2 Frakcionace izotopu uhliku pfFi
fotosyntéze aneb Proc jsme ochuzeni
o tézky izotop uhliku?

Ji¥i Santrdcek

2.1 VYSVETLENi NA UVOD A TROCHA HISTORIE

Stru¢na odpovéd na otazku v nazvu kapitoly mize znit: protoze uhlik, ktery je v nasem
téle, prosel n¢jakym procesem, ktery diskriminoval tézsi izotop uhliku BC a daval pred-
nost leh¢imu izotopu 2C. Jesté nez budeme patrat po tom, co tim procesem je, musime
doplnit ne zcela presné formulovanou tvodni otazku. Ochuzeni ve srovnani s ¢im? Asi
kazdy ijen v zakladech biologie vzdélany ¢lovék dnes vi, Ze zdrojem véeho organického
uhliku, a tedy i toho v nasich télech, je oxid uhli¢ity (CO,), ktery je v atmosféfe a ktery
se stal organickym diky fotosyntéze. Tedy otazka by méla spravnéji znit ,,Pro¢ je uhlik
v mém téle relativné ochuzen o izotop *C proti uhliku v atmosfére Zemée?“. Nalézt od-
povéd vyzaduje jit zpét v nasem potravnim fetézci a stopovat, jak to vypada s relativnim
obsahem "C v nasem jidle, v jidle naseho jidla... Takovym procesem bychom dospéli
k zavéru, Ze k podstatnému ochuzeni doslo uz na samém zacatku potravniho fetézce,
tj. pfi asimilaci CO, rostlinami. Dal$i ¢lanky potravniho fetézce a procesy v ném, napf.
traveni a dychani bylozravcd (herbivori), masozraved (karnivort) i nase fyzikalni po-
stupy pfi aprave stravy, uz relativni obsah *C zasadné nezménily. A protoze ,,v§echno
maso bylo dfive trava“ a sou¢asné ,izotopové jsme to, co jime“ (s jen malou zménou),
inase svaly, kosti i nehty nesou izotopovy podpis diskriminaéniho procesu, ktery se udal
v rostlinach uz na samém zacatku pfi zabudovani uhliku z CO, do organickych latek,
do jednoduchych tfiuhlikatych cukrd. Tomuto procesu se fika fotosynteticka asimilace
uhliku, zkracené fotosyntéza.

Kazda zalezitost, kterou se snazite pochopit v detailech, se ukaze slozitéjsi, nez byla
na prvni pohled, strukturovana a propojena vazbami. Podobné i diskriminace uhliku
pfi fotosyntéze. Nejen Ze existuji dva az tfi z izotopového (i fyziologicko-biochemic-
kého) hlediska odli$né typy fotosyntézy suchozemskych rostlin — i pfi¢in, které vedou
k diskriminaci C, je n¢kolik a kombinuji se. V této kapitole bychom vas radi ptivedli
srozumitelnou formou k jejich pochopeni, a tedy schopnosti porozumét nerznéjsim
aplikacim, které se od diskriminace uhliku pfi fotosyntéze odvijeji.
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Trochu paradoxni je, Ze k nejzasadnéjsimu biologickému pozorovani v oblasti frakcio-
nace ®*C dospéli fyzikové uz koncem 30. let 20. stoleti, jakmile se jim podafilo zkonstru-
ovat dostate¢né citlivy pomérovy hmotovy spektrometr (IRMS). Analyzami kouskd rost-
linnych pletiv zjistili pozoruhodnou véc, totiz ze hmota rostlinného téla je (témér) vzdy
ochuzena o izotop *C ve srovnani s relativnim zastoupenim *CO, v atmosféfe, z které
rostliny CO, ¢erpaly. Naptiklad kdybyste si ,nachytali“ nahodné 100 tisic molekul CO,
z volné atmosféry a roztfidili je na »CO, a *CO,, zjistite, Ze 98 889 molekul bude téch
lehéich a zbytek, tedy 1111, tézsich. Kdyz v téhle vasi atmosféte vyroste rostlina, jejiz télo
zanalyzujete, zjistite, Ze obsahuje mezi 100 000 atomy uhliku ne 1111, ale 0 néco méng,
presnéji1091 (+ n¢kolik) atomd *C, a naopak piiblizné o 20 atomd izotopu 2C vice. A to
vzdy, at méreni opakujete, zpresnujete a ovérujete sebevicekrat. Logicky dojdete po ta-
kové zku$enosti k zavéru, ze rostliny z néjakého zahadného, vam neznamého divodu
»nemaji rady*, diskriminuji *CO, pfed ?CO,. Tento jev, ktery dostal nazev izotopova dis-
kriminace uhliku pfi fotosyntéze, byl teprve po 40 letech od prvniho pozorovani vysveét-
len nékolika skupinami autord, z nichz nejvétsi podil méli G. D. Farquhar, M. H. O’Leary
a]. A. Berry, kteti publikovali svoji praci v roce 1982.

Historie objevi spojenych s izotopovou diskriminaci uhliku rostlinami je popsana napr.
v knize autort Ehleringera, Halla a Farquhara z roku 1993. Zde zminime jen to, Ze prvni,
kdo pozoroval a uverejnil sva zjisténi, ze tézsi izotop uhliku je obsaZen v mensi mire
v rostlinach, byli fyzikové A. O. Nier a E. A. Gulbransen v roce 1939. DalSich asi dvacet
let trvalo, nez védci doloZili spravné podstatu tohoto jevu: CO, rozpustény ve vodé
jesté ochuzen o ™C nebyl, ale uhlik v uhlohydratech (cukrech z fotosyntézy) uz ano
(Park a Epstein 1961). K diskriminaci tedy muselo dojit v listech béhem fotosyntézy.
Autofi tehdy ale jesté nespravné pfisuzovali hlavni roli transportu CO, kofeny rostlin.
Trvalo dalSich témér dvacet let prace geochemiku, biochemik( a rostlinnych fyziologd,
nez bylo zfejmé, co se s izotopem C déje, a musel se udat objev existence C, a CAM
typt fixace uhliku (Kortschak et al. 1965, Hatch a Slack 1966), aby bylo jasné, pro¢ jsou
nékteré druhy rostlin silné ochuzené o ™C a jiné jen minimalné a pro¢ je toto ochuzeni
zavislé castecné na podminkach prostredi, v kterém rostlina vyrostla. Koncem 70. let
bylo jasné, ze pricinou izotopového ochuzeni rostlin je hlavné karboxylacni reakce
a v mensi mire také difuze CO,. Zasluhu méli hlavné Graham Farquhar, Maron O'Leary
a Joe Berry (1982), kteff pfisli na to, Ze diskriminace je uréovana hlavné koncentraci CO,
v mezibunéénych vzdusnych prostorech uvnitr listu. Nasledujici desetileti az dodnes
se tento objev rozvijel, model diskriminace uhliku zpfeshoval (a stale zptesiiuje, napt.
Cernusak et al. 2013) a objevila se fada jeho aplikaci.
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Obr. 2-1 Primérné hodnoty diskriminace izotopu ™C a jejich statistické rozdéleni pro skupiny
C,, CAM a C, rostlin. Data pro C; a C, rostliny jsou pfevzata z prehledu 351 druh(i trav
(Poaceae). Hodnoty obsahu izotopu "C jsou uvedeny v obou notacich, §i A, pro C,, C, rostliny
a atmosféricky uhlik v CO,. Schematicky jsou vyobrazeni typicti zastupci C,, CAM a C, rostlin.
Upraveno podle Vogela et al. (1980)

Uz vime, ze izotopovou diskriminaci nazyvame odchylku izotopového efektu od jed-
ni¢ky a znadime ji symbolem A (velké delta). Vime také, jak ji z ¢isel udanych v nasem
prikladé€ vypocitat:

ABC = [(Ra/Rp) -1] - 1000 = [ (1111/98889)/(1091/98909) - 1] - 1000 = 18,5 %o

(R, je molarni izotopovy pomér [*C]/[°C] v rostliné, R, v atmosféfe). Nas vysledek,
ABC =18,5 %o, je typicky pro skupinu tzv. C, rostlin, které asimiluji (fixuji) CO, z atmo-
sféry pomoci enzymu ribuléza 1-5 bisfosfat karboxylaza oxygenaza (zkracené RuBisCO,
Rubisco) a primarnim produktem fixace je tfiuhlikaty cukr (proto C, rostliny). Vedle
toho existuje druhové méné pocetna skupina rostlin s tzv. C, typem asimilace CO,, které
vyuzivaji pro prvotni fixaci CO, jiny karboxyla¢ni enzym fosfoenolpyruvat karboxylazu
a prvnim stabilnim produktem takové fixace je ¢tyfuhlikata organicka kyselina (proto
C, rostliny). Sem patfi napf. tropické travy, z plodin na nasich polich kukufice, ale také
napf. cukrova titina nebo cirok. Obé skupiny C; a C, rostlin diskriminuji *CO, v jiné
mife, a to tak, Ze se hodnoty diskriminace ziskané pro rostliny z obou skupin nepre-
kryvaji (obr. 2-1). Vedle obou izotopové odlisnych C, a C, typt rostlin existuje ale jesté
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skupina nazyvana CAM (z angl. Crassulaceae Acid Metabolism), do niz patii rostliny typem
metabolismu fixace CO, blizké C,, které ale jeho jednotlivé faze provozuji oddélené
v ¢ase — béhem dne nebo noci. Kromé tlustice (Crassula) a fady jinych tuénolistych druhi
a kaktus( sem patfi napft. agave nebo ananas. CAM rostliny jsou hodnotou diskriminace
mezi C, a C, rostlinami.

Obrazek 2-1 ukazuje tfi pozoruhodné skute¢nosti: jednak ze vSechny rostliny jsou
ochuzené o izotop C oproti atmosfére, zadruhé Ze mira diskriminace je specificka pro
C,, CAM a C, rostliny a zatfeti Ze mira diskriminace se mtze liSit také mezi druhy uvnitf
kazdé ze skupin C,, CAM a C,, pfi¢emz nejvétsi variabilita je mezi C, rostlinami. Pojdme
nejprve patrat po pri¢inach. Pro¢ rostliny méné ochotné asimiluji ®*CO, a ponckud pre-
feruji »CO,? A pro¢ je diskriminace A®C kladné ¢islo? Po precteni predchozich kapitol
asi tusite, kam sméfujeme: k tzv. kinetické a rovnovazné frakcionaci. Kineticka frakcio-
nace odrazi rozdily v rychlosti reakci pro ob¢ izotopové odlisné latky (izotopology),
zatimco frakcionace béhem reakci, které probihaji obéma sméry, je disledkem rozdilt
rovnovaznych konstant pro oba izotopology. Jak se oba typy frakcionace projevuji pri
fotosyntetické asimilaci CO,?

2.2 KINETICKA IZOTOPOVA FRAKCIONACE CO, BEHEM DIFUZE

Molekuly CO, se dostavaji z atmosféry dovnitf listd difuzi (tj. transportem po spadu
koncentrace) pies otvory v pokozZce listu (tzv. priduchy), které rostlina zavira nebo
otevira hlavné podle toho, zda ma dostatek vody a zda sviti slunce. T¢Z8i molekuly CO,
(5CO,) ale difunduji pomaleji nez lehéi 2CO,, protoze se pii dané teploté pohybuji
s menéi stfedni rychlosti mezi dvéma molekularnimi kolizemi. Molekularni tok *CO,
bude tedy mensi nez tok 2CO,. Toto fyzikové vyjadfuji tzv. difuznim koeficientem D,
ktery je pro tézsi *CO, nizsi nez pro leh¢i »CO,. Napfiklad jeho hodnota pro difuzi
2CO, ve vzduchu (pfi 20 °C) je D,,, = 0,1603 cm? s a pro ®CO, D, ., = 0,1596 cm?s~".
Pomér D,,.,,/D,co, (¢iselné zde 1,004 4) se nazyva izotopovy efekt & a fika nam, ze
CO, je po probéhlé difuzi 1,0044x obohaceno o *CO,, resp. 0,9956x ochuzeno o CO,
ve srovnani s puvodnim stavem pred difuzi. Dlouha desetinna ¢isla se $patné pamatuyji,
proto se z izotopového efektu odvodila veli¢ina frakcionaéni faktor jako odchylka izoto-
pového efektu od jedni¢ky e = (¢ - 1) - 1000.2 Faktor ¢ je tedy také bezrozmérna veli¢ina,
vyjadfena obvykle v promile (%o, jedno promile = jedna tisicina). TakZe v naSem pripadé
difuze CO, ve vzduchu je ¢, = (1,0044 - 1) - 1000 = 4,4 %o (index ,a“ je z anglického air).

12 Pojmy ,frakciona¢ni faktor” a ,diskriminace” jsou matematicky identické. Diskriminace (A) se
pouziva pro vyjadreni relativniho rozdilu v izotopovém sloZeni mezi substratem a produktem, zatimco
frakcionaéni faktor () vyjadtuje miru frakcionace charakteristickou pro dany proces (napt. difuzi,
karboxylaci).
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