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“What is Life ?” (1944)

resistenza alle leggi della
Termodinamica

Erwin Schrodinger



La vita rappresenta una violazione del II°
principio perché e un fatto di per sé altamente
improbabile

«Al pari di un salmone che
nuota controcorrente,
anche la vita combatte la
sua stenuante battaglia
contro le tendenze
caotiche dell’universo»

ma, al tempo stesso, e riconducibile al II°

principio in quanto la vita non e possibile
IN UN SISTEMA ISOLATO!



Caratteristica peculiare dei viventi

Ciascun organismo vivente e dal punto di vista
termodinamico un sistema aperto attraversato da un
flusso di energia libera in via di degradazione, che lo
mantiene sempre lontano dallo stato di equilibrio
termodinamico rispetto all’lambient

Un sistema vivente —
all’equilibrio



Terra Primordiale: sistema isolato
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A FIGURA 1.3 Le condizioni sulla Terra primordiale sarebbero state in gran parte inadatte
per la vita come & oggi. Esisteva molto paco, quasi niente, ossigeno (O,). [ vulcani erutta-
vano emettende gas e violent temporali causavano piogge torrenziali che ricoprivano la
Terra. La freccia verde indica la formazione di biomelecole da precursori semplici.




La comparsa dei primi organismi autotrofi ha
trasformato il “sistema terra” da isolato a
chiuso e gli organismi viventi da sistemi
isolati a sistemi aperti

Trophic level

Human !
meat-eaters |

Human
vegetarians

Copyright & Pearson Education, Inc., publishing a5 Benjamin Cummings.



Gli organismi sono strutture
dissipative che vivono a spese
dellfenergia libera

Per mantenere
I'ordine (cioe per
combattere la
tendenza
inteluttabile verso
I’entropia), tutti i
sistemi biologici
devono “nutrirsi” di
continui input di

L ‘ordine e una caratteristica della

vita: gli esseri viventi, pur ene rgia .
producendo entropia, sono in grado
di autostrutturarsi acquisendo una

qualche forma di organizzazione Ed il disordine?



La vita @ come un frigorifero: una
macchina che riduce localmente I’entropia

«Come il frigorifero la vita
sfrutta una fonte di energia a
bassa entropia (il cibo o la luce
del sole) e riduce I’'entropia
localmente (creando ordine
attraverso la crescita) ma per far
questo gli esseri viventi devono
pompare il disordine (calore,
rifiuti chimici) nell’lambiente
circostante»




Fotosintesi e Respirazione

Energia

U
6C0, + 6H,0 ==)C H,,0, + 60,

Formazione di struttura “ordinata “ e “improbabile”

Produzione di energia piu concentrata e piu utilizzabile
Diminuzione dell’entropia

CH,,0, + 60, =) 6CO,+6H,0
U
Energia
Formazione di struttura “disordinata * e “probabile”

Produzione di energia piu dispersa e meno utilizzabile
Aumento dell’entropia



Il paradosso del diavoletto di
Maxwell: entropia ed informazione
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Berry et al, 2013.
Photosynthesis research

Large
Vacuole

10 jm
—

Nucleus

Nuclear-encoded genes

RbeS, Lheb, PsbF, PsaD-H, ete
(Table 2

Core promoter elements
Enhancers

Transcription

hNRNA processing

fransport 1o cytoplasm

Subject to retrograde signaling (RS)

~ 100 genes

> las
Chioroplast _ 1000 proteins

Plastid-encoded genes

rbcl, psbA, petD, etc

(Table 1)

Some Transcriptional control
Translational control

RNA stability

Subject to anterograde signaling (AS)

Cyloplasm

Translation
mRNA stability
Signaling
Transport




Gene Protein/enzyme Function References Gene Protein/enzyme Function References
. Nuclear-encoded genes
Chloroplast-encoded photosynthetic genes Pacicar-cacorcd gence
- Photosynthetic carbon Patel and Berry
_ . Photosynthetic carbon Patel and Berry Rbes Rubisco (small subunity*
rbel. Rubisco (large subunit) fixation (2008)
fixation {2008) -
Dissociates sugar phosphates
psaA-C, 1] Photosystem | components Electron transport Obokata et al. {1993) from the active site of
- Salvucci and Ogren
Westhoff et al. (1991) Rea Rubisco activase* Rubisco, facilitating
{1996)
psbA-N,Tc, Z | Photosystem 11 components Electron transport and Barbrook et al. carbamylation of a lysine
(2010) residue/activation
PsaD-H, K, L,
peth C_‘,'luchrnrn:f Photosystem I components* Electron transport Dbokata et al. (1993)
N, 0
peiBt Cytochrome by Bruce and Malkin i
Lhcal{Cabl)- | Anienna pigment proteins of _ . Tyagi and Guar
Subunit IV of cytochrome by {1991) - Light harvesting
f PSI {2003)
peily Electron transport
complex Psh-Tn, U, Photosystem 11 .
- Electron transport Lorkovié et al. (1995)
~4kDia subumnits of W-Y components*
peiG, L Barbrook et al. (2010) -
cytochrome byf complex Lheb1{(Cabll)- | Antenna pigment proteins of Tyagi and Guar
, Light harvesting _—
CFy ATPase subunits (1. I, e i il (2003)
reen an e .
= . Riesk sulfur prot
ampF H, 1 and IV} {transmembrane ATP synthesis RPN e
Hollingsworth {(1992) PerC subunit of cytochrome hyf deVitry (1994)
domain)
complex* Electron transport
A E CF| ATPuase subunits (dL, [j. €) R Hennig and Herrmann YT ———
iPE Sy tromal doma 5 - 198 PerM deVitry et al. {1996)
(stromal domain) {198a) cytochrome byf complex®
Large and small subunits of Yamaguchi and PerE Plastocyanin*
pl, rps Protein synthesis
ribosomal proteins Subramanian { 2000} PetF Plastid ferredoxin® Tyagi and Guar
Electron transport
Ferredoxin-NADFH- {2003)
PeH
oxidoreductase*
Alcuni geni codificati nel N e
i,
domain)* Green and

cloroplasto, loro proteine

associate e funzioni

Berry et al, 2013.
Photosynthesis research

ATP synthesis

Alcuni geni codificati nel
nucleo, loro proteine
accociate e funzioni




RubisCO
ribulosio 1,5 bisfosfato carbossilasi/ossigenasi

* 8 subunita maggiori nella parte centrale e 8 subunita minori
organizzate in 2 tetrameri posti alla base e alla sommita della
molecola

* ogni molecola di RuBisCO possiede 8 siti attivi, dato che ogni
subunita maggiore ne ha uno



Alcuni numeri

Piu del 90% del carbonio organico che e convertito in
biomassa e fissato dalla RubisCO

La RubisCO e presente in tutti e tre domini della vita:
Bacteria, Archaea e Eukarya

La RubisCO rappresenta circa il 30-50% della frazione
proteica solubile nella foglia

5 Kg di RubisCO per persona sulla terra

La RubisCO e uno degli enzimi piu abbondanti nel ciclo
globale del C, letteralmente nutre la vita sulla terra



Alcune peculiarita

* La RubisCO e un catalizzatore piuttosto lento. La sua frequenza
media di turnover e di 1-10 molecole rilasciate s . Per questo €

cosi abbondante!

* La RubisCO e un enzima «difettoso» funziona da carbossilasi e
da ossigenasi. In media una pianta a metabolismo C3 ha un
tasso di errore del 20%, quota che puo superare il 40% ad alte
temperature e/o bassi livelli di CO, intracellulare, con elevata
produzione di 2PG (2 —fosfoglicolato).



La RubisCO si e evoluta in un contesto non-
autotrofo

Albero filogenetico della

superfamiglia RLP (in f\
blue)/RubisCO (in rosso \ / <
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Erb e Zarzychi, 2017
Current opinion in
Biotechnolosv



Enzima responsabile dell'ossidazione

dell’acqua (WOE)
(OEC = complesso che evolve I'ossigeno)
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e un cluster manganese-calcio (Mn,CaO¢(H,0),),
legato alla parte terminale del PSII

e una sorta di condensatore redox che consente di
ossidare due molecole di H,O per produrre ossigeno
attraverso quattro successive reazioni di
fotoossidazione del PSI|

ha un turnover di 50 molecole di O, rilasciate s

ha la stessa struttura nelle piante, nelle alghe e nei
cianobatteri

e molto sensibile agli stress abiotici (ad esempio alte
temperature e fotoinibizione generata sia da UV che
da luce visibile)



Metabolismo energetico: scala temporale
(miliardi di anni)

——

fotosintesi
ossigenica Compars .
(cianobatteri 3 dell’O, euca.rlo.tl
fossilipiu  molecola (prl.ml.
antichii) te Comparsa protisti)
Origine Origine della
del Primi della respirazione
mondo procariotifotpsintes | g0 aeyobica
! simbi
osSlI >
< >< >
Ambiente
ossidante




Due tipi di fotosintesi

Fotosintesi ossigenica

Fotosintesi anossigenica

Organismi Piante, alghe, cianobatteri Batteri rossi e batteri verdi
Clorofille (420-450nm,
paiial Batterioclorofille
Pigmenti (A,.,) | Ficobiline (ira 460 ¢ 650 nm) (assorbe a 800-950 )
Carotenoidi (420-450 nm,
470-480 nm)
Donatore di e- per
|a fotosintesi 10 o, FoS
Produzione di .
Si no

0ssigeno




Quando la fotosintesi fece la sua comparsa circa 3,5
— 3,7 milioni di anni fa comincio ad usare cio che era
disponibile nell’'ambiente circostante e soprattutto

“maneggiare”
H,O = richiede molta
energia per rompere |
legami
H,S = richiede meno
energia per rompere |
legami




Fotosintesi anossigenica: senza liberazione di ossigeno.
Prevalentemente fotofosforilazione ciclica

a. batteri verdi sulfurei: fotosistema somigliante al
PSI dei cianobatteri, alghe e piante

b. batteri rossi e batteri verdi non solfurei:

fotosistema somigliante al PSII dei
cianobatteri e piante g
pe A.;A
A b
VEJE,
Fd
| \FNR
| “* NADIPH s
| 1" Reverse ¢~ fow
| ql; = btemal e
| Complex 111 ;

F lfll'::l'tlf a



Da organismi con un solo fotosistema
ai cianobatteri con due fotosistemi

Fotosintesi ossigenica: liberazione di ossigeno. Due
fotosistemi (PSI e PSIl) connessi in serie con produzione di
0S '

Reduction
potential,
E,'(mV)

HO
mn(i';ﬂ: e Cpamobacteria algae, and pants




L'atmosfera terrestre e stata
permanentemente alterata
dall’evoluzione della fotosintesi




La fotosintesi ha permesso
I’evoluzione della respirazione
aerobica

eLa terra e stata per lungo tempo anossica
|l metabolismo e stato per lungo tempo
anaerobico

0, inizia ad essere prodotto ~2.5 x 10° anni fa
Metabolismo anerobico-glicolisi

Glucose + 2ADP + 2P, Lactate + 2ATP + 2H,0

O, un accettore di e" nel metabolismo aerobico

Glucose + 60, + 36ADP + 36P, 6CO, + 36ATP + 6H,0



Il paradosso dell’ossigeno

Questo e l'ossigeno bellezza...e tu non puoi
farci niente!

e 'ossigeno e essenziale, ma tossico

el e cellule aerobiche subiscono costantemente danni ad
opera delle specie reattive dell’ossigeno (ROS).

¢| ROS possono agire come mutageni e possono causare
perossidazione dei lipidi e denaturare le proteine

. Superoxide Peroxide Oxene Oide
Dioxygen radical ion jon ion ion
e - _8 2 _8 3 : e 2-
0, ——+ 0y —— 0; — O; 0 —— 0
l [ | Mo S
‘0, HO, H0; HO  OH' H,0
Singlet Parhydroxyl Hydrogen Water  Hydroxyl Water

oxygen radical peroxide radical



Protezione Stress ossidativo

ossidlativa

A

Ossidanti Antiossid
anti

Protezione
ossidativa

Stress ossidativo

Ossidanti
* Superossido, perossido di idrogeno, idrossile, ossido nitrico

e Auto-ossidazione, scoppio respiratorio, organelii.....
e Danno ai lipidi, proteine, DNA
e Conseguenze = Riparo, adattamento o morte

Antiossidanti???
Lo stress ossidativo avviene quando la
produzione dei ROS e superiore alla
loro rimozione



Mamma mi si e arrossato il

cactus!
* Nelle piante i ROS si possono formare

durante la fotosintesi (in condizioni di
stress c’e insufficiente rigenerazione di
NADP* dal ciclo di Calvin, O, e un accettore
di e- e cosi si formano ROS), ma anche
durante la respirazione e la
fotorespirazione

* ASttiessidssidiativo: perossidazione dei lipidi,
Cdaotemoal i, emobfidles antatiaitini, stress
Apssidatdantiaictosapiasdtici (acido ascorbico,
glutatione, tocoferoli)

Enzimi antiossidanti (superossideo dismutasi,
ascorbato perossidasi, perossidasi, catalasi,
glutatione riduttasi)




Il dilemma degli anaerobi

Kirst living organisms

Anaerobes
Stress wiih
E‘I}'g[‘-l!
Y
Fvolve antioxidant Die Retreat o
defences anacrobic

EOVITORMENtS



La nascita del cloroplasto

Tutti i cloroplasti sono derivati da un unico
cloroplasto comparso quando un cianobatterio e
stato inglobato da un’altra cellula (Teoria
endosimbiontica)

Endosymbiosis in a nutshell:

1. Start with two 2. One bacterium 3. One bacterium now
independent bacteria. engulfs the other. lives inside the other.

@@QQLQ

4. Both bacteria benefit 5. The internal bacteria are passed
from the arrangement. on from generation to generation.

) p D)
) @@
@ 52
"

@



Ci sono prove che possono
confermare l'ipotesi di un’origine
endosimbiontica del cloroplasto?

(i Ay
o iy

Y/

| cloroplasti hanno molecole di & \
] . ‘
DNA che codificano per e
particolari proteine anche se la chloroplastdna &
maggior parte delle proteinee i
codificata da geni nucleari “, /

L L lllm.%

| cloroplasti hanno ribosomi

| cloroplasti hanno dimensioni
paragonabili ai batteri

Si dividono secondo un
meccanismo molto simile alla

criccinne hinaria Aot hattard




Cellula vegetale Membrana esterna
con molti e interna
cloroplasti

Cloroplasto

maturo x29000

Tilacoide
Non solo fotosintesi
ma anche molte Granum {
altre vie
metaboliche: ad
esempio, Particolar S
assimilazione di N e e
S, la sintesi di x53.800
metabolite Lamelle
.. . Stromatiche

secondari, pigmenti




( 2H,0 . Op* 2 H*
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The LIGHT-HARVESTING reactions take
place in the thylakoid membranes

Lo

The CARBON-FIXING
reactions take place in
the chloroplast stroma
sunlight 02 H0 COs
A
\_A47 |  CHLOROPLAST
\

NADPH, ATP

L

ight-

NADP*, ADP

sugars

independent

reactions

CYTOPLASM
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Le reazioni dipendenti dala luce producono O,,
ATP e NADPH

2 NADPH

Complesso @ 1 o 4+
Le reazioni citocromico
- . 2 NADP*
richiedono molti
complessi multi- ADPATP Fotosistem
proteici: due 7 a (PS1)
fotosistemi (PSl e
PSIl), il 2H,0 O,+2 H @z
complesso H*
citotcromico bgf, X
=l SR Fotosistema Il (PSIl) ATP sintasi

Adapted from Kramer, D.M., and Evans, J. R. (2010). The importance of energy balance in improving photosynthetic
productivity. Plant Physiol.155: 70-78.


http://www.plantphysiol.org/content/155/1/70.full
http://www.plantphysiol.org/content/155/1/70.full
http://www.plantphysiol.org/content/155/1/70.full
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fotosistemi

(per produrre 32 g di O, dall'acqua un organismo deve
usare 300.000 J)

.gorte -1. PSI P700* & forte
riucent P700* riducente— forte
 riducenti abbastanza da
donano -1 .
elettroni ' donare gli
2 elettroni a
5-0 ~ @ADP*
c S K
=3 NADR: NADPH
(T
-3 0.
c
)
g -
1 0 P700+
5 Hz@ P700
Forte .
ossidant 1. L | P6§O e un forte
4H"OQ, % - ossidante —forte

Gli o8idanti
rimuovono gli
elettroni

abbastanza da
strappare e all'acqua



PSI e PSII sono connessi da una catena di
trasporto degli elettroni

.Forte _1 ] PSl
riducent .
| riduc@nti P700
donano -1.
elettroni
3
| X4 0
8D ‘) NADRE NADPH
o
L Q
5-go. CH
c
g
(@)
(al

-
o

P700

PC
l P70Q"

1 2 HZQ
Forte L

' 1. 0.0 La catena di trasporto
ossidant A O en: P
Gli 08idanti 2 contribuisce a creare la
rimuovono gli forza guida protonica

elettroni per la produzione di ATP




Questo diagramma e conosciuto come schema
al

Forte
riducent
I riduc@nti
donano -1.
elettroni
>
o
-0
S
o
GC-’ Q
®
w g 0.
c
[4B)
]
(@)
al

-
o

Forte
ossidant 1-

Gli o8idanti
rimuovono gli
elettroni

La catena di trasporto
contribuisce a creare la
forza guida protonica
per la produzione di ATP




PSI puo funzionare senza PSIl, ma senza
produrre ossigeno o NADPH

Trasporto ciclico di elettroni: PSI

e solo PSI P 700
* coinvolge la catena di trasporto degli elettroni

e produzione di ATP

* non libera O, ‘)

* non produce NADPH
Cyt byf

PC
l P700*

P700

La catena di trasporto
contribuisce a creare la

forza guida protonica
per la produzione di ATP




Il gradiente H* guida la sintesi di ATP

2 NADPH

2H @

4 H* 02 [H+]

Gradiente
protonico
da alto
(dentro il
lumen) a
basso
(nello
stroma)



| prodotti della fase luminosa vengono utilizzati

Reazioni dipendenti dall:

per fissare la CO,

Ciascuna
CO, fissata 0 CO,
richiede 3 Rubisco .
ADPATP _ _ Carbossilazione
ATP e Rlbulosm-l,S-%

NADPHifosfato

Reazioni di fissazione della CO,

NAur'r!
1
H* T H+i Ciclo di
NADP" Calvin-
1
! Rigenerazione 1SON
-------------------------- _ , ATP./ Input
Glicerlaldeide di
3-fosfato
(GAP) ADP + ‘energi
. | a
Per 3 CO, fissate, HC — OH NADPH Riduzione:
. 2 1 X GAP 4
viene prodotto un 40® NADP* + Input di
GAP ’ “.potere
riducente

Adapted from: Buchanan, B.B., Gruissem, W. and Jones, R.L. (2000) Biochemistry and Molecular Biology of Plants.
American Society of Plant Physiologists.



http://www.aspb.org/publications/biotext/
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La fotorespirazione

Fotorespirazione (o
ossidazione
fotorespiratoria del
carbonio, PCO) e una
reazione che avviene
sempre per intervento
dell’enzima rubisco ed e
in competizione con la
fotosintesi. Come nella
respirazione si ha

/ \ Acido 2 fosfoglmolmo
>0y I'

II'. i\
."/ | [0

! | |
Ciclo di : . Ciclo

| Calvin R|buI03|c? difosfato PCO ‘

| | |

| CO~ (Perdita |
\ {Guadagn{} .I netta in /]
| nettoin | carbonio) COp«—

carbomo} 4
Acido 3-fosf oglmermo

\_/ \/

La F‘%uﬁosm (’}6sfato C
immissione di,CO

arbossilasi (RUBISCO)
eazione tra il ribulosio

difosfato e la CO, puo reagire anche con l'ossigeno
se la concentrazione di CO,

e bassa.




La Rubisco: un enzima antico con un

problema attuale

Rubisec
B o

Carboxylase
activity
(4,00 tho® H— O
TZD @ ﬁ_ o CHO@
HC—OH ‘ C—0OH 3-Phosphoglycerate
HC — OH HC— OH
| |
CH0@ CHO@® W O
e
Ribulose 1.5 Enedliolate C
bisphosphate intermediate |
HC—0OH
|
CH,O@

3-Phosphoglycerate

0 0
"‘-v-.E.ﬁ

HC— OH
|
CH,O0@

3-Phosphoglycerate

|,
CH0@

Z-Phosphoglycolate



Via del glicolato

e coinvolti 3 compartimenti
cellulari
e spostamento tra diversi
compartimenti con
trasportatori
Riassumendo:

e consumo di una molecola
di O, per ogni RUBP
ossidato

* perdita di 72 CO, a livello
dei mitocondri

* impiego di 6,8 ATP + 7
NAPH per una CO,
prodotta(piu del doppio di
duanto impiegato

CLOROPLASTO

PEROSSISOMA

MITOCONDRIO

Gliogstlato.

Glilna




Il metabolismo fotosintetico del C nelle piante C3
e il risultato di due cicli opposti ed interconnessi

* || ciclo di Calvin funziona autonomamente

* La fotorespirazione ha un ruolo “parassita” in quanto dipende
dal ciclo di Calvin per il rifornimento di RU 1,5 DP

Il bilancio fra questi due cicli dipende da tre fattori:

1. Proprieta cinetiche della RUBISCO (affinita verso il substrato)
- Ky cor= ZW maggiore affinita
- Kyt 0 =200 uM

2. Concentrazione dei substrati CO, e O,

3. Temperatura

Le condizioni normali sono fotorespiratorie: I'aria contiene molto O, (21%)

P o F o Y I NDr-no/\



La fotorespirazione abbassa l'efficienza
fotosintetica della fissazione del C

E’ un processo chdakh S a\leﬁop%ante quando la

concentrazione interna della CO, e bassa (ad
esempio, nel caso in cui gli stomi si chiudono per
ridurre le perdite di acqua) e quando la temperatura
e alta (alte temperature diminuiscono l'affinita del
RUBISCO per la CO,).

La fotorespirazione e processo dispendioso che
“contrasta” e rende meno efficiente la fotosintesi:

e circa meta del carbonio fissato nel ciclo di Calvin
viene ossidato nuovamente e rilasciato come CO,
dalla fotorespirazione durante giornate calde e
secche



Science (1999)

* «larubisco e il peggiore e piu incompetente
enzima del mondo» T. John Andrews

* «non uno degli esperimenti evolutivi piu riusciti»
W. Ogren



Perché la RubisCO e cosi inefficiente?

* Uossigenasi della RUBISCO e un “male” inevitabile a causa della
struttura della RUBISCO stessa i cui siti attivi non sono in grado di
discriminare tra CO, e O,

*La fotorespirazione rappresenta un bagaglio dell’evoluzione, un
relitto metabolico di quando |'atmosfera non conteneva ossigeno
libero e quindi mancava la competizione per la CO,



Stadio 1 - prima della fotosintesi ossigenica: O, in tracce — CO, 5%.
0,/C0O, = 0,002

Stadio 2 - comparsa della fotosintesi ossigenica (cianobatteri):
Great Oxygenation Event

Stadio 3- accumulo molto lento di O,. Assorbimento degli oceanie
ossidazione dei minerali della crosta terrestre

Stadio 4 - fine dell’effetto tamponante. Colonizzazione della terra
da parte delle piante. O, 10% - CO, 0,5%. O0,/CO, = 20

Stadio 5 — situazione attuale O, 21% — CO 0,035%. 0,/CO, = 600

Oxygen evolution, Stage1 ' Stage2 / - IStage3 Stage54 &5 - 35% —

L 30% 2

Cyanobacteria L 25% €

fossls | ‘ &

: oy Early eukarya [Pm— Metazoa / | - 20% ;

Evolution of photosynthesis, fossils ‘ L g Fungi split | L 159% ©

‘whiffs’ of oxygen \ ) B4

- 10% o

£

- 5% &

: : - 0% g

L Archean | Proterozoic | Phanerozoic &
3000 Ma 2500 Ma 2000 Ma 1500 Ma 1000 Ma 500 Ma 0 Ma

Modificato da Gacesa et al., 2016.

Srientificr Rennric



Perché la RubisCO e cosi inefficiente?

* Uossigenasi della RUBISCO e un “male” inevitabile a causa della
struttura della RUBISCO stessa i cui siti attivi non sono in grado di
discriminare tra CO, e O,

*La fotorespirazione rappresenta un bagaglio dell’evoluzione, un
relitto metabolico di quando l'atmosfera non conteneva ossigeno

libero e quindi mancava la competizione per la CO,

*In seguito all'accumulo di ossigeno la RubisCO ha imparato a
riconoscere la CO, dall’O,

MA.....



Una trappola tradeoff

Attivita dell’enzima e sua specificita sono
reciprocamente associate

Una RubisCO piu veloce ha un piu alto asso di errore, una
RubisCO piu specifica ha un piu basso tasso catalitico



Ma forse ci sono anche altre ragioni di cui
tener conto
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Concentrazioni di ossigeno che eccedono gli attuali
livelli rendono la materia altamente infiammabile
particolarmente quando la T e alta e I'umidita

/
\ % )
t!} ‘»l % . Y
. 3 1

atmosferic

““Carboniferous firestorm”
Copyright © Walter Myers
http://www.arcadiastreeticom
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La concentrazione minima
di CO, che una pianta
terrestre richiede per
completare il suo ciclo
vitale (crescere,
svilupparsi, riprodursi) e
0,018 cioe la meta della
concentrazione
attualmente presente in
atmosfera



La RubisCO e quindi una sorta di valvola di
sicurezza che contribuisce in maniera
determinante ai processi omeostatici che rendono
possibile la vita sulla terra

Tradeoff: attraverso la fotorespirazione le piante
"decidono” di ridurre la crescita in favore della
sostenibilita. Sacrificano parte del loro potenziale
fotosintetico e di produttivita cosi da assicurarsi cibo
per il futuro ed evitare il rischio di distruzione
dovuto all’'ossidazione.



Inoltre...

fotosintesi veloce = necessita di una elevata disponibilita di ADP e
NADP*

Se c’e un elevato processo riduttivo senza accettori finali (NADP*) con
elevato gradiente di H* attraverso le membrane tilacoidali (senza
ADP), cio puo danneggiare i pigmenti fotosintetici (danni ossidativi o
fotoinibizione da radicali di O,).

Infatti a stomi chiusi I'eccessiva produzione di O, da parte del
complesso OEC puo generare derivati tossici (i ROS) che danneggiano
le membrane e i pigmenti. Il consumo di O, con la fotorespirazione
riduce questo rischio dissipando e"in eccesso quando CO,
intracellulare e bassa.



Tradeoff: impossibilita di raggiungere
contemporaneamente due obiettivi diversi

e assai improbabile che I'evoluzione abbia perso per strada
soluzioni tradeoff free (qualsiasi cambiamento che migliora la
fitness di una specie indipendentemente dalle condizioni in
Cui essa possa vivere)

molti miglioramenti promessi dai biotecnologi sono gia stati
ripetutamente testati ed eliminati dalla selezione naturale, a
causa dei tradeoff

se ignoriamo questi tradeoff rischiamo di innescare processi
che introducono soluzioni peggiori
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Limitazione stomatica
Deficit idrico prevale su qualsiasi altro segnale

WUE water use efficiency
Guadagno di carbonio per unita di acqua persa
mol CO, fissate/ mol H,O traspirate
WUE e dell’ordine di 0,002 (1/500 molecole circa)

Ossia 1000 g H,0 x4 g CO,



La selezione naturale ha migliorato l'efficienza
fotosintetica e 'uso dell’acqua

La selezione naturale offre soluzioni incomparabilmente superiori a
gualsiasi tentativo operato dalll'uomo

* non e possibile affermare che la selezione naturale abbia
testato ogni possibile genotipo o anche ogni possibile fenotipo

MA

* |a selezione naturale ha sicuramente testato ciascun fenotipo
che e ragionevolmente simile a quelli che gia esistono



L'evoluzione della fotosintesi C4 a partire
dalla fotosintesi C3 ne e un esempio
calzante

* migliorare questa complessita biochimica e
apparentemente qualcosa che la selezione naturale
puo fare con una certa facilita

v’ |a fotosintesi C4 si & evoluta almeno 60 volte
in 18 differenti famiglie di piante, talvolta piu
di una volta per famiglia, in ambienti simili
(convergenza adattativa)

* ben aldila di qualsiasi capacita umana di disegnare e
creare un simile miglioramento dal nulla. Anche



Le piante C4 dominano nelle aree tropicali

Edwards et al. 2010
Science 328, 587




Zea

14
dm?ﬂs - C CO2
wa vl » o .
’3& ?met,f dm'/
,1» ’
& | Acido mali 4 atomi
Acido di C
aspartico

Adattamento ad ambienti
caldi e umidi/secchi

Comparsa ed evoluzione delle C4: 10-35 milioni di
anni fa



Solo il 3% delle specie vegetali hanno
un metabolismo fotosintetico C,

Se la via C4 interessa poche piante perché
occuparsene?

30% della produttivita



Anatomia Kranz: mais, canna da zucchero,
sorgo, amaranto ed altre specie di origine

bundle-sheath

cell
mesophyll cell

' spongy
’ mesophyll cell

B C4 plant leaves. In C4 plants such as corn (Zea mays),
carbon is fixed the first time in mesophyll cells, which are
A C3plant leaves. Chloroplasts are distributed evenly among  near the air spaces in the leaf, but have few chloroplasts.

two kinds of mesophyll cells in leaves of C3 plants such as Specialized bundle-sheath cells ringing the leaf veins closely
Independent reactions occur in both cell types second time in bundle-sheath cells, which are stuffed with

rubisco-containing chloroplasts.

© Brooks/Cole, Cengage Learming



M Cells
n M ' e Vascular
In M cytoplasm PEPCase
; et S Center
is used for carboxylation

PPC genes are :

* Specifical

inM Is
% Transcriptionally and
post-transcriptionally

regulated

BS cells

In BS chloroplast Rubisco
is used for carboxylation
rbcL gene in chloroplast
RbcS gene in nucleus
These genes are:
» Regulated by light
» Specifically expressed
in BS cells
% Transcriptionally and
post-transcriptionally
regulated

Upper Epidermis

Lower Epidermis

Kranz anatomy in a leaf section from C4 Amaranthus hypochondriacus (amaranth). (Berry et al.




Tappe del
metabolismo C4

Cellla del mesofilo

1. Fis azmn.ia eIIa CO, in

cuanrau ﬂ,(gpe
mesofillo)
e 2. Riduzione e trasporto
~ Amido ¥ 1 \ .
Zucchero ' acido C4

3. Decarbossilazione
acido C, (cellule della

R guaina)

W 4. Trasporto composto

% C, (mesofillo)

5. Rig&vléchidne

accettore (mesofillo)
+ CO, nei pressi

della RUBISCO

l

soppressione della
fotorespirazione

" ._', Spazio aerifero  \f
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Anidrasi carbonica

CO, + H,0 > HCO; + H*
PEP carbossilasi (alta affinita per CO,)

Fosfoenolpiruvato (PEP) + HCO,- > OAA + P,

Malato DH

OAA + NADPH + H* - L-Malato + NADP*

oppure

Transamminasi

OAA + a-amminoacido - L-aspartato + a-chetoacido



Se le C,sono piu efficienti delle C,
perché non dominano?

6CO, + 30 ATP + 12NADPHj1_2H20

C,
C.H,,0, + 30,6%3+30Pi+
12NADP*+6H,0+6C0,

6CO, + 18 ATP + 12NADPH _!Ij_Z_HzO
C3

C.H,,0, + 18ADP+18 Pi+
12NADP*+6H,0+6CO,

Le C, sono altamente competitive solo in climi
caldi



LI-COR 6400

La camera viene chiusa
sulla foglia. La luce e la
temperature vengono
misurate durante il

Light Sensars

processo fotosintetico

Thermacouple
Lot Leal Temperature

e w Tharmnramla

Infra-red Gas Analyzer: misura la
concentrazione di CO, nel flusso d’aria
prima e dopo che questa fluisce dalla
foglia nella camera

Il tasso fotosintetico viene calcolato
dalla differenza tra il tasso di flusso
gassoso e la concentrazione di CO,




Curve luce/risposta
fotosintetica

velocita massima
di fotosintesi
/7

N | [ L e T
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O massimale 4
@) 3,0 |
B ~ (otoinibizione
2 £ |
oy 20
cCE |
Onm / |
g 1,0 punto di | rradianza
8 gompensazione : di saturazione
)}

| l J

400 800 1200 1600

irradianza (LE m~ s~") a 400-700 nm

velocita di respirazione

Andamento del tasso fotosintetico in funzione dell'irradianza solare



Resa quantica

La pendenza della curva nella zona lineare definisce
la resa quantica, ossia quanti umol di CO, vengono
fissate per umol di fotoni assorbiti

Rese C3 —C4 in campo sono tra0 "> - =~~~ "~
CO,/mol fotoni assorbiti)

Limitato
dalla luce limitato dafla CO,
ZU | € » %

La resa quantica dipende dalla CO

C3:sesiriduce I'O,, Ia
fotorespirazione viene
inibita e la resa quantica
arriva a 0,09

™ resa quantica

_~ Punto di compensazione defla luce
" (assorbimento CO, = produzione CO,)

- Velocita di respirazione al buio

Assimiazione fotosintetica della CO, (umol m? s~ 7)
- o)

C4: niente fotorespirazione, la

resa quantica e costante e si oy T e

aSSESta d VaIOrl dl 0’05-0’06 Luce assorbita (umol nis™)




Photosynthetic CO5 assimilation (umol m—2 5_1)
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10

Light
limited

CO, limited

|

Light compensation point

/ (CO, uptake = CO, evolution)

' Dark respiration rate

| | |

0

200

J
400 600 800 1000
Absorbed light (umol m™2s™)

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 9.8 © 2002 Sinauer Associates, Inc
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In condizioni di bassa
Encelia californica (C3 plant) fOtO res pi ra Zio n e i I

0.06 ° \
ATWI\)\ : ciclo C, non e
0.04 - \

0.02

008

redditizio
Tradeoff!

Quantum yield (mol CO, per absorbed quantum)

0.00 L l : ! Pere ity
10 15 20 25 30 35 40

Leaf temperature (°C)

Nelle piante C; a temperature basse si ha la massima resa
quantica (moli di CO, fissate per fotone assorbito) ma
alllaumentare della temperatura la resa quantica si abbassa
notevolmente. Le C, pur mantenendo una resa quantica
minore a temperature considerate ottimali per le piante C;
(dato il maggior costo di fissazione di una molecola di CO,)
hanno il pregio di mantenere costante la resa quantica. La
temperatura intorno alla quale le C, dlventano p|u efficienti

d ol N N o e Ll YN O [ T o R .



Le C4

= grazie al meccanismo di concentrazione richiedono
guantita minori di Rubisco per una dato tasso
fotosintetico:

sono piu efficienti nell’'uso dell’azoto
= possono mantenere un dato tasso fotosintetico a

valori minori di CO, intercellulare, cioe possono
tenere gli stomi parzialmente chiusi:

sono piu efficienti nell’'uso dell’acqua

" | meccanismo di concentrazione di CO, ha un costo
energetico:



Maizé (C,); 44 DAG

Echinochloa (C,): 42 DAT

Rice (C,): 42 DAT

1. Piu alta efficienza di uso d€ella
radiazione solare a T > 30= Maggior
2. Maggiore efficienza di uso deII’acquae

3. Maggiore efficienza di uso dell’azoto .
°8 produttiv

ita



In molte piante dei generi Zea, Mollugo, Moricandia e
Flaveria, avvengono entrambi i tipi di fissazione della
CO,: nelle piante giovani c’e la C3, mentre nelle adulte la
C4.

In altre piante, il metabolismo cambia a seconda della
differenti condizioni ambientali.



Le piante CAM

Il metabolismo CAM e stato identificato in piu di 1000
angiosperme di 17 famiglie

E’ solitamente accompagnato dalla succulenza,
sebbene non tutte le Crassulacee hanno un
metabolismo CAM e la succulenza non sia una
condizione sufficiente per il metabolismo CAM

le piante CAM vivono in ambienti ad elevata aridita e,
al contrario delle altre piante, aprono i loro stomi solo
durante la notte

le piante CAM hanno quindi un ciclo C4 non separato
nello spazio, ma nel tempo
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Figura 10.13 Fotosintesi CAM presente nelle orchidee,
ananas e molte piante del deserto come cactus. La fotosintesi
CAM & simile a quella C,, tuttavia le piante hanno i loro sto-
mi chiusi durante il calore diurno, conservando quindi acqua.
Gli acidi organici si accumulano durante la notte e vengono
scissi durante il giomo permettendo il rilascio della anidride
carbonica che entra cosi nel ciclo di Calvin e quindi nel meta-
holismo delle piante C, quando gli stomi sono chiusi.

Come le C4 ma:

la prima fissazione dell’anidride
carbonica avviene di notte a
stomi aperti. Come le piante C4,
usano la PEP carbossilasi per
fissare CO,, formando OAA.
OAA e poi convertito in malato,
che e conservato nei vacuoli
durante il giorno, quando gli
stomi sono chiusi, CO, &€ rimossa
dal malato ed entra nel ciclo di
Calvin

tutto avviene nella stessa cellula
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Orchidee

Cactus



Molte piante con metabolismo che cambia da
C3 a CAM a seconda delle condizioni ambientali

Agave angustifolia

Mesembryanthemum
Kalanchoe crystallinum
blossfeldiana



La dicotiledone succulenta Portulaca oleracea
(C4) e capace di scegliere la migliore via
biosintetica a seconda delle condizioni
i ' izioni di fo

Eccezione!
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Anatomia
fogliare

Enzimi di
carbossilazion
e

Grammi di
acqua richiesti
per produrre 1
g di sostanza
secca

Fotorespirazio
ne

Temperatura
ottimale per
la fotosintesi

Tonnellate di

materia secca
¥ ettaro x

Cellule della
guaina del
fascio senza
cloroplasti

Rubisco

400-500

Si

15-25°C

20-25

Cellule della guaina del Grandi
fascio con cloroplasti;  vacuoli
scarsa distinzione fra i

differenti parenchimi

PEP e poi Rubisco PEP: la
notte
Rubisco: il
giorno

250-300 50-100

Solo in cellule isolate no
della guaina del fascio

30-47 °C > 35 °C

35-40 Generalme
nte bassa e
variahile



Incremento della
CO, e fotosintesi

Piu ricerca su:

e sicurezza alimentare
* agricoltura sostenibile
* biofortificazione
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Sun Energy loss

1000 kJ
487 513 OuFS|de photosynthetically
active spectrum
438 49 Reflected and transmitted
372 66 Photochemical inefficiency
C3 C4

126 246 85 287 Carbohydrate synthesis

65 61 85 0 Photorespiration
46 19 6 25 Respiration
-
17 -~ 4
Biomass 46 kJ Biomass 60 kJ

Current Opinion in Biotechnology

Perdite energetiche minime calacolate per 1000 kJ di radiazione solare
incidente

Temperatura della foglia: 30 °C; [CO2] atmosferica: 380 ppm. Lefficienza teorica
massima di conversione dell’energia fotosintetica € 4.6% per le C3 e 6% per le



La [CO,] atmosferica incrementa!

1800 280
umol mol?
Oggi 395
umol mol?

Stima fine secolo (IPCC, 2007)
530-970 umol mol?



Rubisco
carboxylatio

Photo- Leaf water
respiration status

A

Production - Leaf area*

Effetto schematico dei cambimaneti che inizialmente si verificano sulla

produzione delle C3 in seguito all'incremento della [CO,] (Long et al.,
MYaNNLCN



Glaciale
150 ppm

Pre-industriale

270 ppr
ppm Attuale

350 ppm

Futuro
700 ppm

Piante di Abutilon
theophrasti (C3) cresciute
a concentrazioni diverse di
[CO,] (Dippery et al.,
1995)

| !‘

"1 Ambient & £ Elevate

Piante di Gmelina arborea
di 5 mesi cresciute in open
top chambers in condizioni
di [CO,] ambientale e
arricchita (Reddy et al.,
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0.12 - r r , .

0.09 ¢

Energy Conversion Efficiency

0.06 |
—_— C4
0.03 C3 220 ppm
e 3 380 ppm
C3 700 ppm
0.00 - - '

15 20 25 30 35 40 45
Temperature (°C)

Current Opinion in Biotechnology

Effetti dell temperature e della [CO,] sull’efficienza di
conversione energetica della fotosintesi C3 e C4 in
riferimento condizioni atmosferiche passate, attuali e

future (Zhu et al., 2008). 220 ppm: 25 M anni; 380 ppm:
oooi* 700 nonm: 2100 O.1 in tiittii cact e 21%




Coz sucrose
H+
H+
sucrose
| sucrose Cel
vacuolar wall
invertase invertase
hexose
v
hexose
Apoplast

Meccanismo alla base della perdita di capacita fotosintetica
qguanco il saccarosio si accumula nel mesofillo (Long et. al.,
2005)



PLANT SCIENCE

Towards turbocharged
photosynthesis

The development of tohacco plants that are genetically engineered to produce a
more efficient form of Rubisco, an enzyme involved in photosynthesis, marks
astep towards increasing crop yields. SEE LETTER P.547

G. DEAN PRICE & SUSAN M. HOWITT

s the world's population increases,
Athe spectre of severe food shortages
is growing, with the United Nations
predicting' that food production will need
to double by 2050, It has been proposed that
cyanobacteria — which obtain their energy
from a highly efficient form of photosynthesis
— might hold the key to increasing the yield of
our most important crops and vegetables. On
page 347 of thisissue, Lin et al.* report a major
step towards realizing this possibility, finding
that cyanobacteria can be used to improve
photosynthesis in the leaves of crops.
Photosynthesis harnesses sunlight to
convert carbon dioxide into simple sugars.
Rubisco, the key enzyme for CO, fixation into
sugar, is inefficient because it cannot easily
discriminate between oxygen and CO, and

so wastes energy by fixing O,. The enzyme
evolved at atime when O, levels in the atmos-
phere were much lower than they are today,
and there was therefore little evolutionary
pressure to select for an ability to discriminate
between the two molecules. Photosynthetic
organisms have evolved to circumvent the
problem of rising atmospheric O, levels in two
ways: first, by making more of a slower-acting
version of Rubisco with an improved ability
to discriminate; or second, by using various
‘add-ons, called CO,-concentrating mecha-
nisms (CCMs), to elevate CO, levels in the
vicinity of the enzyme,

Most crops have adopted the first strategy,
making Rubisco possibly the most abundant
enzyme on Earth. This approach, however,
results in a 30% reduction in photosyn-
thetic efficiency through the associated O,
fixation. That can be partly ameliorated

i

| NEWS & VIEWS W

30 Years Ago

The capacity exhibited by all
organisms to develop tolerance

for new environmental conditions
has been an important factor in

the continuing existence of life on
Earth. Ithas also had adverse effects
on some creatures. To man, one of
the most disturbing of these effects
is being manifested through the
resistance certain microbes develop
for the ‘wonder' drugs he usesto
counteract microbial diseases. The
peculiar capacity of pathogenic
micro-organisms to develop strains
which are resistant to drugs which
on initial application are lethal to
most individuals — and eventually
to thrive on those drugs — did not
come into clear focus until Paul
Ehrlich ef al. made their famous
chemotherapeutic researches during
the first decade of this century.
From Nature 26 September 1964

100 Years Ago

Nature 25
Settembre 2014



La rubisco trovata in alcune alghe e in alcuni
cianobatteri e piu efficiente nel discriminare tra CO, ed
O, della rubisco presente nelle piante (Science, 1999)

trasferire questo enzima nelle piante in maniera da
assicurare un piu basso livello fotorespiratorio

Tradeoff: «piu una reazione diviene specifica e
discriminante, piu essa avviene con lentezza» (Murray
Badger)



* Non e solo una questione di trasferire uno o due enzimi! Sono
necessari anche nuovi compartimenti entro la foglia dove
concentrare la CO, ed anche evolvere un modo di pomparvi la CO,

senza farla al contempo riuscire
o piante con piu bassa fotorespirazione in grado di

assicurare una efficienza fotosintetica maggiore del 40%
( Zelitch, 1975). Dopo 40 anni stiamo ancora aspettando

o «la rubisco puo essere vantaggiosamente modificata in
vitro e reintrodotta nelle piante» (Sommerville e Ogren,
1982). Ancora stiamo aspettando

o «trasferendo alcuni geni dal mais al riso abbiamo
ottenuto una piu alta efficienza fotosintetica ed una
produzione del 35% piu alta» (Ku et al., 2000). Risultati
non confermati da successivi studi: piu alto e il livello di
espressione di questi geni esogeni, piu bassa e la

L3 ssdrzione hoteparrinpen/mitiomt iz, tesiandqall’istante
2006) milioni di miliardi di piante



Ma una vera operazione di ingegneria
genetica che coinvolga il processo
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Fgure 1| A proposed method for improving photosynthesisin crops. a, In cyanobacteria, a carbon
doxide-concentrating mechanism (CCM) ensures that photosynthesis is effective (the energy for
photosynthesis is provided through light harvesting by structures called pigmented thylakoids). The CCM
ncludes pumps that take up CO, and bicarbonate (HCO, ") molecules; the CO, pump also converts CO,

i HCO,, which then enters microstructures called carboxysomes. Here, HCO, s converted to CO,

by the enzyme carbonic anhydrase (CA), clevating CO, concentrations around the Rubisco enzyme to
increase the efficiency with which it converts CO, into sugars. b, Transfer of cyanobacterial carboxysomes
a CCM pumps into plant cells has been posited asa way to improve crop yiclds. Lin et al” took usa step
doser to achicving this aim by replacing Rubisco in the chloroplasts of tobacco plants with a more efficient,
cyanobacterial form of the enzyme. In the plant-cell cytoplasm, CA can also convert CO, to HCO, ",



