze z pula cytoplazmatyczng i ze roOwnowaga
ta jest niezbedna dla aktywacji dalszych przemian PGA do fosforanow cukrow.
,»Sifa redukcyjna” potrzebna do tego procesu, w ciemno$ci, moze by¢ wedlug autorow
czerpana z przemian glikolitycznych weglowodanow. Pedersen i wspol. (1966a)
stwierdzili, ze poziom nieorganicznych fosforanéw (PPi) nie ulegal zmianom przy
zastosowaniu inhibitoréw fotofosforylacji. Pedersen 1 wspol. (1966b) badajac
miedzy innymi wplyw zmian $wiatlo-ciemnos$¢ na poziom PPi sugeruja, ze w ciem-
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noéci tworzone sa nicorganiczne fosforany Iub ich biochemiczne prekursory. PPi
zatem, moglyby by¢ Zrodlem fosforu dla ATP niezbednego w procesie wiazania
CO, w ciemnosci. Znakowanie jablczanu, u roslin C,, po wylaczeniu §wiatla, Fari-
neau (1971) tlumaczy istnieniem tzw. reakcji ,,wymiennych”. Wedlug tego autora
kwas jablkowy moze bezposrednio reagowac z produktem karboksylacji fosfoenolo-
pirogronianu tj. szczawiooctanem (OAA) zgodnie z reakcja:

jablczan + “C—OAA = “C—jablczan + pirogronian + CO,

bez udziatu, niedostgpnej w ciemnosci, ,,sity redukcyjnej”.

Wielu badaczy donosito o $wietlnej aktywacji réznych enzymow fotosyntetycz-
nych: karboksylazy RuDP (Pedersen i wspol. 1966b), rybulozo-5-fosfokinazy
(Ziegler i wspol. 1971, Wildner i Zilg 1971), karboksylazy PEP (Nagy i wspol.
1971). W do$wiadczeniach z izolowanymi chloroplastami trzciny cukrowej Baldry
I wspot. (1969) stwierdzili $wietlng aktywacje karboksylazy PEP oraz bardzo szybka
fotoredukcje szczawiooctanu do jablczanu. Pedersen i wspol. (1966b) w doswiad-
czeniach z Chlorella wykazali, ze w przemiennych okresach $wiatlo-ciemno$¢ zmienia
si¢ aktywno$¢ wielu enzymow dopuszezajac do dzialania fotosynteze lub zachodzaca
w ciemnosci glikolize. Tak wiec, zgodnie z sugestia Hogetsu i Miyachi (1970),
inaktywacja enzymow bioracych udzial w wiagzaniu CO, uniemozliwialaby dalszy
przebieg reakcji fotosyntetycznych w ciemnoéci i bylaby odpowiedzialna za ograni-
czono$¢ tego procesu. Okres okoto 4 minut (Togasaki i Gibss 1967) lub 2 minut
(Stamieszkin i wspol. 1972) trwania (En) moglby zatem odpowiadaé okresowi
.zycia” enzymOw biorgcych udzial w wiazania dwutlenku wegla w ciemno$ci. Wydaje
sie takze, ze jako$¢ $wiatta moglaby wplywac¢ na (En) poprzez dzialanie na aktywacje
enzymow bioracych udziat w ciemniowym wzmozonym wiazaniu CO,. Potwierdze-
niem tego przypuszezenia moga by¢ prace Woskresenskiej (1971) i Wildnera
i Zilga (1971). Ci ostatni stwierdzili maksymalna aktywacje karboksylazy RuDP
w Swietle krotkofalowym.

Liczni badacze wykazali, ze (En) silnie zalezy od koncentracji tlenu i podobnie
jak fotosynteza wykazuje typowy efekt Warburga, zaréwno u glonéw (Tamiya
i Miyachi 1955, 1957, Katoh 1958), jak i u tytoniu (Poskuta 1971) i kukurydzy
(Poskuta 1969). Mechanizm dzialania tlenu na fotosyntez¢ wyjasniano hamujacym
wplywem tego czynnika na reakcje $wietlne fotosyntezy (Miyachi 1955, Hirokawa
1958, Bjorkman 1966) lub na reakcje ciemniowego wiaczania CO, (Bassham
i Kirk 1962, Coombs i Whittingham 1966, Ellyard i Gibbs 1969, Ellyard
i San Pietro 1969). Podobnie probowano wyja$ni¢ mechanizm dzialania tlenu
na proces wzmozonego ciemniowego wigzania CO,. Wedlug Miyachi i wspél
(1957) i Tamiya i wspol. (1957) tlen wpltywa na (En) poprzez zmniejszanie iloSci
czynnika zredukowanego ,,R” wytwarzanego na Swietle, niezbednego do procesu
wiazania CO, w ciemno$ci. Hogetsu i Miyachi (1970) w do$wiadczeniach z Chlo-
rella wykazali, ze (En) zalezy od warunkéw tlenowych panujacych w ciemnoSci
a nie podczas fotosyntezy na $wietle. Stamieszkin i wspél. (1972) stwierdzili,
7e tlen nie zmienia drogi wegla podczas wzmozonego ciemniowego wigzania CO,,
gdyz az 76 % radioaktywnosci znaleziono w kwasie jablkowym i asparaginowym,
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niezaleznie od stezenia tlenu. Tlen moéglby zatem wplywac¢ na (En), u roslin C,,
hamujac przeniesienie wegla C—4 na najblizszy akceptor wegla (Lewanty i wspot,
1971). Inhibicja ta powodowataby wigc akumulacj¢ szczawiooctanu i jablczanu,
co z kolei hamowatoby reakcje karboksylacji PEP, a wigc reakcj¢ zachodzaca pod-
czas wiazania CO,, w krétkim okresie ciemnosci, po wylaczeniu $wiatta.

Zjawisko wzmozonego ciemniowego wigzania CO, moze by¢ stosowane do badan
szeregu zjawisk fotosyntezy in vivo u rolin Gy i co jest szczegdlnie aktualne do badan
fotosyntezy u ro$lin C,. (En) moze migdzy innymi stuzy¢ do badan intermediatow
cykléw Calvina, Hatcha i Slacka, akceptoréw CO, tj. RuDP i PEP, enzyméw foto-
syntetycznych, do wyjasnienia mechanizmu dzialania tlenu na pierwsze etapy
fotosyntezy. Jednym z przykladéw wykorzystania (En) do badan drogi wegla w foto-
syntezie u roélin typu C, jest praca Laber i wspot. (1971). W do$wiadczeniach z ku-
kurydza, autorzy ci, badali rozdziat radioaktywno$ci w poszczeg6lnych weglach
w czgsteczkach kwasu jablkowego powstajacego podczas wzmozonego ciemniowego
wigzania CO,. Stwierdzono, ze 2/3 radioaktywnoéci ulokowane bylo w weglu C-—4
a 1/3 w weglu C—1. Wynik ten nie byt zgodny ze schematem zaproponowanym
przez Hatchai Slacka (1970). Badacze sugeruja, ze obok PEP dodatkowym akcep-
torem CO, u kukurydzy jest RuDP. Wobec tego jablczan moégiby powstawac nie
tylko ze szczawiooctanu, ale rowniez z 3—PGA i stad znakowanie wegla C—I,
jak proponuja Bradbeer i wspot. (1958) w doswiadczeniach z roslinami z rodziny
Crassulaceae. Przyklady innych zastosowan (En) do badan fotosyntezy mozna zna-
lezé w pracy Togasaki i Botosa (1971). Wymienieni autorzy, w doSwiadczeniach
z Anacystis nidulans, badali procentowa zawarto$¢ radioaktywno$ci w poszczegdl-
nych weglach w czasteczkach kwasu 3-fosfoglicerynowego, powstajacego w ciagu
8 minut na $wietle lub w ciemnosci. Stwierdzono, ze kiedy komorki glonéw umiesz-
czone byly na $wietle o niskim natezeniu lub w ciemnosci, po wylaczeniu Swiatla,
prawie cata radioaktywno$¢ zlokalizowana byta w weglu C—1. Natomiast w silnym
$wietle znakowany byl takze wegiel w pozycji « i . Dane te dowodza, ze dla spraw-
nego funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego potrzebne jest odpowiednio silne
$wiatlo. Autorzy ci sugeruja, ze w ciemnosci i przy bardzo niskich nat¢zeniach Swia-
tla przewaza, u ro$lin, proces wiazania wydzielonego endogennie CO, nad wigza-
niem * CO, podawanego z zewnatrz i stad nieznaczne znakowanie wegla w pozycjach
aiB wczasteczkach 3—PGA. Drugi przyktad wykorzystania (En) znaleziony w pracy
Togasaki i Botosa (1971) dotyczy badan ciemniowej karboksylacji RuDP.
Wymienieni badacze stwierdzili, Ze w ciemnosci, po wylaczeniu $wiatla, zdolno$¢
komorek glonéw do wiazania CO, szybko spada. Podobny spadek zaobserwowano
na $wietle w obecno$ci DCMU. Spadek ten byt silniejszy w powietrzu niz w atmos-
ferze azotu. Stad autorzy ci wnioskuja, ze skoro zachodzaca w ciemno$ci karbok-
sylacja zalezna jest od wielko$ci puli zakumulowanego RuDP, to spadek zdolnosci
wiazania CO, laczy si¢ z inaktywacja fosforybulokinazy. Inaktywacja ta wedlug
autoréw moze zachodzi¢ poprzez zmiany stanu utlenienia i redukcji chloroplastow,
przyspieszane w warunkach tlenowych.

Podsumowujac, wydaje sig, Ze zjawisko wzmozZonego ciemniowego wigzania
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CO, nalezy rozpatrywaé jako proces przejsciowy pomigdzy stadium $wietlnym foto-
syntezy i wigzaniem CO, z jednej strony a oddychaniem ciemniowym z drugiej
strony. Za udowodniony nalezy uwazaé fakt, ze wzmozone ciemniowe wigzanie
CO, w zasadzie ograniczone jest do reakcji karboksylacji akceptora CO,, tj. RuDP
u roélin Cy i PEP u roélin typu C,. Wydaje si¢ by¢ pewne rowniez, ze w pierwszych
minutach ciemnoéci, po wylaczeniu $wiatla, czynne sa jeszcze enzymy biorace udziat
w wiazaniu CO,, ktére z czasem ulegaja inaktywacji. Ta inaktywacja wydaje si¢ by¢
przyczyna ograniczonego wigzania CO, w ciemnosci. Szereg zagadnien zwigzanych
z tym procesem nic jest w pelni wyjasnionych a w szczegdlnoSci zalezno$¢ (En)
od reakcji $wictlnych fotosyntezy, mechanizm dziatania tlenu na (En), dzialanie
jakoéci $wiatla. Wydaje sig, ze prace nad wzmozonym ciemniowym wiazaniem CO,
zachodzacym w krétkim okresie ciemnosci, po wylaczeniu $wiatla, moga wnie§¢
szereg cennych informacji dla wyjasnienia wielu aspektéw fotosyntezy.

Autorka pracy dziekuje doc. dr. J. Poskucie za pomoc oraz cenne uwagi dotyczace zagadnien zwiazanych
z tematem tego artykulu.
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