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نقش نشاسته انتقالی در  سوخت و ساز C3، CAM، و C4 و فرصت ها برای 
مهندسی تجمع نشاسته برگ

چکیده
اساساً تمام گیاهان, نشاسته را در برگ های خود در طول روز ذخیره می کنند و آن را در شب تجزیه می کنند. این تجمع نشاسته انتقالی به عنوان یک مکانیزم سرریز عمل می کند, هنگامی که ظرفیت سنتز ساکارز محدود کننده است، و نشاسته انتقالی نیز به عنوان یک ذخیره کربن برای ارائه قند در شب عمل می کند. تجزیه نشاسته انتقالی می تواند از دو مسیر رخ دهد؛ پیشرفت های چشمگیری در درک این مسیر در گیاهان C3 صورت گرفته است. به نظر می رسد مسیر تولید مالتوز هیدرولیتیک (آمیلولیتیک), منبع اصلی قند صادراتی از کلروپلاست ها C3 در شب است، در حالی که مسیر فسفورولیتیک, کربن را برای واکنش های کلروپلاست، به ویژه در نور تامین می کند. در گیاهان متابولیسم اسید کراسولاسن (CAM)، مسیر هیدرولیتیک هنگامی غالب است که گیاهان در حالت C3 عمل می کنند، اما مسیر فسفورولیتیک زمانی غالب است که آنها در حالت CAM عمل می کنند. اطلاعات مربوط به سوخت و ساز نشاسته انتقالی در گیاهان C4 در حال حاضر به عنوان یک نتیجه از مطالعات ترکیبی میکروسکوپ و پروتئوم در دسترس قرار گرفته است. نشاسته در تمام انواع سلول در بافت برگ ذرت نابالغ تجمع می یابد، اما در بافت های برگ بالغ, تجمع نشاسته در سلول های مزوفیل متوقف می شود, به جز زمانی که صادرات شکر از برگ مسدود می شود. تنظیم مناسب مقدار کربن که به نشاسته می رود، مسیر تجزیه نشاسته، و محل تجمع نشاسته می تواند اطمینان حاصل کند که مهندسی سوخت و ساز C4 با واکنش های پایین دست مورد نیاز برای فتوسنتز کارآمد هماهنگ می شود.
واژه های کلیدی: C4، CAM، مالتوز، فتوسنتز، نشاسته.
مقدمه
تکامل C3 در سوخت و ساز C4 به تغییر کنترل سوخت و ساز کربن از نظر فضایی و از نظر سرعت نیاز داشت. در حالی که بسیاری از تغییرات مورد نیاز شناخته شده اند، معلوم نیست که چه تغییرات ممکن است در سوخت و ساز نشاسته برای بهینه سازی سوخت و ساز C4 مورد نیاز و یا مطلوب باشند. ممکن است اصلاح سنتز نشاسته انتقالی و الگوهای انباشت در گیاهان C4 به منظور بهبود کاربرد آن مفید باشد. نشاسته برگ توسط یک لایه پروتئین به صورت نشاسته دانه احاطه نمی شود و از این رو قابل دسترس بیشتر برای هضم غذاست. بنابراین، محتوای بیشتر نشاسته به احتمال زیاد موجب بهبود کیفیت علوفه می شود (Allen و همکاران، 2003). سوخت و ساز اصلاح شده نشاسته برگ نیز می تواند گیاهان C4 رابه عنوان منابع سوخت های زیستی بهبود بخشد, اگر یک سینک کربن بزرگتر ارائه شود. نشاسته راحت تر از ماده دیواره سلولی در برگ قطعه قطعه می شود و به دلیل موقعیت آن در برگ ها که بخشی از رژیم غذایی انسان هستند، بر خلاف نشاسته دانه، به طور مستقیم با تولید مواد غذایی رقابت نمی کنند که موجب می شود که افزایش سطوح نشاسته برگ, بازده دانه را کاهش دهد.
در پرتوی سوالات اساسی از نشاسته انتقالی در سوخت و ساز C4 و فرصت های مهندسی ممکن برای دستکاری تجمع نشاسته در گیاهان C4، وضعیت فعلی دانش در مورد نشاسته انتقالی در گیاهان C4 و گیاهان سوخت و ساز اسید کراسولاسان (CAM) در اینجا مرور می شوتد. از آنجا که اکثر اطلاعات در مورد نشاسته انتقالی از مطالعات با استفاده از گیاهان C3 شناخته شده است، چیزی که در گیاهان C3 شناخته شده است, در ابتدا توصیف می شود و پس از آن, آن اطلاعات در منظر گیاهان C4 و CAM قرار می گیرند. درک سوخت و ساز نشاسته انتقالی در گیاهان C3 به طور قابل توجهی در دهه گذشته افزایش یافته است و این موضوع چند بررسی بسیار عالی (Tetlow et al., 2004; Lu and Sharkey, 2006; Zeeman et al., 2007; Ko¨ tting et al., 2010) بوده است.
نشاسته انتقالی چیست؟
نشاسته انتقالی در کلروپلاست ها در طول روز به عنوان یک نتیجه فتوسنتز تشکیل می شود و در شب تجزیه می شود. نشاسته انتقالی به برگ ها و دیگر بافت های فتوسنتز از گیاه محدود می شود. در حالی که گیاهان می توانند بدون نشاسته انتقالی زندگی کنند، نداشتن آن, یک نقطه ضعف است (کاسپر و همکاران، 1985). نشاسته موقت عمدتاً یکی از ویژگی های حفظ شده در تمام بخش های گیاهان زمین است. نشاسته موقت در خدمت دو وظیفه در گیاهان قرار می گیرد: (i) با سرریز کربن، میسر شدن فتوسنتز برای ادامه سریع تر از سنتز ساکارز رخ می دهد؛ و (ii) به عنوان یک منبع مداوم کربن در شب زمانی که CO2 را نمی توان توسط فتوسنتز تثبیت نمود (Caspar et al.,  1985; Stitt and Quick, 1989; Schulze et al., 1991; Huber and  Hsnaon؛ Ludewig و همکاران ، 1998). سوخت و ساز نشاسته انتقالی کاملاً تنظیم شده است. هر دو سنتز ساکارز و نشاسته زمانی رخ می دهند که تثبیت کربن توسط نور یا CO2 محدود می شود (Sharkey et al., 1985; Lin et al., 1988; Kruckeberg ، 1989؛ Neuhaus به همکاران، 1989)، و سنتز هر دو با افزایش سرعت فتوسنتز افزایش می یابد. هنگامی که در برابر سرعت جذب CO2 ترسیم شود، میزان سنتز نشاسته نسبت به سنتز ساکارز به تعویق می افتد، اما بعد از آن با سرعت بیش از نرخ سنتز ساکارز افزایش می یابد (شکل A1). بنابراین، سنتز نشاسته در نرخ بالا فتوسنتز مورد علاقه است، در حالی که در نرخ های پایین, سنتز ساکارز مورد علاقه است. این موجب حمایت از هر دو نقش برای سنتز نشاسته می شود: از یک طرف یک مکانیزم سرریز در نرخ فتوسنتز بالا و از سوی دیگر یک مکانیسم ذخیره سازی حتی در سرعت های پایین تر از فتوسنتز به طوری که گیاه در شب از گرسنگی نمیرد.
نرخ سنتز و تخریب نشاسته دقیقاً با طول روز تطبیق داده می شود و در صورتی که طول روز تغییر کند، فرآیندهای نظارتی متعدد به اصلاح نرخ های سنتز و تخریب نشاسته در یک چرخه روز / شب برای مطابقت با طول روز جدید منجر خواهد شد (شکل 1B، C)  (Gibon et al., 2004; Lu et al., 2005; Graf et al., 2010). این کنترل دقیق سوخت و ساز نشاسته انتقالی اجازه می دهد تا سنتز و صادرات ساکارز به طور مساوی بر 24 ساعت پخش شود. این نه تنها موجب تضمین یک منبع مداوم از کربن می شود، بلکه بافت لیفی را در شب فعال نگه می دارد، که موجب فراهم آوردن مواد مغذی و سیگنال های- حمل و نقل شده- بافت لیفی در سراسر کل گیاه می شود (Dinant and Lemoine ، 2010).
هنگامی که سوخت و ساز نشاسته انتقالی از طریق جهش زایی مسدود می شود، اثرات بر گیاه به جایی که مسدود شدن رخ می دهد بستگی دارد. مسدود شدن کامل سنتز نشاسته، به عنوان توسط با غیرفعال سازی ژنتیکی فسفوگلاکموتاز  پلاستیدیک یا پروفوسفیلوراز  ADP-گلوکز، منجر به گل دهی و تاخیریافته و کوتاه قدی شدید می شود, زمانی که گیاهان در نور بالا و دوره نوری 12 ساعت رشد می کنند. با این حال، تحت نور مداوم کم, این جهش کننده ها, غیر قابل تشخیص از نوع وحشی هستند (Caspar et al., 1985; Lin et al ، 1988). اگر تخریب نشاسته به طور کامل در ابتدای مسیر مسدود شود، همانند مورد جهش یافته تهی برای رمزگذاری SEX1 پلاستیدیک یک گلوکان دیکیناز آب (GWD)، رشد متوقف می شود، و گلدهی کاهش می یابد و تحت شرایط رشد متناوب نور تاریک تاخیر می یابد (نگاه کنید به Supplementary Movie S1 موجود در JXB آنلاین). با این حال، تخریب نشاسته مسدودکننده جزئی در آغاز مسیر منجر به یک فنوتیپ می شود که بسیار کمتر شدید است. این مورد در گیاهان sex4 از دست دهنده فسفاتاز فسفوگلوکان وجود دارد؛ این گیاهان 50٪ نشاسته گیاهان sex1 را تجمع می نمایند و سنتز روزانه و تخریب نشاسته هنوز هم مشاهده می شود (Zeeman و همکاران، 1998). این گیاهان sex4 یک فنوتیپ تقریبا غیر قابل تشخیص دارند که از نوع وحشی است (نگاه کنید به مکمل فیلم S1). فنوتیپ دیگر جهش کننده های نشاسته انباشته شده مانند mex1، که فاقد حمل و نقل مالتوز در پاکت درونی دیسه و dpe2 هستند, که فاقد cytosolicamylomaltase هستند، شبیه به یا شدید تر از sex1 می باشند (Lu and Sharkey, 2004; Nittyla¨ et al., 2004). این جهش ها, نشاسته های کمتر از sex1 یا sex4 را تجمع می نمایند، اما پروتئین های مسدودشده در پایین دست در مسیر تخریب نشاسته GWD یا فسفاتاز فسفوگلوکان هستند. این, ساخت مالتوز و گلوکز را میسر می سازد که هر دوی آنها کاهش دهنده قند هستند و هر دو ممکن است توسط پروتئین های علامت دهی احساس شوند (Rolland و همکاران، 2006). فنوتیپ کوتوله این جهش های پایین دست می توانند بیشتر یک نتیجه از سنجش مالتوز و / یا گلوکز یا سمیت (Stettler و همکاران، 2009) و کمتر به عنوان یک نتیجه از گرسنگی کربن مطلق از توانایی مختل شده برای تنزل نشاسته باشند.

[image: ]
شکل 1. اثر سرعت فتوسنتز (A) و طول روز (B، C) روی سرعت های سنتز نشاسته. فتوسنتز با تغییر نور، CO2، و مقدار رادیواکتیویته تغذیه به برگ ها تغییر یافت که در کسرهای محلول غیر یونی (ساکارز) و یا غیر قابل حل (نشاسته) مشخص شد [دوباره ترسیم شده از Sharkey et al., 1985) (Copyright American Society of Plant Biologists, www.plantphysiol.orل). نشاسته به طور خطی انباشته شده در گیاهان آرابیدوپسیس رشدیافته در (b) 16 ساعت یا 8 ساعت (c) روز (علامت های مربع). گیاهان جابجا شده از روز طویل به کوتاه یا کوتاه به طویل (دوایر) اقتباس شده با طول شب جدید در شب اول. اطلاعات تجدید چاپ شده از Lu et al. (2005) Sharkey et al., 1985) (Copyright American Society of Plant Biologists, www.plantphysiol.orل).
نشاسته انتقالی در C3
مراحل اصلی مسیر بیوسنتز نشاسته به خوبی درک می شوند، اما درک درستی از مسیر که به واسطه آن نشاسته انتقالی تجزیهه می شوند و در شب به ساکارز تبدیل می شود, فقط به تازگی در گیاهان C3 روشن شد. در گیاهان C3, دو راه برای تخریب نشاسته، هیدرولیتیک و یک مسیر فسفورولیتیک (شکل 2) وجود دارند (Weise و همکاران، 2006). کربن آزاد شده از نشاسته توسط مسیر هیدرولیتیک از کلروپلاست صادر می شود و تبدیل به ساکارز می شود. در مقابل، محصولات مسیر فسفورولیتیک برای سوخت و ساز کلروپلاست داخلی استفاده می شوند. 
در نشاسته برگ Arabidopsis، 1 در هر 2000 مولکول گلوکز دارای یک گروه فسفات متصل است (Zeeman و همکاران، 2007). در مسیر هیدرولیتیک، یکی از اولین گام ها در تخریب نشاسته, اضافه نمودن پراکنده استرهای فسفات به گرانول نشاسته GWD  (Ritte و همکاران، 2002) است. مطالعات آزمایشگاهی نشان داده اند که تجزیه نشاسته در صورتی به 2 برابر افزایش می یابد که نشاسته به طور همزمان توسط GWD فسفوریله شود (Edner و همکاران، 2007). اگر GWD از دست برود، تخریب نشاسته لغو می شود و نشاسته تا 50٪ از وزن خشک (Messerli و همکاران، 2007) تجمع می یابد. اعتقاد بر این بود که حمله اولیه روی گرانول نشاسته توسط A-آمیلاز بود. با این حال، حذف هر سه [image: ] -آمیلاز در Arabidopsis هیچ تاثیری بر روی سوخت و ساز نشاسته ندارد (Yu و همکاران، 2005). حمله اولیه در حال حاضر توسط b-آمیلاز و آنزیم های شاخه زدا تصور می شود (Scheidig و همکاران، 2002؛ Kaplan و Guy، 2005؛ Delatte و همکاران، 2006). سپس بخش های گلوکز توسط یک فسفاتاز فسفوگلوکان دفسفریله می شوند (KO tting و همکاران، 2009). مالتو دکسترین می تواند با عمل بیشتر از B-آمیلاز متابولیزه شد، و مالتوز اضافی آزاد کند. از آنجا که B-آمیلاز نمی توانید در مالتوتریوز کار می کنند، یک آنزیم تناسبی (DPE1) مورد نیاز است که می تواند دو مولکول مالتوتریوز را و یکی مالتوپنتائوز به علاوه گلوکز اتخاذ نماید (Critchley و همکاران، 2001) (شکل 2). مالتوز و گلوکز در خارج از کلروپلاست حمل و نقل می شوند (Weise و همکاران، 2004). در سیتوزول, مالتوز در اثر یک آمیلومالتاز عمل می کند و گلوکز به یک آرابینوگالاکتان اضافه می شود (متشکل از گلوکز، آرابینوز و گالاکتوز) (Lu and Sharkey ، 2004) در حالی که گلوکز دیگر منتشر می شود. گلوکز اضافه شده به آرابینوگالاکتان از آرابینوگالاکتان توسط یک فسفوریلاز [image: ]-گلوکان برای تشکیل گلوکز-1-فسفات منتشر می شود که در سنتز ساکارز استفاده می شود (Lu و همکاران، 2006) (شکل 2). مسیر از مالتوز به ساکارز از طریق یک آرابینوگالاکتان باعث حفظ انرژی در پیوند گلوکز-گلوکز می شود و از استفاده ATP هگزوکیناز در شب (Weise و همکاران، 2005) جلوگیری می کند.
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شکل. 2. مسیرهای فسفورولیتیک (بالا) و هیدرولیتیک (پایین) تجزیه نشاسته. فرض بر این است که دیکیناز آب گلوکان (GWD) برای هر دو مسیر مورد نیاز هستند، اما دخالت دیکیناز فسفوگلوکان آب (PWD) و فسفاتاز گلوکان (SEX4) در تخریب نشاسته فسفورولیتیک هیچ پشتیبانی تجربی ندارد. دخالت آمیلاز در تجزیه فسفورولیتیک نشاسته, پر حدس و گمان است. هر دو مسیر مقداری گلوکز تولید می کنند که صادر می شود، اما بدون هیچ GPT بیان شده در بافت سبز, G6P تولیدیافته در داخل کلروپلاست باقی می ماند. در این شکل تصریح شده است که B-آمیلاز به هر دوی گرانول نشاسته فسفریله و مالتودکسترین آزاد شده از گرانول نشاسته حمله می کند. مالتوز صادر شده توسط بر هم زدن تناسبی آنزیم 2 (DPE2) آزادکننده قند و انتقال دیگری به آرابینوگالاکتان متابولیزه میشود. گلوکز در آرابینوگالاکتان, از نظر فسفورولیتیک برای ایجاد G1P شکاف پیدا می کند، در حالی که گلوکز آزاد به G6P توسط هگزوکیناز (HXK) فسفریله می شوند. هر شش گوشه نشان دهنده یک گلوکز مانده است (با شش کربن نشان داده شده به صورت یک خط).
حداقل نیمی از گلوکز که در نهایت در شب به ساکارز می شوند, باید فسفوریله شوند، که احتمالا توسط هگزوکیناز عامل در سیتوزول رخ می دهد (Weise و همکاران، 1999). از آنجا که سیگنالینگ هگزوکیناز, بسیاری از فرآیندها در گیاهان را تحت تاثیر قرار می دهد (Moore و همکاران، 2003؛ Rolan و همکاران، 2006؛ Smeekens و همکاران، 2010)، تبدیل کربن از نشاسته به ساکارز در شب, نشانه ای از وضعیت قند از گیاه فراهم می کند که می تواند سوخت و ساز کربن را با فیزیولوژی گیاهی (Sahrkey و همکاران، 2004) مرتبط نماید.
در حالی که تصور می شود که اکثریت کربن در نشاسته در مسیر هیدرولیتیک استفاده می شود، مسیر فسفورولیتیک ممکن است به خصوص در طول دوره نور (شکل 2) مهم باشد. در گیاهان C3, محصولات تجزیه نشاسته فسفورولیتیک از کلروپلاست صادر نمی شوند, چرا که حمل و نقل کننده های پوش گلوکز-6-فسفات (GPTs) در بافت فتوسنتزی بالغ بیان نمی شوند. دو GPT در Arabidopsis وجود دارند، اما بیان اینها به طور معمول به بافت هتروتروف محصور می شود (Kammere و همکاران، 1998؛. Niewiadomski و همکاران، 2005). جهش پوچ آرابیدوپسیس در فسفوریلاز نشاسته در رشد گیاه اثر نمی گذارد و تقریبا هیچ تاثیری بر تخریب نشاسته مشاهده نمی شود (Zeeman و همکاران، 2004). تصور می شود که تخریب نشاسته فسفورولیتیک در گیاهان C3 برای سوخت و ساز کلروپلاست داخلی مانند فسفات اکسیداتیو پنتوز، اسید شیکمیک، و یا مسیر متیل لیرتریتول استفاده می شود (Stitt و Rees, 1979; Weise et al., و همکاران، 2006). با این وجود، فقدان یک فنوتیپ آشکار در پلاستیدیک جهش نشاسته فسفوریلاز باعث درک سخت اهمیت این مسیر، حداقل در شرایط رشد استاندارد آزمایشگاهی می شود.
سوخت و ساز نشاسته انتقالی در CAM
گیاهان انجام دهنده CAM, CO2 را در شب می گیرند آن را برای اسید مالیک تثبیت می نمایند. در طول روز که گرم است و شیب برگ به هوا برای از دست دادن بخار آب بالاتر است، گیاهان CAM, روزنه خود را بسته نگه می دارد و CO2 و پیروات توسط دکربوکسیلاسیون اسید مالیک توسط NADP + آنزیم مالیک تولید می شوند. سپس این CO2 توسط روبیسکو در چرخه بنسون-کالوین تثبیت می شود.
یکی از مشخص های CAM, تغییر روزانه بزرگ در نشاسته انتقالی و اسید مالیک است (Pucher et al., 1947; Black and Osmond, 2003).  همچنین گیاهان CAM وجود دارند که نشاندهنده تغییر کوچک در محتوای نشاسته است، چرا که آنها کربوهیدرات های کاهش یافته را در واکوئل در قالب هگزوز، علاوه بر نشاسته ذخیره می کنند (Kenyon et al., 1985; Christopher and Holtum, 1998; Borland et al., 2009). هر دوی نشاسته و هگزوز واکوئلی به فسفونوفیرووات  (PEP) در شب (Christopher و Holtum، 1996) تبدیل می شوند. بنابراین نشاسته انتقالی در گیاهان CAM دارای نقش افزوده ارائه  PEP مولکول سه کربنی پذیرنده CO2 (از طریق گلیکولیز) است، علاوه بر نقش ها در گیاهان C3 سرریز کربن و عرضه کربن در شب (Stitt و AP Rees، 1979 Fondy and Geiger, 1982 ، 1982). در شب، PEP (توسط کربوکسیلاز PEP) با استفاده از بی کربنات واردشده به صورت CO2 از طریق روزنه باز کربوکسیله می شود، که اگزالواستات چهار کربن را تشکیل می دهد. اگزالواستات به مالات کاهش می یابد، و اسید مالیک در واکوئل ذخیره می شود. در طول روز, مالات دوباره سیار می شود و تبدیل به پیروات می شود که CO2 را آزاد می کند. پیروات برای بازسازی نشاسته استفاده می شود. 
این گیاه یخ Mesembryanthemum crystallinum, یک گیاه CAM گوناگون تغییریافته از C3 به CAM تنش خشکی و یا تنش شوری است. در حالت CAM، نوسان در سطح نشاسته بین روز و شب 20٪ بیشتر از حالت C3 است (Dodd و همکاران، 2003). از آنجا که نشاسته انتقالی برای CAM در کارخانه یخ حیاتی است، غیر فعال سازی سنتز نشاسته توسط جهش در نتایج phosphoglucomutase کلروپلاستی به عدم توانایی در کار در حالت CAM منجر می شود (Cushman و همکاران، 2008a). تغذیه گلوکز به این جهش ها, اسیدی شدن شبانه را دوباره بازسازی نمود. این آزمایش ها ثابت می کنند که نشاسته, بستری را برای سنتز اسید مالیک فراهم می کند. به طور جالب توجهی، مسیر سوخت و ساز تخریب نشاسته زمانی تغییر می کند که گیاه یخ از C3 به CAM تعویض می شود. زمانی که تحت سوخت و ساز C3 قرار می گیرد، نشاسته برگ به مالتوز تخریب می شود و از کلروپلاست با هگزوز فسفات کم صادر می شود. با این حال، پس از به CAM، صادرات از مالتوز به گلوکز-6-فسفات تعویض می شود که نشان دهنده القای مسیر فسفورولیتیک (شکل 3) (Neuhaus and Schulte, 1996) است.
رونوشتها  برای هر دو فسفوریلاز نشاسته و حمل و نقل هگزوز فسفات, 14- و 71 برابر، به ترتیب افزایش می یابند، زمانی که گیاهان یخ از C3 به CAM  تبدیل می شوند (Cushman و همکاران، 2008b). علاوه بر افزایش رونوشت های B-آمیلاز، یک افزایش 8 برابر در یک آمیلاز متنی وجود دارد, زمانی که گیاه یخ در حالت CAM است (Cushman و همکاران، 2008b). مشخص شده است که [image: ] در صورت وجود، نقش مهمی در تخریب نشاسته انتقالی در گیاهان C3 آرابیدوپسیس دارد (یو و همکاران، 2005). با این حال، در گیاهان CAM، A-آمیلاز می تواند برای افزایش نرخ کلی تخریب نشاسته به کار گرفته شود یا ممکن است لایه های زنجیره ای گلوکان دیگر را فراهم کند که بیشتر متمایل به تخریب توسط فسفوریلاز نشاسته پلاستیدیک هستند (Shimomuraو همکاران، 1982). کار با گیاه یخ نشان دهنده یک تعویض از سوخت و ساز نشاسته انتقالی هیدرولیتیک به فسفورولیتیک و بیان GPTهاست (شکل 4). این تعویض, از هیچ ژن منحصر به فرد برای گیاهان CAM استفاده نمی کند، بلکه تغییر در سطح بیان، زمانبندی و محل ژن ها در پروتئین های مورد نیاز برای تخریب نشاسته که قبلاً در گیاهان C3 وجود داشته باشند, وجود دارد. تعویض به صادرات فسفات هگزوز در شب دارای مزیت روی صادرات مالتوز یا قند است که در آن هزینه ATP با تبدیل نشاسته به PEP کاهش می یابد که موجب تبدیل نشاسته به مالات می شود که یک منبع خالص یک ATP در هر دو مولکول مالات (شکل 5) است.
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شکل. 3. نسبت کربن بیرون آمده از کلروپلاست crystalinum Mesembryanthemum جدا شده از گیاهان عامل در حالت C3 (میله خاکستری روشن) و یا در حالت CAM (میله های سیاه) آینده. DHAP، دیهیدروکسی استون فسفات؛ PGA، 3-phosphoglycerate. داده های دوباره از Neuhaus and Schulte (1996). ترسیم شده اند.
صادرات فسفات هگزوز از کلروپلاست گیاه یخ با CAM مرتبط است که نیازمند سوخت و ساز نشاسته موقتی است. معلوم نیست که چرا صادرات فسفات هگزوز از کلروپلاست در شب در گیاهان C3 دیده نمی شود. احتمالا برخی از هزینه ها برای صادرات فسفات هگزوز وجود دارد، شاید از نظر کنترل سوخت و ساز، اما هزینه صادرات هگزوز فسفات ناشناخته است. می توان حدس زد که کنترل نظارتی چرخه بنسون-کالوین در صورتی به خطر بیافتد که فسفات های هگزوز, کلروپلاست را در طول روز ترک می کنند. شاید میزان کلی پایین تر فتوسنتز مشاهده شده در بسیاری از گیاهان CAM (Osmond و همکاران، 1982) همراه با فشارهای انتخابی زیست محیطی می تواند چنین مسائل تنظیمی را جبران کند. 
سوخت و ساز نشاسته انتقالی در C4 
مسیر سوخت و ساز C4 برای جذب CO2 تقریباً با مسیر سوخت و ساز CAM یکسان است, به جز این که جذب CO2 و ثبات در گونه های C4 در فضا جدا هستند و نه زمان. از آنجا که PEP سه کربنی پذیرنده CO2 در طول روز تولید می شود، تثبیت CO2 به سوخت و ساز نشاسته همانند CAM گره نخورده است. تصور می شود که سوخت و ساز نشاسته انتقالی در گیاهان C4 به شیوه ای مشابه با C3 عمل  نماید، اما به دلیل مطالعات بسیار کم آنزیمی، و یا مطالعات ژنتیک که در مورد سوخت و ساز نشاسته C4 انجام شده است، دانش ما از سوخت و ساز نشاسته انتقالی در C4 وجود ندارد. با این حال، تجزیه و تحلیل پروتئوم اخیر کلروپلاست های جدا شده از سلول های غلاف ذرت بسته شده متفاوت و مزوفیل سلول، و همچنین تجزیه و تحلیل پروتئوم برگ و شیب رشد بسته بخش غلاف همراه برگ ذرت, یک دید کلی کمی و کیفی از الگوهای انباشت آنزیم نشاسته سوخت و ساز را ارائه کرده است (Majeran و همکاران، 2005، 2010؛ Friso و همکاران، 2010). علاوه بر این، مطالعات میکروسکوپی الکترون گسترده از توسعه برگ ذرت در آغاز و پایان دوره نور, بینش بیشتری به تجمع گرانول های نشاسته را فراهم کرده است (Majeran و همکاران، 2010). این مطالعات اخیر، همراه با چند مشاهدات قبلی (Spilatro و Preiss، 1987؛. Voznesenskaya و همکاران، 1999، 2005)، به وضوح نشان می دهند که اکثر آنزیم ها در متابولیسم نشاسته، و همچنین دانه های نشاسته، ترجیحاً در کلروپلاست سلول غلاف در بافت فتوسنتزی بالغ در گیاهان C4 جمع آوری می شوند.
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شکل. 4. مسیر فرضی تجزیه نشاسته و صادرات کربن از کلروپلاست ها برای گیاهان در حالت CAM (بالا) و یا (حالت) C3 (پایین). بر اساس ایده در شکل 2 و داده ها در شکل 3, MEX صادر کننده مالتوز است.
الگوی تجمع نشاسته در منطقه انتقال منبع –سینک که در آن سلول ها, تمایز C4 و رشد خود را به اتمام نرسانده اند متفاوت است. در اینجا نشاسته انتقالی در هر دو سلول مزوفیل, حتی با مصادیر بالاتر نشاسته در کلروپلاست های سلول مزوفیل نسبت به کلروپلاست های سلول بسته غلاف تجمع می یابد (Majeran و همکاران، 2010). ژن SEX1 در آرابیدوپسیس C3, یک GWD را کدگذاری می کند و برای تخریب نشاسته انتقالی لازم است (KOtting و همکاران، 2005). بیان کاهش یافته همولوگ ذرت SEX1 کاهش یافته از طریق تداخل RNA (RNAi) به سطوح نشاسته برگ منجر می شود که چهار برابر بیشتر از سطوح خط کنترل مربوطه هستند؛ نشاسته در سلول های بسته غلاف مشابه برای کنترل گیاهان (شکل 6) واقع شد.
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شکل. 5. تبدیل نشاسته به فسفونوفیرووات (PEP) در شب و سوخت و ساز پس از آن برای مالات. این مسیر منجر به بهره خالص یک ATP در شب می شود. صادرات G6P اجازه می دهد تا تمام تولید و مصرف ATP و NADPH در سیتوزول رخ می دهد. اگر فسفات های تریوز صادر شوند، ATP در داخل کلروپلاست مورد نیاز است اما در خارج از کلروپلاست تولید می شود.
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شکل. 6. مقطعی از یک برگ ذرت لکه دار شده با IKI نشاندهنده تجمع نشاسته در سلول های غلاف بسته, فقط در این گیاه که در آن RNAi, GWD را کاهش می دهد. برگ برای تثبیت در ساعت 11:00 AM  (SEW و TDS، منتشر نشده) گرفته شد.
سنتز نشاسته در همان سلول به صورت تثبیت CO2 توسط روبیسکو رخ نمی دهد. در مورد Aristrida با آناتومی Kranz تغییریافته حاوی دو لایه از سلول های بسته غلاف، نشاسته تا حد زیادی به سلول های بسته غلاف خارجی محدود می شود در حالی که بیشتر روبیسکو در سلول های بسته غلاف درونی است (Voznesenskaya و همکاران، 2005). گزارشات متعددی از تجمع نشاسته برگ ذرت در پاسخ به تغییرات در صادرات کربوهیدرات رخ داده است. نمونه های آن, جهش sxd1 با پلاسمودسماهای مسدود شده هستند که منجر به حمل و نقل ساکارز مختل شده می شوند (Russin و همکاران، 1996). در جهش tdy1، TDY1 کدگذار یک پروتئین ناشناخته لازم برای بارگیری بافت لیفی (Ma و همکاران، 2009)، مختل شد و جهش sut1 فاقد بیان SUT1 کدگذاری یک حمل و نقل کننده ساکارز لازم برای بارگیری بافت لیفی بود (Slewinski و همکاران، 2009). هر کدام از این جهش ها دارای یک فنوتیپ کوتوله است و مناطق برگ که در آن انتقال کربوهیدرات تغییرمی کند, کلروتیک هستند یا سطوح بالایی از آنتوسیانین ها را جمع می کنند. یک فنوتیپ تقریباً یکسان می تواند با برگ های نوع وحشی کمربند-سرد تولید شود که حمل و نقل بافت لیفی به خارج از برگ (Slewinski و همکاران، 2009) را مسدود می کند. در تمام موارد، سطوح نشاسته بالا در هر دو سلول غلاف بسته و سلول های مزوفیل مشاهده می شوند که نشان می دهد که آنزیم های نشاسته سوخت و ساز را می توان در هر دو نوع سلول بیان کرد، اما در گیاهان ذرت "طبیعی" کنترل شده متفاوت است.
یک درک بهتر از بیان سلول نوع-خاص، تجمع، و تنظیم آنزیم های متابولیک نشاسته که در هنگام مهندسی فتوسنتز C4 در یک گیاه C3 مانند برنج، برای اطمینان از یک سیستم نشاسته سوخت و ساز C3 سازگار با سیستم C4 فتوسنتز مورد نیاز است. دو احتمال می تواند در مورد ارتباط بین فتوسنتز، عملکرد، و نشاسته در هنگام تبدیل یک گیاه C3 به C4 پیش بینی شود. از آنجا که بسیاری از گیاهان C4 دارای نرخ فتوسنتز بالاتر از گیاهان C3 هستند، نشاسته می تواند یک نقش حیاتی به عنوان یک مکانیسم جریان بیش از حد برای کمک به جلوگیری از محدودیت تریوز فسفات بازی کند که در نتیجه ادامه فتوسنتز را سریع تر از سنتز ساکارز و صادرات آن موجب می شود. بنابراین، مهندسی یک افزایش ظرفیت برای سوخت و ساز نشاسته ممکن است عاقلانه باشد یا پتانسیل کامل فتوسنتز C4 ممکن است تحقق نیابد. از سوی دیگر، گیاهان C4 به طور کلی برای صادرات شکر و حمل و نقل, در مقایسه با گیاهان C3 ظرفیت بالاتری دارند (Leonardos و Grodzinski، 2000). از آن مهمتر، سنتز ساکارز در مزوفیل، به جای غلاف بسته، یک مکانیسم اضافی برای جلوگیری از بازخورد منفی در مراحل بسته غلاف-موضعی چرخه بنسون-کالوین (Majeran و همکاران، 2010) فراهم می کند. بنابراین، نشاسته می تواند یک نقش جزئی بیشتر برای حمایت از تنفس در شب و دیگر فعالیت های مدیریت داخلی متابولیک بازی کنند. در این سناریو, تنظیم متابولیسم نشاسته و تغییر فعالیت سلول های خاص از سنتز ساکارز در هنگام تعویض از سوخت و ساز C3 به C4 ممکن است لازم باشد.
مهندسی سوخت و ساز نشاسته برگ 
برنج C4
به نظر می رسد سوخت و ساز نشاسته در چمن های C4 از نظر فضایی باید تفکیک شود حتی اگر هر دو سلول غلاف بسته و سلول های مزوفیل قادر به سنتز نشاسته باشند. به حداکثر رساندن بازده برنج، در صورت تبدیل به یک گیاه C4 موفق، احتمالا نیاز به بهینه سازی سوخت و ساز نشاسته برگ, به خصوص الگوهای بیان غلاف بسته و خاص- مزوفیل نیاز دارد. در حال حاضر تقریباً همه چیز در مورد سوخت و ساز نشاسته برگ در گیاهان C4 توسط قیاس با گیاهان C3 شناخته شده است. شواهدی وجود دارد که گیاهان CAM از مسیرهای سوخت و ساز نشاسته به طور متفاوت از گیاهان C3 استفاده می کنند. یک درک بتر از سوخت و ساز نشساته برگ در گیاهان C4 می تواند, مفید بودن مهندسی برنج C4 را اثبات نماید.
سوخت های زیستی 
دستکاری سوخت و ساز نشاسته, فرصت برای افزایش بالقوه بازده بخش غیر غذایی از گیاه در تولید سوخت زیستی را ارائه می کند. تولید سوخت زیستی از برگ و یا ماده بنیادی که به طور معمول خورده نمی شود, رقابت مواد غذایی در برابر سوخت را کاهش می دهد. این یک ایده است که Smith آن را به امکان رادیکال تر نامید (Smith، 2008)، اما پیشرفت سریع در مهندسی ژنتیک و درک درستی از سوخت و ساز نشاسته, این مورد را به یک امکان کوتاه مدت تبدیل می سازد.
گیاهان, بسیاری از قند و پلی ساکاریدها را می سازند که می توانند به راحتی به اتانول تخمیر شوند، اما در اغلب موارد, تنها دیواره های سلولی در قسمت های این گیاه که برای مواد غذایی در برداشت استفاده نمی شوند, کنار گذاشته می شوند. دیواره های سلولی حاوی سلولز، همی سلولز و لیگنین هستند. تبدیل این ترکیب به سوخت های مایع می تواند مشکل باشد. هر کربن که می تواند ذخیره شود و در برگ به عنوان یک پلی ساکارید به راحتی قابل هضم حفظ شود، مانند نشاسته، پتانسیل افزایش بازده سوخت های زیستی را دارد. تخمیر نشاسته در حال حاضر کامل تر از تخمیر دیواره سلولی است، حتی اگر کاهش اندکی در زیست توده غیر غذایی رخ داده باشد، تجمع نشاسته در برگ ها ممکن است یک صفت مطلوب باشد. اگر زیست توده برای سوختن همزمان در نیروگاه های توان رایج، با انگیزه فن آوری باتری بهبود یافته و انتشار دی اکسید کربن خالص کمتر صورت گیرد (Ohlrogge و همکاران، 2009)، بنابراین بازده زیست توده کل مهم است.
مسدود کردن تجزیه نشاسته برگ پس از رشد گیاه می تواند تجمع مقادیر قابل توجهی از نشاسته را بدون کاهش بازده کلی میسر سازد. در واقع، افزایش بازده کلی در صورتی ممکن است که نشاسته برگ به عنوان یک سینک اضافی برای فتوسنتز عمل کند. اگر تجزیه نشاسته و سیگنالینگ هگزوکیناز به پیری تسریع یافته کمک کند (Sharkey et al., 2004; Pourtau et al., 2006; Wingler et al., ، 2006), آنگاه مسدود کردن تجزیه نشاسته در اواخر رشد گیاه می تواند فصل رشد در گیاهان در حال رشد را در آب و هوای معتدل گسترش دهد. علاوه بر این، پیش بینی می شود که مسدود کردن تجزیه نشاسته در اولین گام ها, از ساخت سطوح سمی گلوکز و مالتوز جلوگیری می کند (Stettler و همکاران، 2009). نتایج اولیه با آرابیدوپسیس تایید کرده اند که بیان الگوهای RNAi برای خاموش کردن تخریب نشاسته برگ در گیاهان بالغ  ممکن است و اینکه این منجر به تجمع نشاسته با کمی و یا بدون ضرر در بازده می شود (SEW و TDS، منتشر نشده).
پیشنهاد شده است که گیاهان CAM می توانند به خوبی برای بهره برداری اراضی حاشیه در تولید سوخت زیستی (بورلند و همکاران، 2009) مناسب باشند. Fructans منبع بسیاری از کربن در اتانول تولید شده از آگاو هستند. معلوم نیست که چه فرصت هایی برای افزایش بازده با افزایش تجمع نشاسته در برگ وجود دارد. 
تولید سوخت زیستی در حال حاضر، و احتمالا در آینده، به طور عمده شامل گیاهان C4 (به عنوان مثال نیشکر، ذرت، علف، Miscanthus) به دلیل بهره وری بالا و آب و راندمان مصرف نیتروژن می شود. فرضیه این است که مراحل آنزیمی کلی در تخریب نشاسته در C4 شبیه به مراحل C3 می باشد. اگر این مورد برقرار باشد، آنزیم های کلیدی که می توانند برای تولید نشاسته برگ بالا مسدود شوند, در حال حاضر شناخته شده اند. با این حال، سازگاری خاص آنزیم ها با غلظت های خاص- سلول بسترها، عوامل آلوستریک، و حالات اکسایش-کاهش ممکن است لازم باشد، برای مثال Km، kcat، و Vmax (برای بحث و گفتگو، Sage، 2004. Majeran و همکاران، 2010 را ببینید). مسدود کردن همولوگ ذرت برای ژن SEX1 که موجب تولید گیاهان ذرت با نشاسته برگ بالا بدون یک افت بازده می شود (SEW و TDS، منتشر نشده) ممکن است. با توجه به اینکه سنتز نشاسته در سلول های مزوفیل علاوه بر این سلول های بسته غلاف ممکن است، درک بهتری از تنظیم سنتز نشاسته در مزوفیل می تواند ظرفیت ذخیره سازی اضافی برای نشاسته را نشان دهد. به همین دلایل, C4 یک انتخاب جذاب برای تولید مواد غذایی است، مانند تحمل گرمای بیشتر و الزامات نیتروژن کمتر، و نیز یک انتخاب ایده آل برای یک محصول سوخت زیستی در سطح جهان گرمتر است. 
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