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RESUMEN

Se presenta una revisién del metabolismo dcido de las Crasuldceas, caracterizado por
la ocurrencia, actividad y plasticidad del mecanismo desde un punto de vista fisio-
|6gico, bioquimico y molecular, enmarcado por la presencia de las denominadas
cuatro fases de dicho metabolismo y su repercusién y expresién por diversas restric-
ciones hidricas a nivel ecolégico. Se presentan las principales enzimas y metabolitos
bésicos para el funcionamiento del metabolismo CAM, asi como su modo de accién
y control celular. Finalmente, se muestra que la plasticidad fenotipica en patrones de
expresion CAM se encuentra mediada por condiciones ambientales y por sefializa-
ciones moleculares.

Palabras clave: metabolismo 4cido Crasuldceas, fosfoenol piruvato carboxilasa,
plasticidad metabdlica.

ABSTRACT

A review of Crassulacean acid metabolism is presented, characterized by showing the
occurrence, activity and plasticity of these complex mechanism at the physiological,
biochemical and molecular level, framed by the presence of the denominated four
phases in CAM and its repercussion and expression due to different stresses in an
ecological context. The basic enzymes, and metabolites necessary for the optional
functioning of CAM are presented as well as their mode of action and cellular control.
Finally, it is shown how environmental conditions and molecular signalling mediate
the phenotypic plasticity.

Key words: Crassulasean acid metabolism CAM, phosphoenolpyruvate carboxylase,
metabolic plasticity.
INTRODUCCION

A diferencia de las plantas C3 y C4, las plantas CAM asimilan CO, atmosférico
en acidos de cuatro carbonos, predominantemente de noche y subsecuentemente, lo
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refijan durante el siguiente dia via ciclo de Calvin. Los estomas de las plantas CAM
permanecen abiertos durante la noche y cerrados durante la mayor parte del dia,
resultando de esta manera en una pérdida minima de agua y fotorrespiracién re-
ducida (Herppich y Peckmann, 2000). Por tanto, las plantas CAM exhiben tasas en la
eficiencia del uso del agua (WUE) cinco a diez veces més altas que las plantas C4, re-
sultando en una considerable ventaja competitiva en ambientes en que el agua es el
factor limitante, como por ejemplo desiertos o ambientes epifitos (Cushman, 2001).
La adaptacién CAM también puede ser observada en ciertas plantas acudticas que
crecen en ambientes con baja concentracién de CO, diurna, sugiriendo que la WUE
per se no fue la dnica fuerza evolutiva que dio origen a CAM (Keeley, 1983). Ademas,
las plantas CAM se distinguen atin mds de las plantas C3 o C4 por un nimero con-
siderable de caracteristicas tnicas (Cushman y Bohnert, 1997). Primero, las plantas
CAM acumulan 4cidos orgédnicos en la vacuola durante la fase nocturna, predo-
minantemente en forma de dcido mélico, y sufren una reciproca acumulacién de
carbohidratos de reserva tales como almidén, glucanos o hexosas solubles durante
la fase diurna. Segundo, para acomodar estos grandes cambios diurnos en acidos
de cuatro carbonos y carbohidratos, las plantas CAM exhiben grandes cantidades de
PEPC para la fijacién nocturna de CO, y poseen sistemas de enzimas decarboxilasas
activas para poder proveer refijacién diurna de CO, mediante el ciclo de Calvin. Ter-
cero, la PEPC es activada de noche por fosforilacién e inactivada de dia por defos-
forilacién, un patrén opuesto al encontrado en plantas C3 o C4. Ademds de estas
caracteristicas bioquimicas Unicas, las plantas CAM han evolucionado en un sinnimero
de aspectos morfoldgicos y anatémicos dentro de los cuales se incluye, un meséfilo con-
sistente en células con paredes celulares delgadas y vacuolas prominentes, variados gra-
dos de suculencia en hojas o tallos, estomas pequefios generalmente encriptados, cu-
ticulas gruesas y baja frecuencia de estomas que limitan la pérdida de agua (Sharkey,
1993). Las plantas CAM usualmente poseen meséfilo no clorenquimatoso denominado
hidrénquima, especializado en la acumulacién de agua utilizada para la supervivencia
durante largos periodos de sequia. Adicionalmente, el sistema radicular de las plantas
CAM exhibe pequefias proporciones raiz/ vastago que limitan la pérdida de agua hacia
el suelo, aun asi reteniendo la habilidad para la toma répida de agua cuando estdn
hidratadas (Gibson y Nobel, 1986).

CAM: ORIGEN POLIFILETICO

El (CAM) ocurre en aproximadamente el 7% de las plantas vasculares (Cushman,
2001). Se piensa que las angiospermas terrestres CAM se diversificaron de forma
polifilética a partir de ancestros C3 en algtn punto durante el mioceno como una con-
secuencia de la disminucién del CO, atmosférico (Raven y Spicer, 1996). Existe eviden-
cia que indica que la direccién evolutiva ha sido de intermedios C3-CAM a CAM to-
tales (revisado por Cushman, 2001). Paralelamente, por especializacién y colonizacién
de nuevos ecosistemas progresivamente mds aridos, la plasticidad fotosintética llevé
a la especiacion (Bastide etal., 1993; Luttge, 2002). El metabolismo CAM se encuentra
en pteridéfitos, gimnospermas y angiospermas, presentdndose en este udltimo grupo
tanto en dicotiledéneas como en monocotiledéneas, abarcando 33 familias y 328
géneros (Winter y Smith, 1996).
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Evolucién molecular: la maquinaria bioquimica necesaria para CAM se encuentra pre-
sente en todas las plantas superiores, y estd involucrada en un gran ndmero de fun-
ciones metabdlicas (Cushman, 2001). Teniendo en cuenta esto, ¢qué mecanismos
moleculares fueron los responsables para la evolucién de CAM? Una posibilidad, es que
CAM surgié de células del meséfilo que se apropiaron de la expresién génica pertene-
ciente a elevadas tasas de sintesis de malato y decarboxilacién del mismo; este mismo
patrén se encuentra en células acompariantes (Cockburn, 1983). Por tanto, variaciones
en el metabolismo fotosintético del carbono pudieron haber evolucionado directamen-
te de cualquier célula (Cushman y Bohnert, 1997). Ademds, serian necesarios cambios
evolutivos en mecanismos de transduccidén de sefiales dirigidos a la regulacién diurna de
las actividades enzimdticas. Actualmente, la carencia de secuencias de nucledtidos de
varias especies CAM y de sus genes especificos, ha impedido construir filogenias mo-
leculares confiables (Cushman y Bohnert, 1997) y aunque el metabolismo &cido de las
crasuldceas es una adaptacién a la sequia por parte de especies vegetales terrestres, éste
se manifiesta en un gran y diverso conjunto de especies y formas de vida, por lo que ge-
neralizaciones sobre el camino evolutivo deben ser realizadas con precaucién.

¢QUE Es CAM?

Al nivel mas simple, CAM es un tipo de metabolismo en el que |a actividad carboxilasa
de tres carbonos (ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa: Rubisco) y el de cua-
tro carbonos (fosfoenol piruvato carboxilasa) ocurren en una misma célula, con ac-
tividad enzimdtica separada temporalmente (Dodd et al., 2002). Por esto, CAM
requiere una regulacién precisa en varios puntos especificos. Este metabolismo se
encuentra sujeto a la creencia que todas las especies que exhiben CAM fijan CO, at-
mosférico exclusivamente de noche mientras los estomas permanecen abiertos (Fig.
1). Aunque esto es cierto para algunas plantas, la flexibilidad del metabolismo,
afiadiendo la diversidad de especies CAM, asegura un espectro de respuestas mucho
mas amplio, que van desde extremos en los que no se fija CO, atmosférico en 24
horas, hasta la fijacién continua de CO, durante el periodo de 24 h. La definicién mas
simple de CAM, descrita por primera vez para la familia Crassulaceae, comprende que:
1) Poseen asimilacién nocturna de CO, via apertura estomatica, fijacién por PEPC
y acumulacién vacuolar del CO, a manera de 4cidos organicos, predominantemente
acido malico (fase I). 2) Se presenta removilizacién diurna de los dcidos orgénicos
almacenados en la vacuola, decarboxilacién y refijacién mas asimilacién de CO,, tras
cierre estomatico en el ciclo de Calvin (fase IIl). Entre estas dos fases existen tran-
siciones en las que los estomas permanecen abiertos para la toma de CO, por lapsos
cortos durante el amanecer (fase Il) y el atardecer, produciendo como consecuen-
cia la fijacién directa de CO, a carbohidratos cuando el acervo de acido vacuolar se
encuentra agotado (fase IV). Las fases Il y IV responden de manera sensible a para-
metros ambientales imperantes (Littge, 2004).

PLASTICIDAD

La plasticidad en la expresién de estas fases es una caracteristica ubicua de la mayor
parte de las plantas CAM. CAM estd intimamente ligado al medio ambiente, y puede
ser modificado o perturbado por temperatura, intensidad luminica, estatus nutricio-
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nal, humedad ambiental relativa y disponibilidad de agua (Dodd et al., 2002). A nivel
especifico, las cuatro fases anteriormente mencionadas proveen un marco referencial
conveniente para describir a CAM, pero se debe tener en cuenta que este esquema es
probablemente el modelo ideal y en muchos casos no el real para dicho metabolismo,
por lo que muchas modificaciones han sido referenciadas (Tabla 1). Con notables
excepciones, incluso las especies con menor plasticidad responderdn a cambios en
el ambiente ajustando su expresién CAM. Por ejemplo, bajo condiciones de buena
humedad relativa, disponibilidad de agua y luz constante, Kalanchoé daigremontiana
exhibe las cuatro fases cldsicas de CAM; sin embargo, luego de un periodo corto de
sequia, el patrén de las fases es ajustado de tal manera que la fase Il se ve seriamente
reducida a 1 hy la fase IV no se presenta. Después del riego se restablecen las cuatro
fases nuevamente (Griffiths et al., 2002). Las especies C3-CAM son probablemente las
de mayor plasticidad en la expresién de CAM porque poseen una capacidad inherente
de inducir CAM dependiendo de los factores medioambientales presentes (Dodd
etal., 2002). Por ejemplo, en la especie Mesembryanthemum crystallinum el cambio de C3
a CAM se observa cuando se induce estrés por déficit hidrico u osmético (Adams
etal., 1998). Las plantas “CAM-ciclico” muestran toma diurna de CO, durante las pri-
meras horas del dia mas refijacién nocturna de CO, respiratorio, acompafiado por
una pequefia fluctuacién de 4cidos orgdnicos de cuatro carbonos (Dodd et al., 2002;
Luttge, 2004). En especies CAM obligadas, la toma de CO, ocurre predominante-
mente en la fase | con alguna toma en las fases Il y IV (dependiendo del estatus
hidrico) y con una gran fluctuacién de 4cidos orgédnicos de cuatro carbonos (Dodd
etal., 2002, Littge, 2004). Bajo condiciones de estrés hidrico severo ciertas especies
mostrarian “CAM inutil” en donde los estomas permanecen cerrados dia y noche pre-
viniendo la toma de CO, y la pérdida de agua; aun asi, las plantas continuarian mos-
trando pequefias fluctuaciones de acidos de cuatro carbonos debido a la fijacién de
CO, respiratorio. En general, la induccién de CAM es considerada como una res-
puesta al estrés que mantiene un balance positivo del carbono (Dodd et al., 2002).
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Figura 1. Toma de CO, atmosférico por hojas de M. crystallinum tratadas previamente con NaCl 500
mol.m? durante 6 dfas (Adaptada de Dodd et al., 2002).
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Variacién Toma neta Cco, Comportamiento Flujo de | Impacto Funciones
CAM de CO, refijado estomadtico acidos de | ontogénico |  propuestas
respiratorio (apertura) cuatro | /ambiental
carbonos
C3 Diurno No Diurno - -/- -

CAM ciclico i Diurno Si Diurno + +/+ Mantenimiento
positivo de
balance del
carbono;
J{mejoramiento
en WUE?

(sfotorrespira-
cién reducida?

C3-CAM Diurno/ Si Diurno/nocturno ++ +/++ Mantenimiento
(CAM nocturno positivo del
facultativo) balance del
carbono;
¢{mejoramiento
en WUE?

(sfotorrespira-
cién reducida?

CAM Fases I, Si Diurno/nocturno +++ +/+++ {Mejoramiento
(CAM Iy IV en WUE?
obligado) (sfotorrespira-
cién reducida?
Fase Il CAM . Fases | Si Amanecer bt )+ ¢Mejoramiento
Al /nocturno en WUE?

(sfotorrespira-
cién reducida?

Fase | CAM Fase | Si Nocturno +++ +/+++ Mejoramiento
en WUE?
(sfotorrespira-
cién reducida?

CAM Ninguno St Siempre cerrados + +/+++++ | Proteccién del
“inatil” aparato foto-
sintético de
fotoinhibicién;
mantenimiento
positivo de
balance
del carbono.

CAM Diurno Si Diurno - ?/? ¢Progresién
latente (elevado) C3 a CAM?
CAM Total ? ? - ?/? ?

ciclico (réapido)

rapido

Tabla 1. Plasticidad CAM. Modos de relaciones medioambientales e influencia ontogénica (Adap-
tado de Cushman, 2001). Los signos negativos indican efecto sustancial no ocurrente. Las interro-
gaciones indican informacién no disponible.
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PUNTOS DE CONTROL Y PARAMETROS PRESENTES EN CAM

La separacién temporal de la toma de CO, en las cuatro principales fases, con acti-
vidad carboxilasa discreta, presenta un sistema complejo que requiere un control me-
tabdlico preciso para prevenir ciclos fltiles del CO,. La clara separacién temporal de
metabolitos y procesos de transporte debe ser mantenida; aun asi, este sistema debe
incorporar una flexibilidad significativa para modular el suministro y consumo de CO,
en respuesta a perturbaciones ambientales (Dodd et al., 2002). El enigma del control
metabdlico en plantas CAM se manifiesta por la inclusién de enzimas de tres y de
cuatro carbonos en una misma célula fotosintética.

Separacién temporal de la actividad carboxilasa

1. Regulacién de PEPC: |a fosfoenol piruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31) es una enzima
alostérica inhibida por L-malato y activada por glucosa-6-fosfato. La actividad de la
PEPC es regulada por fosforilacién nocturna en los residuos de serina, aumentando su
actividad in vivo y reduciendo su sensibilidad al malato. Ademds, es regulada por defos-
forilacién diurna, que aumenta su sensibilidad al L-malato disminuyendo su actividad
in vivo (Nimmo, 2000). Esta enzima cataliza la carboxilacién de PEP para producir oxa-
loacetato y Pi. La regulacién de la PEPC por fosforilacién reversible tiende a restringir
la asimilacién de CO, a 4cidos de cuatro carbonos en la fase | y fase Il temprana, inhi-
biendo, (o reduciendo en gran medida), el ciclaje fatil del CO, para sintesis y decar-
boxilacién simultanea del malato durante el dia (Dodd etal., 2002). La enzima respon-
sable de la fosforilacién de la PEPC y por tanto de su actividad, es la fosfoenol piruvato
carboxilasa quinasa, cuya actividad cambia notablemente durante el ciclo diario (dia
/noche): la actividad es alta hacia la mitad del periodo nocturno cuando la PEPC es
fosforilada, y baja o nula durante el periodo luminoso (Nimmo, 2000). En Kalanchoé
fedtschenktoi la enzima responsable de la defosforilacién de la PEPC ha sido identificada
como una proteina fosfatasa 2A (PP2A), cuya actividad no cambia durante el ciclo
diario, llevando a la conclusién de que el estado de fosforilacién de la PEPC esta regu-
lado mayoritariamente por la actividad de la PEP carboxilasa quinasa (Nimmo, 2000).

2. Regulacién de la PEPC quinasa: la actividad PEPC quinasa estd regulada por
control circadiano de la expresién del gen quinasa (Ppck1) y por tanto, exclusivamen-
te a nivel de abundancia transcripcional. De este modo, la abundancia de transcriptos
PEPC quinasa regulan la tasa de asimilacién nocturna de CO,; dicho control puede
ser alterado por cambios en niveles de ciertos metabolitos. El efecto principal del osci-
lador circadiano en este sistema puede ser a nivel de permeabilidad del tonoplasto,
(dado por cambios principalmente en la temperatura) y los cambios de la expresién
quinasa pueden ser secundarios a cambios circadianos en la concentracién de meta-
bolitos, probablemente por niveles de malato citosélico (Nimmo, 2000). De esta for-
ma, el malato citosdlico puede actuar como un regulador de la expresién quinasa a
manera de retroalimentacién y asi, mantener en parte el control circadiano de la fos-
forilacién (Borland etal., 1999). Alternativamente, un metabolito tal como PEP puede
actuar como un activador de la expresién quinasa (Dodd et al., 2002). Recientemente,
una proteina ha sido identificada en K. fedtschenkoi que reversiblemente inhibe la ac-
tividad de la PEPC quinasa (Nimmo et al., 2001). El patrén circadiano de expresion
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génica de la PEPC quinasa muestra un alto grado de flexibilidad, lo cual podria expli-
car la plasticidad de la toma de CO, durante la fase | y Il en respuesta a condiciones
ambientales (Dodd et al., 2002).

3. Regulacién de la Rubisco: la actividad de la Rubisco se encuentra modulada por
carbamilacién de sitios activos y en muchos casos por la unién de inhibidores espe-
cificos a sitios carbamilados (Portis, 1992). La activacién de sitios especificos de la
Rubisco requiere la unidn reversible de CO, activador, que a su vez se estabiliza por
la unién de Mg* para formar un complejo ternario activo (Lorimer y Miziorko, 1980).
La carbamilacién puede ser inhibida por la unién fuerte de ribulosa-1,5-bifosfato
(RuBP) a sitios inactivos. La remocién de este ligando y la regulacién de la carbami-
lacién requieren la actividad de la proteina estromal Rubisco activasa, mediante una
reaccién que precisa de ATP y de la cadena transportadora de electrones del sistema
fotosintetico, la cual a su vez, se encuentra inhibida por ADP (Portis, 1992; Maxwell
et al., 1999). Segin trabajos realizados en K. daigremontiana (Maxwell et al., 1999), la
carbamilacién de la Rubisco se incrementa durante la fase || mientras la actividad de
PEPC decae a un minimo, sugiriendo una coregulacién compleja de ambas carboxi-
lasas con la minima posibilidad de que Rubisco y PEPC compitan por CO, durante la
madrugada. A su vez, el estado de carbamilacién de la Rubisco aumenta linealmente
con el incremento de la concentracién de CO, intracelular durante la decarboxila-
cién, alcanzando un méximo de actividad al final del fotoperiodo, cuando la toma de
CO, atmosférico ocurre bajo niveles limitantes de CO, (Maxwell et al., 1999). Tanto la
Rubisco como la PEPC se encuentran fuertemente influenciadas por concentraciones
de sustratos; asi, el suministro de RuBP demanda suficientes electrones en la cadena
transportadora de la fotosintesis para generar sustrato de manera lineal con la de-
manda enzimdtica.

Almacenamiento y movilizacién de dcidos de cuatro carbonos

La fijacién nocturna de CO, resulta en la formacién de cantidades considerables de
malato y otros 4cidos de cuatro carbonos que deben ser almacenados en la vacuola
para prevenir acidificacién del citoplasma e inhibicién por retroalimentacién negativa
de la PEPC. Para acomodar las cantidades crecientes de malato y su almacenamiento
a nivel vacuolar, la capacidad de transporte de dicho metabolito debe incrementarse.
Este transporte es llevado a cabo por el mantenimiento de un gradiente electroqui-
mico positivo al interior de la vacuola, energizado por una VoV1i-H*-ATPasa del tono-
plasto y por actividades H* de ortofosfatasas inorganicas. El malato es transportado
a través del tonoplasto en forma de anién divalente via canales iénicos o por un
transportador especifico, una vez en la vacuola el malato es protonado (Fig. 2). El
transporte del malato dentro y fuera de la vacuola debe ser fuertemente regulado
para generar fluctuaciones de 4cidos de cuatro carbonos en el ciclo diario. Asi, cana-
les iénicos selectivos de malato que rectifican la entrada nocturna del malato se acti-
van de noche, mientras que durante el dia el flujo hacia adentro, al parecer, se torna
inactivo, resultando en un flujo de malato hacia el citoplasma por medio de un
segundo canal o por difusién pasiva a través de la membrana del tonoplasto (Liittge
etal., 1995).
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Figura 2. Flujos de carbono en una célula CAM (Tipo ME) durante el ciclo diurno. Durante la fase |
(A), toma nocturna de CO, a partir de la apertura estomatica y rompimiento de carbohidratos de
reserva resultando en la formacién de PEP, que sirve como sustrato para la fijacién de CO, por parte
de la PEPC, llevando asi a la produccién (OAA) y a la reduccién a malato por la MDH. La PEP es
suministrada por la formacién y exportacién glicolitica de 3-fosfoglicerato del cloroplasto via trans-
portadores Pi. El malato es transportado dentro de la vacuola por un canal iénico selectivo ubicado
en el tonoplasto. A medida que la planta es expuesta al efecto de la luz, los estomas se cierran gra-
dualmente y la fijacién de CO, externa cesa. En la fase Il (B), el malato es liberado de la vacuola de
forma pasiva y decarboxilado por ME llevando a la liberacién de CO, y la formacién de piruvato por
parte de la PPDK. La decarboxilacién del malato ocurre concurrentemente con un incremento de CO,
intracelular suprimiendo en parte, la fotorrespiracién. El CO, liberado es reasimilado por la Rubisco
mediante el ciclo fotosintético de reduccién del carbono (PCR). Piruvato y PEP abastecen la gluconeo-
génesis para regenerar el conjunto de carbohidratos de reserva. En la fase IV, las concentraciones in-
ternas de CO, decaen y los estomas pueden abrirse permitiendo la fijacién de CO, exégeno por parte
de la Rubisco. La PEPC puede tornarse activa durante esta fase a medida que las concentraciones de
malato citoplasmadtico disminuyen. La figura también muestra la contribucién mitocondrial a la for-
macién y decarboxilacién de malato.
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MT: mitocondria, CP: cloroplasto, CA: anhidrasa carbénica, PGM: fosfogliceromutasa (catalizador de 3-
fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato), PHI: fosfohexosa isomerasa (catalizador de Fru-6-P en Glu-6-P), Mal:
malato, PYR: pyruvato, FUM: fumarato, TCA: 4cido tricarboxilico, PEPC: fosfoenol piruvato carboxilasa
(catalizador de PEP y HCO7; en oxalacetato), MDH: (cataliza oxalacetato y NADH en malato y NAD"),
enolasa: (cataliza 2-fosfoglicerato en PEP, adaptado de Cushman y Bohnert, 1997).

Refijacién de CO, por decarboxilacién de acidos de cuatro carbonos

Las plantas CAM pueden ser divididas en dos grandes grupos con base en la decar-
boxilasa predominante que libera PEP y CO, para la refijacién durante el periodo lu-
minoso. Un primer grupo posee suficiente actividad PEP carboxiquinasa (PEPCK; EC
4.1.1.49) para ser tomada como la enzima decarboxiladora predominante. Un segun-
do grupo no posee actividad PEPCK, pero si suficiente actividad de la enzima mélica
dependiente de NADP (NADP-ME; EC 1.1.1.40) y de la enzima mitocondrial depen-
diente de NAD (NAD-ME; EC 1.1.1.39) para ser tomadas en cuenta como las res-
ponsables de la decarboxilacién de acidos de cuatro carbonos (Christopher y Holtum,
1996). Las plantas con PEPCK o con ME como la mayor decarboxilasa pueden ser
agrupadas taxonémicamente a nivel de familia. Plantas con PEPCK como la mayor de-
carboxilasa ocurre en las familias Asclepiadaceae, Bromeliaceae, Euphorbiaceae y Portulacaceae,
mientras que especies con ME como la mayor decarboxilasa ocurren en las familias
Aizoaceae, Cactaceae, Crassulaceae y Orchidaceae (Dittrich et al., 1973). Finalmente, el PEP



Acta Bioldgica Colombiana, Vol. 10 No. 2, 2005 11

resultante de la decarboxilacién de los acidos de cuatro carbonos sufre gluconeogé-
nesis y se almacena durante el dia ya sea en forma de almidén en el cloroplasto o en
forma de hexosas solubles fuera del mismo.

Control de los carbohidratos de reserva

Las plantas CAM también pueden ser divididas en dos grandes grupos dependiendo de
los carbohidratos de reserva sintetizados en el ciclo diario, los formadores de almidén
cloroplastico y los formadores de carbohidratos extracloroplasticos (Chen et al., 2002).
Estas especies usan polisacaridos (almidén) almacenados en el cloroplasto o hexosas
solubles no almacenadas en el cloroplasto, como precursores de la formacién de PEP
por glicélisis en la fase nocturna. Winter (1985) demostré que, cantidades considerables
de carbohidratos son translocados de noche y que el crecimiento de las plantas CAM se
encuentra abastecido por translocacién selectiva de aztcares solubles formados duran-
te la fase IV. La separacion de asimilados derivados de la fotosintesis C3 y los derivados
de la decarboxilacién de acidos orgénicos de cuatro carbonos en acervos discretos de
carbohidratos durante el dia, ha sido sugerido como un posible mecanismo que facilita
el control del metabolismo de los carbohidratos en plantas CAM. Esta compartimenta-
cién puede promover los medios por los cuales las rutas que constituyen a CAM y aque-
llas que abastecen el crecimiento puedan ser reguladas independientemente una de la
otra (Borland et al., 1994). En general, las reacciones oscuras de CAM requieren tasas
elevadas de degradacién de carbohidratos en comparacién con las plantas C3. Por
ejemplo, la induccién de CAM en M. crystallinum va acompafiada de incrementos sus-
tanciales (10-20 veces) en las actividades de varias enzimas amiloliticas y fosforiloliticas
que degradan almidén (Paul et al., 1993). Los patrones de expresién génica son consis-
tentes con patrones de actividad enzimdtica (degradacién de almidén), sugiriendo que
la regulacidn circadiana de la degradacién del almidén puede permitir el control preciso
de la glicdlisis, que a su vez, determinara el flujo a través de PEPC (Dodd et al., 2002).

GENETICA MOLECULAR DE CAM

La maquinaria enzimadtica requerida para desempefiar CAM se encuentra presente en
todas las plantas superiores (Cushman y Bohnert, 1997). Sin embargo, en plantas
CAM y C4 la actividad de enzimas claves tales como PEPC, PPDK, NAD(P)-ME y
PEPCK es mucho mads alta que en plantas C3. Aun asi, la compartimentacién celular
de dichas enzimas difiere entre plantas CAM y C4. En las plantas CAM han evolucio-
nado patrones diurnos y nocturnos especificos de expresién y regulacién para acomo-
dar el flujo de carbono a través de gluconeogénesis y glicélisis necesarios para satis-
facer la demanda nocturna de PEP y decarboxilacién diurna de 4cidos organicos de
cuatro carbonos (Paul etal., 1993). La caracterizacién de ciertos genes CAM especifi-
cos y sus patrones de expresién en plantas CAM facultativas han dado luces sobre los
mecanismos moleculares sujetos a la evolucién y expresién de dichas enzimas.

Regulacién de la expresiéon génica CAM especifica

La induccién de CAM implica la regulacién y el ensamblaje de enzimas y transpor-
tadores de metabolitos, haciéndola una de las adaptaciones metabdlicas mas com-
plejas al estrés de diferentes ambientes (Cushman y Bohnert, 1997). La induccién de
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genes especificos CAM en respuesta a salinidad, déficit hidrico, estrés osmético, in-
tensidades luminicas o tratamiento con &dcido abscisico se encuentran controladas
principalmente a nivel de trascripcién, iniciado a través de una cascada de sefializa-
cién que parece requerir de actividades de proteinas quinasas dependientes de calcio
(Cushman, 2001). En general, la acumulacién de transcritos y proteinas se ven bien
correlacionados; sin embargo, discrepancias entre abundancias de transcritos y pro-
teinas han sugerido que cambios en la estabilidad, la utilizacién y la eficiencia en la
traduccién del ARNm, también son factores que gobiernan la expresién génica du-
rante la transicién C3-CAM (DeRocher y Bohnert, 1993). Se ha demostrado que en
especies CAM facultativas como M. crystallinum existen elementos reguladores cis que
gobiernan la expresién de ciertos patrones (Cushman y Bohnert, 1997). La naturaleza
exacta de los factores trans actuando y controlando patrones especificos de la acti-
vidad CAM permanece sin resolver (Cushman, 2001). Aparte de la regulacién trans-
cripcional, existen mecanismos de regulacién post-transcripcional. Dichos mecanis-
mos gobiernan las respuestas a corto plazo tales como modulacién de la traduccién,
de la degradacién de proteinas, y de las actividades enzimdticas en sincronfa con los
patrones diurnos de CAM (Cushman y Bohnert, 1997). Entre estos mecanismos de
regulacién post-transcripcional se encuentra el de la PEPC por la PEPC quinasa, el
control de la actividad enolasa posiblemente por fosforilacién reversible y actividades
de varias enzimas cloropldsticas y citopldsmicas tales como NAD-GAPDH, NADP-
MDH y Fru-1,6-bifosfatasa, entre otras.

TRANSDUCCION DE SENALES

Los mecanismos implicados en la conversién de sefiales ambientales y ontogénicas a
distintas expresiones génicas de CAM, (plasticidad), permanecen en gran medida inex-
ploradas. Una gran multitud de factores tales como concentraciones intracelulares de
Ca”, CO,, malato y carbohidratos; estado redox, o pH citosélico pueden participar en
la sefializacién durante la induccién a CAM (Cushman y Bohnert, 1997). La reduccién
de las reservas de malato trae como consecuencia la reduccién de concentraciones de
CO, y Ca”, iniciando la apertura estomdtica hacia el final del periodo luminico. En las
células acompanantes, los niveles altos de ABA o CO, intercelular resultan en cierre
estomatico (Sharkey, 1993); por ello se espera que cambios en las concentraciones de
Ca” actien para mediar el cierre estomdtico durante las fases diurnas del ciclo CAM.
Sin embargo, las plantas CAM parecen sufrir una inactivacién de los fotorreceptores
para luz azul y roja que normalmente median la reapertura estomdtica diurna, de tal
forma que la apertura y cierre estomadtico se encuentre modulado por factores tales
como ABA o CO, (Lee y Assman, 1992).

CAM se encuentra controlado por una compleja red de sefalizacién independiente
pero relacionada (Cushman y Bohnert, 1997). Por ejemplo, expresiones fisioldgicas
y génicas producidas por ABA persisten en M. crystallinum incluso cuando el ABA es
suprimido usando lovastatina (Thomas et al., 1992). Evidencia reciente sugiere que
grupos especificos de proteinas quinasas y fosfatasas catalizan la fosforilacién rever-
sible de una serie de pasos y modulan eventos tales como movimientos estomaticos
y cambios en la expresién génica (Cushman y Bohnert, 1997). En M. crystallinum, el
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tratamiento en las hojas con 4cido okadaico (inhibidor especifico de proteinas fosfa-
tasas tipo 1y 2A), inhibe la acumulacién de transcritos Ppc1 inducidos por deshidra-
tacién, estrés salino, ABA y metil jasmonato, sugiriendo que estas fosfatasas blanco
participan en la sefial de transduccién que lleva a la induccién de CAM. En contraste,
el tratamiento con W-7, un antagonista de la calmodulina, inhibe especificamente la
acumulacién de transcritos Ppcl en respuesta a estrés osmdético, mas no por déficit
hidrico (revisado por Cushman y Bohnert, 1997), lo cual sugiere que mecanismos de
sefializacién independientes operan en respuesta a distintos estres ambientales, y que
por lo menos un mecanismo compromete cambios en la concentracién citoplas-
matica de Ca™.

PERSPECTIVAS

CAM es una adaptacién muy exitosa que permite a ciertas plantas habitar o competir
en ambientes con limitaciones de agua o CO,. Aspectos ecofisioldgicos, anatémicos,
taxonémicos, bioquimicos y evolutivos han sido extensamente estudiados. Estos estu-
dios demuestran que CAM y su induccién por estrés medioambientales proveen uno
de los ejemplos mas complejos e interesantes de rutas de regulacién fisiolégica y
genética. Sin embargo, quedan grandes areas sin resolver con respecto a CAM, por lo
que en un futuro las investigaciones se deben dirigir hacia el desarrollar de programas
en el drea de bioquimica, fisiolégica y genémica en modelos selectos de plantas CAM.
Estas aproximaciones proveerdn una vision mas integrada de las dindmicas de regula-
cién implicadas en las respuestas a factores ambientales cambiantes de la plasticidad
observada en CAM.
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