Evolucion del metabolismo
fotosintético C, y los estados

de transicion C,-C,

Resumen

La fotosintesis C, evolucion6 en diferentes familias de plan-
tas superiores a partir de 45 nucleos independientes. Esta
ampliamente aceptado que este proceso surgié en ancestros
C, que adquirieron ventajas adaptativas ante los cambios
globales del ambiente, principalmente la disminucién del
CO, atmosférico. Sobre estas bases, las especies cuyo meta-
bolismo presenta caracteristicas intermedias entre C, y C,
constituyen una herramienta adecuada para establecer los
cambios anatémicos y fisioldgicos que condujeron a la
fotosintesis C,. La presente revision examina los rasgos
estructurales, ecol6gicos y metabdlicos de las plantas C,-C,
tipicas y los estados de transicion para dilucidar el rol que
habrian jugado en la evolucién hacia la fotosintesis C,.

Summary

The C, photosynthetic pathway evolved in different families
of higher plants starting from 45 independent nuclei. It is
widely accepted that this process arose from C, ancestors
that acquired advantages in response to global environmen-
tal changes, mainly the decrease of the atmospheric CO,. On
this basis, species whose metabolism shows intermediate
features between C, and C, constitute an adequate tool to
unveil the anatomical and physiological changes that led
to C, photosynthesis. The present review examines structur-
al, ecological and metabolic features of typical C,-C, plants
and transition states in order to elucidate the role that would
play in the evolution towards C, photosynthesis.

Introduccion

La capacidad de la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) para catalizar la oxi-
genacién (ribulosa-1,5-bisfosfato + 0, —» 3-fosfogli-
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cerato + 2-fosfoglicolato) de la ribulosa-1,5-bisfosfato
simultdneamente con la carboxilacién (ribulosa-1,5-
bisfosfato + CO, — 2, 3-fostoglicerato) promueve el
funcionamiento del ciclo fotorrespiratorio. Como la
liberacién del CO, en este proceso es un efecto diame-
tralmente opuesto a la fotosintesis, una serie de meca-
nismos evitan la transferencia del CO, a la atmésfera y
aumentan su concentracién en las cercanfas del centro
activo de la RUBISCO. Situadas en las membranas
plasmdticas de algunos organismos acudticos (ciano-
bacterias, algas, plantas), ciertas bombas contribuyen a
la captacién del CO, e impiden su liberacién. En
cambio, dos caminos metabdlicos, encontrados mayo-
ritariamente en las plantas terrestres, suplementan el
ciclo de Benson-Calvin; el metabolismo CAM, tipico
de los ambientes desérticos y la fotosintesis C,, encon-
trada frecuentemente en ambientes tropicales.

La adquisicién de ventajas adaptativas por ances-
tros C, (ciclo de Benson-Calvin) para tolerar condicio-
nes extremas del ambiente devino en la aparicién de las
plantas C .- En épocas pretéritas, el descenso del CO,
atmosférico, las elevadas temperaturas y el déficit hidri-
co favorecieron la aparicién y la expansién de las plan-
tas C,. Actualmente, el aumento de la temperatura y la
falta de agua previstos por el cambio global promove-
rian el crecimiento de las plantas C, respecto a las plan-
tas C.. pero el aumento de los niveles atmosféricos del
CO, actuarfa en sentido inverso. Tal vez estas condicio-
nes ambientales den ventajas adaptativas a especies que
no responderdn estrictamente a las caracteristicas de las
C, —favorecidas por el aumento del CO, pero no por
las altas temperaturas ni la aridez— o de las C, —hdbi-
les a la tolerancia térmica y en el uso del agua pero poco
eficientes a elevadas concentraciones de CO,—.

La fotosintesis C, estd presente en 7500 especies
de plantas con flores, (3% de las 250.000 especies de
plantas terrestres) constituidas por gramineas (4500
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especies), juncos (1500 especies) y dicotiledéneas
(1200 especies) (Sage, 2004). Las variaciones en esta
capacidad fotosintética no sélo reconocen 45 origenes
independientes provenientes de 19 familias de plantas
superiores sino también presentan estados intermedios
entre el metabolismo C, y el C,. En las dltimas tres
décadas numerosos estudios analizaron los estados de
transicién C-C, para comprender el proceso evolutivo
y con ello obtener la informacién que haga plausible
utilizar estas especies en el disefio de programas de
conservacién y recuperacion de tierras. Esta revision
analiza, primero, el rol que los estados de transicién G-
C, juegan en la evolucién de la fotosintesis C, sobre la
tierra y , luego, los avances recientes en el conocimiento
de las especies representativas.

Evolucién del metabolismo C,

Aunque la presencia de la anatomia Kranz en los
restos fésiles permite rastrear el origen de las plantas
C, el andlisis bioquimico de las especies actuales apor-
ta informacién valiosa. La discriminacién isotdpica
constituye un procedimiento adecuado para estos estu-
dios por cuanto RUBISCO favorece la asimilacién de
la forma mds abundante ("*C) en contra del isétopo
pesado (*C) mientras que la captacién de este ulti-
mo prevalece en la fijacién por la fosfoenolpiru-
vato carboxilasa (PEP carboxilasa) (PEP + HCO, —
oxaloacetato + Pi), debido a la formacién de HCO;
en la disolucién del CO, atmosférico. La anhidrasa
carbénica (CO, + H,O — HCO, + H") es también
una enzima relevante para la comparacién de las plan-
tas C, con las C,. Multiples isoformas fueron aisladas
de tejidos foliares tanto en plantas C, como en plantas
C,. En plantas C,, el estroma de los cloroplastos con-
tiene la mayor parte de la actividad pero su rol fotosin-
tético no estd aclarado. En plantas C p €n cambio, la
concentracién de la anhidrasa carbdnica en el citosol
de las células del meséfilo sugiere que su actividad es
esencial para desencadenar la via C,. Para probar esta
hipétesis Von Caemmerer ez al. (2004) utilizaron una
linea de Flaveria bidentis en cuyo genoma introdujeron
una secuencia antisentido de la anhidrasa carbénica. El
ritmo fotosintético de estas plantas transgénicas (C,)
mostré una caida pronunciada que contrastaba con li-
neas de tabaco (C)) transformadas en forma similar
(Price et al. 1994) en las cuales la disminucién fue me-
nor al 2%.

Hace 2.700 millones de anos que la fotosintesis es
responsable de la vida sobre la tierra. El metabolismo
C, prevaleci6 en la mayorfa de los ecosistemas terrestres
hasta la expansién de las plantas C, hace 5-8 millones
de afios (Mioceno tardio) (Osborne y Beerling, 2006).
La fotosintesis C, apareci6 en la bioesfera cuando la
concentracién atmosférica de CO, disminuy6 a niveles
que limitaban la fotosintesis, dominando actualmente
las praderas y sabanas tropicales con una elevada
contribucién (25%) a la productividad primaria del
planeta (Osborne y Beerling, 2006). Este mecanismo
adaptativo opera como una bomba encargada de au-
mentar la concentracién de CO, en la proximidad del
centro activo de RUBISCO para favorecer la actividad
carboxilasa. Aunque en la mayoria de las plantas C, la
fotosintesis se produce por la accién concertada de las
células del meséfilo y las células de la vaina vascular, el
dimorfismo celular no es una condicién indispensable.
Evidencias aportadas por Voznesenskaya ez al., (2001a)
revelaron el funcionamiento de la fotosintesis C, en
una misma célula de Borszczowia aralocaspica, especie
de la familia Chenopodiaceae que crece en las salinas
deprimidas de los semidesiertos de Asia central.

Resulta sorprendente que el ritmo de aparicién de
las especies C, coincida cronolégicamente con lugares
tan distantes como el este de Africa, Pakistdn y Nortea-
mérica (Osborne y Beerling, 2006). Esta expansién casi
sincronizada en la bioesfera es congruente con la teoria
de un disparador mundial como lo fue la declinacién
del contenido de CO, atmostérico (Ehleringer ez al,
1991; Cerling ez al., 1997). Aunque la fotosintesis C,
aparecié inicialmente en las monocotiledéneas 24-35
millones de afos atrds, las primeras dicotiledéneas con
metabolismo C,, pertenecientes a la familia Chenopo-
diaceae, surgieron 15-21 millones de afios atrds. La
fotosintesis C, predomina actualmente en tres familias
de monocotiledéneas —Poaceae, Cyperaceae e Hydro-
charitaceae— y en 16 familias de dicotiledéneas (consi-
derando Amaranteaceae y Chenopodiaceae como fami-
lias independientes). El andlisis filogenético revela que
estas familias provienen de diferentes ancestros C,
sugiriendo que las especies C, evolucionaron en forma
independiente de distintos nucleos (Sage, 2004). Las
variaciones en las caracteristicas metabdlicas pueden
atribuirse a 45 origenes independientes provenientes de
19 familias de plantas superiores, siendo uno de los
ejemplos mds asombrosos de evolucién convergente en
las plantas. Estudios recientes incorporan a este modelo
reversiones de la fotosintesis C, hacia la C3, identifica-



das durante la evolucién de linajes que incluyen a la
especie intermedia Steinchisma hians (Poaceae) (Duvall
et al., 2003).

Transiciéon C-C, en la evolucion
de la fotosintesis C,

El punto de compensacién es la concentracién de
CO, en la atmésfera de una cdmara cerrada cuando la
fijacién de CO, por fotosintesis iguala a su liberacién
por fotorrespiracién y respiracién mitocondrial. Aun-
que los valores de las plantas C, (0-0,5 kPa CO,) son
generalmente menores que las contrapartes C, (4-5,5
kPa CO,), numerosas especies presentan valores inter-
medios. A la primera identificada, Mollugo verticillata
(Kennedy y Laetsch, 1974; Rawsthorne, 1992), siguie-
ron més de 20 especies agrupadas en 10 géneros (cuatro
de monocotiledéneas y seis de dicotiledéneas) (Mc-
Kown et al., 2005). En los tltimos afios los estudios de
las especies C,-C, permitieron caracterizar las fases
importantes en la evolucién de las plantas C,, y
condujeron a numerosos modelos sobre la secuencia de
eventos en la transformacién. A partir de los modelos
sobre el proceso evolutivo de las plantas C,, Sage
(2004) propuso siete fases distintivas en las cuales la
inclusién de especies actuales en alguna de ellas indica-
rfa una evolucién no completada. Segtin este autor la
primera fase produjo el acondicionamiento general de
los genotipos para originar los focos de evolucién casi
simultdneamente en todo el globo. El multiple origen
de la via C, en algunas familias de angiospermas sugiere
que ciertas especies desarrollaron caracteristicas que las
tornaron predispuestas para evolucionar hacia el meta-
bolismo C,. Dentro de los multiples rasgos para esta
predisposicién sobresale la creacién y el mantenimiento
de un gran nimero de genes duplicados que permitié la
aparicién de mutaciones sin afectar la funcionalidad de
la planta pero suministrando ventajas adaptativas
(Monson, 2003). La segunda fase desarrollé una dispo-
sicién anatémica tendiente a disminuir la distancia
entre las células del meséfilo y las de la vaina celular
facilitando en consecuencia la difusién rdpida de los
metabolitos. La mayor presencia del metabolismo C,
en las gramineas relativa a las dicotiledéneas sugiere que
esta distancia en las plantas con los elementos de
conduccién paralelos serfa menor que en las especies
con una disposicién reticulada. Dado que las células de
la vaina vascular en las plantas C, presentan pocos
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cloroplastos y mitocondrias, la tercera fase implicé un
aumento de la proporcién de las organelas en dicha
localizacién. A este grupo pertenecerfan las plantas C,
que presentan una anatomfa tipo Kranz. Una vez que el
ndmero de cloroplastos aumentd, el procesamiento de
la glicina producida por la fotorrespiracién dentro de
las células de la vaina constituyé la nueva ventaja
adaptativa. Dentro de la cuarta fase, la pérdida de la
glicina descarboxilasa en el meséfilo impulsé la meta-
bolizacién del aminodcido con la consecuente libera-
cién del CO, en las células de la vaina, como ocurre en
la especie Moricandia arvensis. La quinta fase estuvo
caracterizada por mayores niveles de la PEP carboxilasa
en el meséfilo incrementando la capracién del CO,
producido por la glicina descarboxilasa en la vaina
vascular. Este proceso impide la liberacién CO, a la
atmdsfera y, en consecuencia, conduce a la ausencia de
una fotorrespiracién detectable. El género Flaveria
constituirfa un ejemplo viviente de esta fase porque
presenta no sélo tanto plantas C; como C, tipicas sino
también numerosos estados intermedios. Congruente
con esta caracteristica, la actividad PEP carboxilasa de
las plantas C, es 40, 20 y 5 veces menor que las especies
C, tipicas, F linearisy F brownii (intermedias C,-C >
respectivamente. (Monson y Moore 1989). En este
contexto, el requerimiento adicional serfa el aumento
de las enzimas que reponen el PEP en el metabolismo
C,. Probablemente, la piruvato diquinasa (Piruvato +
ATP + Pi — PEP + AMP + PPi) asumié el papel
principal en la regeneracién del PEP cuando la PEP
carboxilasa predominé en el meséfilo (Monson y Moo-
re, 1989). La integracién de los ciclos C, y C, en la
sexta fase requiri6 la expresién coordinada de las enzi-
mas del meséfilo encargadas de (a) fijar el CO, (anhi-
drasa carbénica y PEP carboxilasa), (b) movilizar el
carbono fijado y liberarlo en los cloroplastos de las
células de la vaina (malato deshidrogenasa y enzima
milica) y, (c) regenerar el PEP (piruvato diquinasa) y el
ATP (adenilato quinasa). Es destacable que, a diferen-
cia del impreciso papel que llevarfa a cabo en plantas
C3, el aumento de la actividad anhidrasa carbdnica en
el meséfilo de las plantas C, juega un rol importante en
la transformacién del CO, atmostérico en HCO,,
sustrato de la PEP carboxilasa. En linea con el aumento
de la expresion de las enzimas de la via C " la actividad
de RUBISCO cayé simultdneamente a niveles despre-
ciables en las células del meséfilo. En la séptima (ilti-
ma) fase, el metabolismo C, optimizé no sélo las
concentraciones de los diferentes metabolitos sino tam-
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bién los mecanismos de regulacién enzimdtica, hacien-
do mis eficiente el proceso fotosintético. Ilustrativa en
este aspecto es la enzima madlica dependiente de NADP
(NADP-ME) cuyas isoformas en plantas C, poseen
mayor actividad especifica y menor K que sus ances-
tros C, (Drincovich ez 4/. 2001) mientras que la especie
intermedia Flaveria floridana exhibe valores que se
ubican entre las contrapartes de C,y C, (Casati ez al,

1999).

Aspectos estructurales

El metabolismo C, representa un claro ejemplo de
compartimentalizacién en plantas (Hatch, 1987; Lunn,
2007). El esquema cldsico implica la fijacién inicial del
CO, en el citosol de las células del meséfilo por el
fostoenolpiruvato (PEP) en una reaccién catalizada por
la PEP carboxilasa. El oxalacetato, producto de esta
reaccién, es reducido a malato por la malato deshidro-
genasa (Oxaloacetato + NADPH + H* — malato +
NADP") o bien transaminado a aspartato por la aspar-
tato amino transferasa (Oxaloacetato + glutamato —
aspartato  + 2-oxoglutarato). Estos dos productos de
cuatro carbonos, malato y aspartato, son transportados
via plasmodesmos a las células de la vaina vascular para
ser transformados en compuestos de tres carbonos por
la liberacién de CO.,. En esta etapa, la descarboxilacién
exhibe no sélo diferentes reacciones sino también
diferente localizacién intracelular. En los cloroplastos
de las células de la vaina, la ribulosa-1,5-bisfosfato
asimila el CO, liberado mediante la accién de RUBIS-
CO vy el 3-fostoglicerato producido procede a com-
puestos orgdnicos via el ciclo de Benson-Calvin. PEP
carboxilasa y RUBISCO estdn localizadas en la células
del meséfilo y de la vaina, respectivamente, mientras
que las descarboxilasas residen en diferentes comparti-
mentos intracelulares de las células de la vaina: NADP-
ME en los cloroplastos y NAD-ME en las mitocondrias
(Malato  + NAD(P)* — piruvato + CO, +
NADP)H + H*) y la PEP carboxiquinasa en el citosol
(Oxaloacetato + ATP — PEP + CO, + ADP). Los
productos de la descarboxilacién (piruvato, alanina,
PEP) son transportados a las células del meséfilo para
restituir el sustrato de una nueva carboxilacién via la
PEP carboxilasa. El dimorfismo celular en las plantas
C, también causa la particién de los productos de la
asimilacién fotosintética de CO,. La sintesis de sacaro-
sa, lipidos tetrapirroles e isoprenoides estd localizada

preferencialmente en las células del meséfilo, al igual
que la asimilacién del nitrégeno, mientras que la
sintesis de almidén y la asimilacién del azufre son
llevadas a cabo en las células de la vaina vascular (Lunn
y Furbank, 1997; Majeran et al., 2005; Lunn, 2007).
Por muchos afios la fotosintesis C, estuvo ligada
conceptualmente a la anatomia Kranz. Sin embargo, el
hallazgo de la especie Borszczowia aralocaspica demostré
que el metabolismo C, no requiere estrictamente el
dimorfismo celular. Chenopodiaceae, la familia que
posee el mayor nimero de especies C, entre las dicotile-
ddneas, presenta diferentes caracteristicas, incluyendo
cinco variantes de anatomia Kranz y dos de bioquimica
C, (Voznesenskaya ez al., 2001a). La comparacién de la
anatomifa foliar de B. aralocaspica con otras dos queno-
podidceas: —Salsola laricina y Suaeda heterophylla—
revelé notables diferencias. S. laricina exhibe una vaina
vascular central rodeada de un parénquima acumulador
de agua, y una anatomfa Kranz con una distintiva capa
periférica de células en empalizada conteniendo cloro-
plastos con pocas granas y sin almidén, y células Kranz
que poseen cloroplastos con muchas granas y almidén.
En cambio, B. aralocaspica muestra una capa de células
de clorénquima en forma de empalizada localizada
entre el tejido central de reserva de agua y las células de
la hipodermis. Estas células de clorénquima radialmen-
te elongadas poseen una vacuola central y una capa de
citoplasma periférico con pocos cloroplastos en la parte
distal (con respecto a la vaina vascular) de las células y
una alta densidad de citoplasma, numerosos cloroplas-
tos y grandes mitocondrias en la zona proximal. La
grana y el contenido de almidén escasean en la region
distal pero abundan en la regién proximal. En cambio,
los espacios de aire aparecen entre las células de la
regién distal pero son inexistentes en la zona proximal.
En resumen, B. aralocaspica presenta dimorfismo cloro-
plastidico en una misma célula cuyo funcionamiento
sustituirfa el dimorfismo celular cldsico de la anatomia
Kranz, observable en S. laricina. En este contexto, Su.
heterophylla, especie C, perteneciente a la subfamilia
Salsoloideae, carece de anatomia Kranz y exhibe dos a
tres capas de grandes células mesofilicas en empalizada
que contienen una gran vacuola central y una delgada
ldmina de cloroplastos en la periferia de las células,
disposicién comin en células de plantas C,. Los estu-
dios bioquimicos complementarios en B. aralocaspica
revelaron que la distribucién intracelular en dos com-
partimentos perfectamente definidos, no sélo de las
organelas sino también de las enzimas, contribuye a



elevar la concentacién de CO, en las cercanfas de
RUBISCO.

B. aralocaspica presenta similitud con las plantas
C, en la respuesta de la asimilacién fotosintética de
CO, frente a concentraciones variables del O, atmosfé-
rico y en la discriminacién isot6pica del carbono. Ade-
mds, congruente con el transporte de compuestos de
cuatro carbonos hacia los sitios de asimilacién y de tres
carbonos hacia los sitios de fijacién de CO, atmosféri-
co, la RUBISCO y la NAD-ME estdn concentradas en
la regién proximal de las células, mientras que la PEP
carboxilasa y la piruvato fosfato diquinasa son abun-
dantes la regién distal. Aunque contienen RUBISCO
en los escasos y pequenos cloroplastos, las células que
reservan el agua y de la hipodermis no participan di-
rectamente en el proceso fotosintético porque carecen
de las enzimas caracteristicas de la via C,.

Un aporte diferente pero significativo para la
comprensién de la evolucién de las plantas C,, fue el
descubrimiento de elevadas actividades de las enzimas
asociadas al metabolismo C, en las células que circun-
dan al xilema y floema de las plantas C, (e.g., tabaco) y,
ademds, la utilizacién del carbono suministrado como
por el sistema vascular (Hibberd y Quick (2002)).

En conjunto, los hallazgos de Voznesenskaya ez al.
(2001a) y Hibberd y Quick (2002) sugieren que las
transformaciones bioquimicas precedieron a los cam-
bios anatémicos en la evolucién de la fotosintesis C,,
por las cuales un grupo mayoritario de especies evolu-
cioné hacia la anatomia Kranz mientras que otras
desarrollaron estructuras diferentes manteniendo la
funcionalidad.

Aspectos ecoldgicos

El funcionamiento de la fotosintesis C, requiere la
acciéon concertada de procesos metabdlicos y fisiolégi-
cos. En consecuencia, las plantas C, podrian carecer de
la habilidad observable en las plantas C, para tolerar
bajas irradiancias, temperaturas variables, o elevadas
concentraciones de CO,. Una falla en la coordinacién
funcional y estructural entre las células del meséfilo y
de la vaina vascular puede llevar a una disminucién en
la eficiencia fotosintética (Sage y McKown, 20006).
Aunque una disminucién en la actividad de RUBISCO
surge luego de un periodo prolongado a elevadas
concentraciones de CO,, las plantas C3 muestran una
mayor capacidad para la aclimatacién que las C, (Long
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et al., 2004). Las plantas C o €n cambio, no evidencian
respuestas de este tipo, tal vez porque sus mecanismos
intrinsecos obligan a RUBISCO y otras enzimas del
ciclo de Benson-Calvin a operar en condiciones de
elevadas concentraciones de CO, (Sage y Kubien,
2003). En general, las plantas C, poseen una distribu-
cién ecoldgica y biogeogrifica més restringida que las
C,, predominando en las zonas dridas y salinas del
planeta (Sage y McKown, 20006). Tal vez, el metabolis-
mo C, constituya una forma de aclimatacién de las
especies C, expuestas a perturbaciones ambientales du-
rante plazos largos. Congruente con esta idea, la especie
Hedysaron fruticosum una planta C, de zonas dridas del
norte de China (Niu ez 4/, 2006) cuya discriminacién
isotdpica del carbono y anatomia foliar la situan entre
las plantas C, exhibe en ambientes desfavorables tasas
fotosintéticas, usos del agua y actividades enzimdticas
similares a las plantas C,. Otras especies C, en condi-
ciones de estrés también desarrollan un metabolismo
C,. Aunque no exhibe una anatomia Kranz, Hydrilla
verticillata (Hydrocharitaceae) responde como una plan-
ta C, cuando la presién parcial de CO, disminuye
criticamente por anegamiento mientras que la especie
anfibia Eleocharis vivipara (Cyperaceae) sumergida se
comporta como una planta C, pero adquiere un meta-
bolismo C ,» con anatomfa Kranz incluida, al adaptarse
a una vida terrestre (Reiskind ez 4, 1997; Ueno,
2001). Si estas especies deben ser consideradas interme-
dias C,-C, es terreno de discusion.

Aspectos metabdlicos

Inicialmente, el punto de compensacién caracteri-
zaba las especies intermedias C,-C, pero actualmente
las bases metabdlicas definen dicho comportamiento.
Numerosas evidencias sugieren que las especies inter-
medias C,-C, de los géneros Alternanthera, Moricandia,
Panicum 'y Parthenium no poseen un metabolismo C,
que justifique sus bajas tasas de fotorrespiracién. En las
especies mencionadas, el CO, no es transferido al ciclo
de Benson-Calvin utilizando intermediarios de cuatro
carbonos y las actividades de las enzimas del ciclo C,
son bajas (Rawsthorne, 1992). Una de la enzimas claves
del metabolismo C, la PEP carboxilasa, representaria
un ¢jemplo de las modificaciones moleculares y funcio-
nales que acompaifian los cambios anatémicos y fisiol-
gicos en la evolucién C,-C,. La carboxilacién irreversi-

ble del PEP mediante el HCO3’ diferencia a la PEP
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carboxilasa de las carboxilasas que reconocen al CO,
como sustrato (e.g. RUBISCO). La PEP carboxilasa,
tetrdmero formado por cuatro subunidades idénticas
(ca. 100 kDa), cumple importantes funciones en 6rga-
nos no fotosintéticos mediante reacciones anaplerdticas
que suministran los metabolitos al ciclo de Krebs en las
primeras fases de la evolucién C,. Estas caracteristicas
metabdlicas confluyen a postular que los ancestros C,
estuvieron predispuestos para duplicar los genes dando
la posibilidad de mantener las mutaciones sin afectar la
fisiologfa del organismo. Si bien, la duplicacién génica
pudo originar los componentes de la via C, actual
(Sage, 2004), un metabolismo eficiente requirié altera-
ciones en los patrones de expresién de los genes
involucrados, principalmente a nivel del promotor
(Svensson et al., 2003). La isoforma fotosintética de la
PEP carboxilasa se expresa solamente en las células del
meséfilo mientras que los ort6logos no fotosintéticos se
expresan en todos los 6rganos y tejidos. Por otra parte,
las actividades que la enzima exhibe en el género
Flaveria guardan estrecha relacién con las caracteristicas
estructurales y fotosintéticas de la planta (Tabla 1).

La evolucién de especies C, a partir de ancentros
G,

cantidad de afios pero el advenimiento de la ingenierfa

tal como hoy se sostiene, llevé una considerable

genética introduce al hombre como un nuevo factor en
esta conversién. Dos objetivos primaron en los intentos
para aumentar la eficiencia fotosintética: la disminu-
cién de la fotorrespiracién y la incorporacién de meca-
nismos para aumentar la concentracién de CO, en las
proximidades de RUBISCO (Raines, 2006). En gene-
ral, la inactivacién de los genes que codifican para las
enzimas de la via fotorrespiratoria arrojé resultados
negativos, cuando no letales (Raines, 2006). Aunque se
han obtenido resultados interesantes con la incorpora-

cién de genes propios del metabolismo C, a plantas C,,
no se han comprobado alteraciones significativas en el
metabolismo de la planta receptora (Tabla 2). Un
aspecto importante es que el mecanismo de concentra-
cién del CO, en la mayorfa de las especies C, depende
de la separacién espacial entre la fijacién del CO,
atmosférico y su asimilacién por el ciclo de Benson-
Calvin. Aunque la fotosintesis C, no depende de una
anatomia Kranz (Voznesenskaya et al., 2001a), la evo-
lucién hacia dicho camino metabdlico requiere la
modificacién anatémica que favorezca el mecanismo de
acumulacién de CO, (Sage, 2004). Los intentos para
sobreexpresar genes del metabolismo C, en plantas C,
crearon un sistema basado en el funcionamiento intra-
celular sin tener en cuenta la adaptacién anatémica,
quizds por la ausencia de técnicas adecuadas para tal
fin. Aunque el descubrimiento de metabolismo C,
monocelular permitiria obviar el dimorfismo celular
(Reiskind ez al., 1997; Voznesenskaya er al., 2001a,
2003) B. aralocaspica exhibe un ordenamiento subcelu-
lar que separa topograficamente la fijacién del CO, via
PEP carboxilasa de la asimilacién via RUBISCO. No
s6lo los aspectos anatémicos sino también los metabdli-
cos (e.g. sobreexpresion de la anhidrasa carbdnica,
coexpresién simultdnea de genes) deben ser incluidos
en el disefio de las futuras lineas transgénicas (Raines,
2000).

Por otra parte, son destacables las alternativas
experimentales que intentan aumentar la eficiencia
fotosintética incrementando la disponibilidad de CO,
en las cercanfas de RUBISCO mientras mantienen la
estructura de planta C,. Extremadamente interesante
fue la transformacién de tabaco (C,) con un gen de
cianobacterias implicado en acumular intracelularmen-
te CO, (Lieman-Hurwitz et al., 2003). Estas nuevas

TaBLA 1
Evolucion de la fotosintesis C, en el género Flaveria
(Edwards et al., 1987; Svensson et al., 2003)

Pardametro F. pringley | F. linearis F. pubescens F. brownii F. trinervia
, Poco Poco Bien Bien
Anatomia Kranz e desarrollada desarrollada desarrollada desarrollada
Punto de compensacién 62 27 21 6 3
(pbar)
Actividad PEP carboxilasa

(el O ) 24 123 207 460 900

e - + ++ e+ I
Tipo de fotosintesis G, C,-C, C-C, tipo C, G,




lineas exhiben un aumento en la tasa fotosintética
a concentraciones limitantes de CO, pero no frente a
concentracién saturantes. Congruente con un aumento
de la concentracién de CO, en las proximidades de
RUBISCO, el punto de compensacién en las plantas
transgénicas fue menor que la contraparte silvestre. En
este contexto, RUBISCO activasa, enzima que estimula
la actividad de RUBISCO, surge como potencial obje-
to de estudio en los enfoques para aumentar la eficien-
cia fotosintética (Salvuci ez 4/, 2001; Raines, 2006). El
conjunto de estos resultados permite vislumbrar la
aparicién de una nueva generacién de estados de
transicién C-C,.

METABOLISMO FOTOSINTETICO C, Y LOS ESTADOS DE TRANSICION C.-C,

Metabolismo intermedio C,-C,

Aunque la secuenciacién completa de los genomas
de Arabidopsis thaliana y arroz (Oryza sativa) provee
informacién valiosa sobre modelos de dicotiledéneas y
monocotiledéneas, respectivamente, ambas especies ex-
hiben fotosintesis C,. La reciente descripcién del geno-
ma completo de maiz, especie que podria constituirse
como modelo para las C,, abre nuevas y alentadoras
expectativas.

La idea prevalente en los estudios evolutivos es que
el metabolismo C, surgié simultineamente en linajes
separados espacialmente como respuesta a los cambios

TABLA 2

Impacto de la expresiéon de enzimas C, en plantas C, (Raines, 2006)

Enzima sobre-expresada Plana Impacto sobre la fisiologia Impacto sobre el Referencia
receptora crecimiento
Aumento de la fotosintesis bajo
PEP carboxilasa de Arroz saturacion luminica. ND Ku et al. (1999)

maiz Disminucion de la sensibilidad
al O, de la fijacion de CO,

El flujo de carbono cambia
hacia aminodcidos.

PEP carboxilasa de Patata Estimulacion de la NADP- DC.COIOMCIOH de Hausler ez /. (2001)
patata . hojas
malato deshidrogenasa
enddgena
Piruvato ortofosfato Disminucion en el contenido de
.o , Patata piruvato, aumento en el de ND Ishimaru ez al. (1998)
diquinasa de maiz !
malato
Piruvato ortofosfato Sul:.) re510n.<'ie fotoslntesTs . No visible Fukayama et al.
. . Arroz Estimulacién de la respiracion A
diquinasa de maiz fenotipicamente (2002)

Funcion estomatica alterada

Piruvato ortofosfato

L. , fotosintética
diquinasa de maiz

diquinasa de Tabaco Sin efecto Sin efectos Sheriff e al. (1988)
Mesembryanthemum
crystallinum
Actividad NADP-malato
NAI?P—malato | Arroz deshidrogenasa 20 a 70 veces Hojas atrofiadas y Takeuchi er a. (2000)
deshidrogenasa de maiz aumentada decoloradas
Cloroplastos anormales
PEP carboxiquinasa de Mayor flujo de CO, hacia ' Tsuchida ez al.
- Arroz compuestos C, Sin efectos (2001)
Urochloa panicoides . . N .
Sin cambios en la fotosintesis Suzuki et al. (2000)
LLEL carboxlq.u tnasa de Tabaco Sin efectos Sin efectos Hausler ez al. (2001)
Urochloa panicoides
PEP carboxilasa de
Corynebacterium +
NADP-malato Patata Inhibicién por O, atenuada ND Hausler e al. (1999)
deshidrogenasa de
Flaveria
PEP carboxilasa + Aumento de la capacidad Aumento del
Piruvato ortofosfato Arroz P rendimiento de Ku et al. (2001)

granos
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en las condiciones ambientales, fundamentalmente el
descenso de la concentracién atmostérica de CO,. Esta
separacion filogenética generé un gran numero de
variantes que condujeron a la expresién del metabolis-
mo C, en diferentes lineas. Esta caracteristica y los
escasos datos sobre los genomas de las especies cuyo
metabolismo alterna entre las vias C,y C, constituyen
una dificultad para sugerir un mecanismo general.
Aunque existen géneros muy estudiados, e.g. Flaveria,
éste no constituirfa un modelo para otras especies
porque no serfan similares los caminos evolutivos y el
desarrollo alcanzado. Por ello, la presente revisién
describe ejemplos de plantas C.-C, tipicas para estable-
cer el estado del conocimiento y , en consecuencia,
vislumbrar las perspectivas de las lineas de investigacién
que se encaren en el futuro.

Alloteropsis

La especie Alloteropsis semialata (Poaceae) incluye
subespecies tipo C, (ssp eckloniana) y C, (ssp semiala-
ta). La subespecie eckloniana exhibe una anatomia
Kranz anémala en la cual las células del mestoma (la
capa interna de la vaina vascular) poseen abundantes
cloroplastos y mitocondrias. Las células del meséfilo y
del mestoma acumulan RUBISCO vy glicina descar-
boxilasa pero los niveles de enzimas C, son bajos. La
anatomfa Kranz de la subespecie semialata también es
anémala pero contiene niveles elevados de las enzimas
implicadas en el metabolismo C, dependiente de PEP
carboxiquinasa. La PEP carboxilasa, la piruvato orto-
fostato diquinasa y la glicina descarboxilasa particionan
diferencialmente entre las células del meséfilo y las de la
vaina vascular mientras que RUBISCO se encuentra en
ambos tipos de células. Ambas subespecies de Allozerop-
sis semialata contendrian metabolismos intermedios
con un uso potencial en los estudios sobre la evolucién

C, (Ueno y Sentoku, 20006).

Moricandia

Brasicaceae es una familia agronémicamente im-
portante que incluye numerosas especies horticolas y
oleaginosas. Aunque la mayoria de las especies poseen
fotosintesis C,, los géneros Moricandia, Diplotaxis y
Brassica exhiben la via intermedia C,-C, (Apel ez al.,
1997). Dada la facilidad para implementar hibridiza-

ciones en esta familia, un trabajo reciente estudié los
cruzamientos entre Moricandia arvensis (C,-C) y Bras-
sica oleracea (C,) (Ueno et al, 2007). Los puntos de
compensacién y las tasas fotosintéticas de los hibridos
obtenidos exhibieron valores intermedios a las especies
parentales. La transmisién de estos caracteres permite
vislumbrar el aumento de la eficiencia fotosintética
mediante la incorporacién de rasgos C, en especies C,,
objetivo para el cual se ha propuesto utilizar el gen de
glicina descarboxilasa de la especie intermedia (Mori-
candia nitens en este caso) como marcador selectivo
(Zhang et al., 2004).

Eleocharis

Como la especie Hydrilla verticillata (Hydrochari-
taceae), que desarrolla fotosintesis C , €n condiciones de
anegamiento (Rao ez al., 2006), otras especies acudticas
pertenecientes a los géneros Neostapfia, Tuctoria y Orcu-
ttia (Tribu Orcuttieae - Poaceae) evolucionaron también
hacia dicho metabolismo (Keeley, 1998). En cambio, la
especie anfibia Eleocharis vivipara expresa caracteristicas
C, en vida terrestre y se comporta como C, cuando estd
sumergida. Aunque la expresién de genes C, no estd
vinculada al desarrollo de la anatomia Kranz (Uchino et
al., 1998), la forma terrestre exhibe bien desarrollada
dicha morfologia en su tallo (culm) con definidas
caracteristicas C,, mientras que la forma acudtica no
conserva el dimorfismo celular y expresa bioquimica-
mente la fotosintesis C,. La transicion de la forma C,a
la C, procede gradualmente cuando las plantas terres-
tres son sumergidas pero el cambio inverso ocurre
comparativamente mds rdpido cuando plantas acudti-
cas son transferidas al aire (Agarie ez al., 2002). Nota-
blemente, la adicién del 4cido abscicico al agua induce
la formacién de nuevos tallos con anatomia Kranz y
metabolismo C, en las plantas sumergidas sugiriendo la
participacién de esta hormona en la implementacién de
esta via fotosintética (Ueno, 1998).

Flaveria

El género Flaveria, perteneciente a la familia Aste-
raceae, ha recibido particular atencién en los dltimos
afios debido a la presencia de especies con diferentes
estados de transicién C,-C,. Aunque su utilizacién para
el estudio del metabolismo C, fue relativizada (Brown
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TaBLA 3

Tipos fotosintéticos del género Flaveria (McKown et al., 2005)
C, C,-C, tipo-C, (©),
F. cronquistii F. angustifolia F. brownii F. australasica
F. medougalli F. anomala F. haumanii (o C,) | F. bidentis
F. pringley F. chloracfolia F. kochiana (o C,) F. campestris
F. robusta F. floridana E. palmer: F. trinervia

F. linearis F. vaginata

F. oppositifolia

F. pubescens

F. ramosissima

F. sonorensis

et al., 2005), resulta interesante para seguir la evolucién
de (i) los mecanismos de concentracién de CO,, (ii) la
fotorrespiraciéon (Ku ez al, 1991; McKown et al.,
2005), (iii) las actividades enzimdticas C, (Casati ez al,
1999; Westhoff y Gowik, 2004) y (iv) las transforma-
ciones genéticas (Chu ez al., 1997). Este género posee
23 especies conocidas, de la cuales algunas son C; o C,
(del tipo NADP-ME) estrictas y otras intermedias
cuyos estados de transicién han sido subclasificados en
C,-C, intermedios o tipo-C, (Cheng et al, 1988)
(Tabla 3).

El estudio filogenético de McKown ez al. (2005)
demostré dos origenes independientes que parten de
ancestros C, para los estados intermedios (C,-C; tipo-
C 4). Congruente con esta condicién ancestral, las
especies con fotosintesis C, estan restringidas a las
porciones basales de la filogenia (Sage, 2004). Aunque
el paradigma actual sostiene que las especies interme-
dias representan sobrevivientes que se encuentran en
evolucién hacia una fotosintesis C ” algunos investiga-
dores sugieren que ellas no tienen posibilidades de
evolucionar mds alld de su estado actual (Edwards y Ku,
1987; Monson y Moore, 1989; McKown ez 4l., 2005).

Salsola

El primer caso descripto de metabolismo interme-
dio C,-C, dentro de la familia Chenopodiaceae tue
Salsola arbusculiformis (Voznesenskaya ez al., 2001b). El
andlisis de las especies pertenecientes a la tribu Salsoleae
resulta sumamente interesante para entender la evolu-

cién de la fotosintesis C, y los mecanismos de adapta-
cién que las plantas ponen en juego frente a condicio-
nes ambientales desfavorables. Los estudios fisiolégicos
indican que la mayorfa de las especies del género Salsola
presentan fotosintesis C,, dependiente de la NADP-
ME. La anatomia Kranz en este género estd caracteriza-
da por cloroplastos dimérficos pero difiere con el tipo
de fotosintesis C,. La grana de los cloroplastos de las
células del meséfilo en las especies NADP-ME estd
mucho mds desarrollada que en las células de la vaina
vascular, mientras que la morfologfa plastidica en las
especies NAD-ME es la inversa (Voznesenskaya ez al.,
2003). Algunas especies dentro de la tribu Salsoleae
(Chenopodiaceae) presentan una fotosintesis C, en los
cotiledones durante la embriogénesis y postgermina-
cién pero desarrollan un metabolismo C, en hojas y
tallos verdes (Voznesenskaya ez al, 1999). Las bases
anatémicas y fisiolégicas de esta transicién se han
identificado en Salsola richteri (Voznesenskaya et al.,
2003). Después de cinco dias de crecimiento en presen-
cia de luz, las hojas adquieren las caracteristicas C,
(compartamentalizacién de PEP carboxilasa y RUBIS-
CO), y llegan al estado maduro con una anatomia
Kranz totalmente desarrollada y una fotosintesis C,
enteramente funcional.

Conclusiones
El surgimiento de mecanismos para la utilizacién

eficiente del carbono atmosférico y del H O facilit la
expansién de los vegetales en los medios inhdspitos.
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Uno de estos mecanismos, la fotosintesis C ,» Suministré
a las plantas terrestres la tolerancia tanto a la disminu-
cién del CO, atmosférico y del H O como al aumento
de la temperatura ambiental. Notables avances fueron
logrados tltimamente en los estudios de los genomas,
las caracteristicas bioquimicas, las estructuras anatémi-
cas y los rasgos fisiolégicos del metabolismo C,. Sin
embargo, ciertas especies toleraron los ambientes térri-
dos y secos pero no progresaron en la adquisicién de
esta capacidad por las restricciones impuestas por su
genoma. En este contexto, las plantas C,-C, constitu-
yen «f6siles vivientes» cuyo estudio, concertadamente
con las lineas transgénicas provistas por la ingenierfa
genética, es adecuado para dilucidar el camino seguido
por la plantas C, durante la evolucién. Pero mds
importante, la informacién provista por las plantas C,-
C, aportard herramientas para un diseno racional de
especies eficientes que no sélo toleren los cambios
impuestos por la sociedad en el medio ambiente sino
también utilicen los terrenos (semi)desérticos para una
agricultura que satisfaga los requerimientos alimenti-
cios y energéticos futuros.
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