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INTRODUCCION

El agua es el principal componente de células y tejidos de todos los organismos, y
la manera de cémo se regula la entrada y salida del agua en las células debe de ser
uno de los aspectos mas importante en el estudio de la fisiologia de los organismos
en general. La comprobacidon de la existencia de las acuaporinas (AQPs)1 o canales
de agua ha creado un reto para poder definir su papel en la biologia celular y
fisiologia de todos los organismos. Tan grande ha sido el impacto del
descubrimiento y estudio de estas proteinas que el afio pasado se concedi6 el
premio Nobel a Peter Agre2, el investigador que identificé por primera vez a estas
proteinas y quien las ha estudiado en profundidad, obteniendo recientemente la
estructura cristalina de una de ellas3. Debido a que en las plantas, a diferencia de
los demas organismos, las AQPs forman una gran familia génica, se podria inferir
que las AQPs juegan un papel primordial en los procesos bioldgicos de las plantas
en general. Por esto asumimos que en las plantas se requiere de la presencia de
AQPs en las membranas de los diferentes organelos celulares, en los diferentes
tejidos, expresadas a diferentes tiempos, y reguladas bajo diferentes condiciones
ambientales y de desarrollo. La expresiéon de AQPs en las plantas también se
encuentra regulada a nivel transcripcional y pos-traduccional por fosforilacion y
glicosilaciéna.

Descubrimiento de las Acuaporinas

Hasta hace algunos afios se pensaba que el paso del agua a través de las
membranas era por simple difusiéon, cruzando la bicapa lipidica, sin embargo,
existian evidencias que sugerian que la entrada y salida de agua de algunas células
(glébulos rojos y células de los tubos proximales y distales del rifion) deberia de
estar mediado por un sistema que selectivamente dejaban pasar el agua a través
de las membranas4, 5, No fue sino hasta el descubrimiento de una proteina integral
de membrana de 28 kD aislada de eritrocitos y del rifidn, que se pudo demostrar la
presencia de los canales de agua o acuaporinas (AQPs). Esta proteina llamada
AQP1, consta de seis dominios transmembrana con los extremos amino y carboxilo
terminales ubicados del lado citoplasmico, lo cual presenta una organizacion similar
a la de los canales i6nicos (Figura 1). La secuencia del cDNA revel6 una similitud
entre los primeros tres segmentos transmembranales con los tres dltimos, lo cual
sugirio que el gen AQP1 es el resultado de una duplicacién génica. Las asas que
conectan el segundo y tercer segmento transmembranal en cada mitad de la
proteina contienen varios residuos altamente homologos, y la firma NPA
(asparagina-prolina-alanina) orientadas a 180° una de la otras (Figura 1). En la
época en que esta proteina se identificé existian en los bancos de datos algunas
secuencias homologas, como la del cristalino de los bovinos, del cerebro de
Drosophila, en bacterias y en plantas, sin embargo, no se conocia las funciones de
estas proteinas4. Estos genes se agruparon en una familia altamente conservada de
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proteinas intrinsecas de membrana llamada MIP (Membrane Integral Proteins), que
presentan, ademas de las caracteristicas sefialadas anteriormente, proteinas con
una masa molecular de entre 26 y 32 kD.
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Figura 1. Estructura de las acuaporinas, mostrando los seis dominios
transmembrana, sefialando las zonas de duplicacion génica (primera y segunda
mitad), el sitio de inhibicion por mercurio (Hg2+), las asas B y E con las firmas

asparagina-prolina-alanina (NPAs), las regiones amino (NH2) y carboxilo
(COOH), y la serina 256, el sitio de fosforilacion por la quinasa A de proteinas
(PKA).

En base a estudios que demostraban que las secuencias homologas a AQP1 en
plantas y humanos se expresaban en tejidos altamente permeables al agua, se
considero la posibilidad de que AQP1 pudiera ser un canal de agua. Para comprobar
esta hipotesis, se expres6d a la AQP1 en ovocitos de rana (Xenopus leavis), los
cuales normalmente presentan una baja permeabilidad al agua. Cuando los
ovocitos de rana inyectados con el cRNA de esta proteina se colocaron en una
solucion hipo-osmoética se observé un incremento en la permeabilidad al agua,
causando hinchamiento y eventualmente el rompimiento del ovocito. Los
incrementos en la permeabilidad al agua presentaban una baja energia de
activacion, fueron inhibidos por Hgz2+, y no estaban acompafiados con cambios en
la corriente eléctrica del ovocitos. Estas caracteristicas se repitieron en
experimentos de reconstitucion de esta proteina en bicapas lipidicas, lo que
demostré que la AQP1 realmente funcionaba como un canal de aguas.

Debido a la permeabilidad tan particular que presentan, se ha realizado un gran
esfuerzo para obtener la estructura molecular de las AQPs. Como se mencion6
anteriormente, en base a la secuencia de aminoacidos se han podido identificar dos
regiones muy similares, el asa citoplasmica B y el asa extracelular E, cada una
conteniendo la secuencia conservada NPA (Figura 1). La presencia de cisteinas en
posiciones cercanas a estas secuencias (cisteina 189) hace que las AQPs sean
sensibles a los compuestos mercuriales7. Substituciones conservadas con
aminoacidos mas voluminosos en regiones cercanas a las asas B y E causaron una
disminucién en la permeabilidad de AQP1, asi como una falla en su localizaciéon a la
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membrana plasmatica (PM)7. En conjunto, estos resultados condujeron a los
investigadores a proponer que los monémeros de las AQPs poseen un poro acuoso
en forma de reloj de arena constituido por las asas B y E, las cuales se doblan hacia
el interior de la bicapa lipidica desde lados opuestos y entrando en contacto a la
mitad de la bicapas, 7. Aunque cada mondémero puede ser funcional y mediar el
movimiento de agua a través de las membranas, estudios sobre la velocidad de
sedimentaciéon, inmunoprecipitacion y el analisis de polipéptidos diméricos de AQP1
sugieren que los canales de agua forman oligbmerose, 7. La estructura mas
detallada se obtuvo mediante cristalografia y la reconstitucion de AQP1l en altas
concentraciones de proteina en membranas lipidicas, lo cual condujo a la formacion
de “cristales de membrana” que mantuvieron su capacidad de transportar agua y
que ayudd a obtener la visidon de que las AQPs forman tetrameross, 9 a través de los
cuales ocurre el movimiento masivo del agua en respuesta a un gradiente
osmatico.

Funcion de las acuaporinas en plantas

Para determinar la funcién de las AQPs en plantas se han llevado a cabo diferentes
estudios sobre las propiedades de los canales de agua, como son, la presencia de
una alta permeabilidad osmética, sensibilidad al Hg2+, una baja dependencia de la
temperatura, lo que refleja una baja energia de activaciéon, y que la razén entre la
permeabilidad osmdtica (Pf ) y la permeabilidad difusional del agua (Pd) sea mayor
a uno (Pf/Pd >1). Estos parametros se han medido en vacuolas, protoplastos,
células intactas, en raices completas y en vesiculas aisladas de PM, y tonoplasto
(TP) de varias especies vegetalesio. De estos estudios se ha observado que la
permeabilidad osmética del TP es mucho mayor que la de la PM1o, 11, 12, lo cual es
consistente con la idea de que la vacuola es capaz de controlar el balance i6nico del
citoplasma. Esto sugiere que las AQPs de la PM deben de tener diferentes
propiedades que les permiten tener un mejor control del flujo de agua a través de
ésta membrana. La permeabilidad de las AQPs de la PM al agua ha sido demostrada
mediante el uso de la técnica de silenciamiento de genes del subgrupo de AtPIP1, la
cual comprende cinco genes que transportan agua en protoplastos aislados de
Arabidopsis thalianai13. Las plantas de A. thaliana expresando el antisentido de
AtPIP1;2 mostraron un crecimiento del sistema radicular cinco veces mayor al de
las plantas no transformadas. El aumento en el sistema radicular de las plantas
transformadas se interpreté como la necesidad de incrementar la superficie de
absorcion de la raiz para asi poder compensar la disminucion en la conductividad
hidraulica que las células de la raiz sufren al silenciar esta AQP13. La expresion del
antisentido de un homoélogo de esta proteina en tabaco (NtAQP1) demostré que al
menos el 55 % de la conductividad hidraulica de las raices de estas plantas esta
determinada por el subgrupo de las PIP114. Contrario a lo observado en las plantas
de A. thaliana, estas plantas no presentaron un fenotipo diferente al de las plantas
silvestres14. Utilizando dos mutantes “knock-out” de AtPIP2;2 se comprobdé que
esta AQP contribuye significativamente a la permeabilidad al agua de las células de
la corteza de la raiz, demostrando que esta AQP participa en el transporte osmatico
del agua en la raizis. Estos resultados demuestran que a pesar de la gran cantidad
de isoformas de AQPs en plantas, estas isoformas han evolucionado sin presentar
una redundancia funcional.



biojournal.net ndamero 1 / febrero 2005

Mediante el uso de plantas transgénicas con el antisentido de AtPIP1;1, Kaldenhoff
y colaboradoresi6 observaron que el cambio de volumen en protoplastos fue menor
y mas lento en respuesta a un cambio osmdtico, comparado con las plantas
silvestres, sugiriendo que la expresion del antisentido provocé una disminuciéon en
la permeabilidad al agua. El fenotipo de estas plantas transgénicas fue similar al
observado en plantas expuestas a estrés hidricoise.

El andlisis de la expresion heterdloga de AQPs de origen vegetal en ovocitos de X.
leavis ha sido uno de los métodos ampliamente utilizados para determinar la
funcién de las AQPs en plantas. Varios mRNA de MIPs correspondientes al TP y PM
se han inyectado en ovocitos, los cuales han causado que la permeabilidad al agua
de estas células aumente entre 2 a 20 veces17, 18, 19, 20. La expresién de MIPs en
ovocitos, ademas de demostrar la funciéon de estas proteinas, también se utiliza
para estudiar su topologia, oligomerizacidon, regulacion post-traduccional y
selectividad.

La lista de solutos pequefios que pueden moverse a través de las AQPs en plantas
ha aumentado recientemente, estos estudios se han realizado utilizando diferentes
métodos como son, expresion heteréloga en ovocitos de X. laevis y en mutantes de
levadura en el transporte de metabolitos. El transporte de otros metabolitos por las
AQPs que cominmente se han estudiado son la urea y el glicerol. La primera MIP
que se identific6 que ademas de agua transporta glicerol y urea fue GmNOD26 de
soja21, y posteriormente NtAQP122 y NtTIPa23 ambas de tabaco. Mutantes de
levadura en el transporte de urea fueron complementadas con las AQPs, CpNIP1,
similar a NOD26 de calabaza, AtTIP2;1 y AtTIP1;1 de A. thaliana24, sugiriendo que
estas AQPs también median el transporte de urea in vivo. En Chara corallinazs
mediante el uso de la sonda de presion (pressure probe) se demotré que las AQPs
transportan H202. Este estudio se debe interpretar con cuidado ya que los
experimentos se llevaron a cabo utilizando concentraciones no fisiolégicas de H202,
y lo mas importante es que el H202 es tan tdxico para las células que
inmediatamente que entra a éstas es eliminado, por lo que la existencia de un
mecanismo de transporte que saque este compuesto del interior de la célula podria
ser redundante y muy dificil de explicar.

La diversidad de las acuaporinas en plantas

Durante los udltimos afios se han caracterizado AQPs en mas de 30 especies
vegetales incluyendo mono y dicotiledéneas. La gran abundancia de AQPs en
plantas (en A. thaliana existen 38 genes que codifican para AQPs26; Figura 2)
comparada con la de los animales en los cuales se han identificado 10 genes,
sugiere varias posibilidades. Una, las AQPs en plantas se puedan encontrar
distribuidas en membranas de los diferentes compartimentos celulares
(mitocondria, cloroplasto, peroxisomas, reticulo endoplasmico, Golgi, diferentes
tipos de vacuolas y otro tipo de vesiculas)17. La presencia de AQPs en los diferentes
compartimentos pudiera ser el mecanismo que las células utilizan para regular los
cambios en el potencial osmaético que sufren durante los diferentes tipos de estrés a
los que las plantas se ven sometidas continuamente. Una segunda posibilidad seria
que la expresion de algunas de las AQPs puede depender, ya sea del estado de
desarrollo de la planta, o de las condiciones ambientales a las que esta expuesta.
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Finalmente, las AQPs también median el transporte de solutos pequefios como
manitol, urea y amoniaco19.

Por analisis filogenético las AQPs de plantas se han agrupado en cuatro familias: las
proteinas intrinsecas de la PM (PIPs), las proteinas intrinsecas del TP (TIPs), las
pequefias proteinas basicas integrales (SIPs)26, 27, 28, y las proteinas parecidas a la

nodulina 26 (NIPs), grupo donde se encuentran aquellas proteinas que facilitan el
transporte de glicerol (Figura 2).

Las proteinas NIP estan agrupadas por tener una alta homologia con la proteina
NODZ26, la cual es una acuagliceroproteina, que transporta agua y glicerol, y que se
encuentra expresada en la membrana peribacteroidal de los nédulos simbiéticos de
la raiz de plantas leguminosas29, 30 . Dentro de este grupo se encuentran 8 genes
homélogos en el genoma de A. thaliana, y actualmente se desconocen la
localizaciéon celular, la funcién y los patrones de expresion de estos genes en las
especies vegetales que no presenta la formacion de nddulos simbidticos. La
subfamilia de genes SIP solo se ha identificado por andlisis computacional, ya que
los productos de estos genes no se han podido caracterizar experimentalmente.

La mayoria de los genes agrupados en la familia de los MIPs en plantas poseen las
propiedades de los MIPs identificados en otros organismos como son: un peso

molecular entre 26 y 32 kD, seis dominios transmembrana y los dominios NPA en
las dos mitades de la proteina.

Los SIPs y NIPs no poseen todas estas caracteristicas, sin embargo, presentan los
dominios conservados NPA, los cuales les otorgan la capacidad de ser permeables
al agua y formar un poro estable en la membrana lipidica.
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Figura 2. Relacion entre las secuencias deducidas de proteinas que codifican
para AQPs en Arabidopsis thaliana. El arbol se construyé utilizando los
programas “Cluster-X y TreeView”75, 76. Se pueden identificar las cuatro
subfamilias; TIP (azul), PIP (amarillo), NIP (rosa) y SIP (verde). La longitud
de cada rama es proporcional a la divergencia entre cada secuencia de proteina
y todos los miembros de la misma subfamilia.
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Estudios estructurales y proyecciones de cristales de dos dimensiones indican que
al menos dos de estas proteinas de plantas, AtTIP3;1 y AtPIP2;3, presentan una
estructura tipica tetramérica, y cada monémero forma un poro funcional
individuali. Con respecto a la clasificacion de TIPs y PIPs, como proteinas
intrinsecas de membrana que se localizan en el TP y en la PM, respectivamente,
existen evidencias de que esta clasificacion no es correcta, ya que se ha observado
que algunas de las AQPs clasificadas dentro de estas dos sub-familias no
necesariamente se expresan en el TP o PM, sino que se localizan en las membranas
de otros organelos intracelulares3i, 32.

Expresion de las AQPs en las plantas

En general, cuando las plantas detectan cambios en la disponibilidad del agua en el
medio que las rodea, sufren una alteracién en el potencial osmético. Para balancear
estos cambios, las células vegetales requieren llevar a cabo la regulacion en la
actividad y/o expresion de los diferentes mecanismos de transporte de solutos y
agua presentes en sus membranas. Se ha demostrado que estimulos ambientales
tales como, la sequia y la salinidad, asi como incrementos en la sintesis del
regulador del crecimiento vegetal, el acido abscisico (ABA; relacionado con la
percepciéon del estrés osmoético), traen como consecuencia cambios en la regulacién
de los niveles de expresion de AQP del TP y de la PM. La induccién de las AQPs a
nivel de transcrito durante el estrés osmotico se ha reportado en diferentes tejidos
y especies vegetales: en plantulas y partes aéreas de A. thaliana (AtPIP2;7 vy
AtTIP1;233; AtPIP2;334, 35; AtTIP1;1 y AtTIP2;1)35, partes aéreas de chicharo
(trg31)36, tallos de tomate (pTOM75)37, anteras e inflorescencia de la coliflor
(mipA3s; BobTIP2639), raices y partes aéreas del arroz (rTipl)4o, 41, hojas y raices
de girasol y de la planta de resurreccion (SunTIP742, 43; CpPIPa6, CpPlPa?7,
CpPIPa244), y en las hojas de Nicotiana glauca (NgMIP5)45. En contraste con estos
resultados, se ha observado que el estrés osmoético causa una disminucién de la
expresion de los mMRNA de AQPs en hojas, raices y tallos de N. glauca (NgMIP2,
NgMIP3 y NgMIP4)4s, raices de girasol (SunTIP18)43, y en raices y hojas de
Mesembryanthemum crystallinum (McMipA Yy McMipC)46.
Trabajos recientes apoyan el papel de algunas AQPs en la tolerancia al estrés
hidrico. Mediante la manipulaciéon de los niveles de transcrito de algunas PIPs47, ya
sea mediante la supresion del mRNA por antisentidosi3, 14, 48 0 por insercién de T-
DNAs15, se ha observado que la represion de la expresion de las AQPs resulta en
cambios en la conductividad hidraulica en las raices, en la velocidad de
transpiracion, y cambios en la permeabilidad osmética, y en algunos casos se
afecta la capacidad de las plantas para recuperarse en suelos deficientes en aguai4,
47, 48.

Pocos trabajos se han enfocado hacia el estudio de la regulacién de la expresiéon de
las AQPs por estrés osmoético a nivel de proteina. Sin embargo, cuando factores
como estabilidad de mRNA y alteracidon en la expresidon de la proteina se toman en
consideraciéon, existen evidencias que sugieren que la regulacibn a nivel
transcripcional no coincide con los cambios en los niveles de proteinas. Por ejemplo,
estudios realizados sobre la expresiéon de AtPIP2;3 en A. thaliana indican que
mientras la sequia induce la expresién del gen a nivel transcripcional3s, a nivel de
la proteina no se observa cambio alguno49.
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En la haléfila M. crystallinum, utilizando anticuerpos péptido-especificos, hemos
observado que existe una regulacion diferencial en los niveles de expresion de las
diferentes AQPs por estrés salino y por estrés osmoético. Por ejemplo, durante el
estrés salino, la cantidad de la proteina McTIP1;2 se reduce en el TP de las hojas
mientras que un incremento de McPIP2;1 ocurre en la raiz. Al mismo tiempo, no se
observaron cambios en la expresién de McPIP1;4 y McPIP1;2 en ningun tejido de la
plantass, 50 (Vera-Estrella et al, datos no publicados). El estrés osmaético causé un
aumento en los niveles de expresion de la proteina McTIP1;2 en las hojas y en la
raiz, que contrastan con la disminucién causada por el estrés salinoi1s. Estos
resultados sugieren que la planta es capaz de discriminar exactamente entre el
estrés idnico y el estrés osmotico, posiblemente a través de diferentes mecanismos
de transduccion de sefiales involucrados en la adaptacién de M. crystallinum a estos
tipos de estrés. Ademas de un aumento en los niveles de expresion de McTIP1;2 en
el TP causados por el estrés osmotico, hemos observado que existe un cambio en la
distribucion de esta proteina en las diferentes endomembranas aisladas de las
hojas y de células en suspension de M. crystallinum, el cual se correlaciona con los
cambios en el potencial osmaético de las células33. Sin embargo, estos cambios de
distribuciéon de McTIP1;2 no se observan en las raices de las mismas plantas, en las
cuales so6lo se observa un incremento en la cantidad de proteina en la fraccion
correspondiente al TP. Los cambios en la distribucién de McTIP1;2 en las diferentes
endomembranas sugiere la participacion del trafico vesicular durante esta
respuesta, el cual puede ser un mecanismo importante de regulacion de la
expresion de esta proteina y la participacion de las AQPs en la regulacion del estrés
hidrico en compartimentos celulares diferentes a la PM y el TP17.

Localizacion Subcelular de las TIPs

Las AQPs que se expresan en el TP se han caracterizaron por su abundancia en las
semillas de frijols1, raices del rabanos2, hojas de espinacass3, maizig, tabacos4, A.
thalianass, y M. crystallinumso. Aparte del TP de la vacuola central, las AQP
pertenecientes a la subfamilia de las TIPs, se localizan en membranas de otras
vesiculas, incluyendo, vacuolas almacenadoras de proteinas, vacuolas liticas,
vacuolas autofagicas y vacuolas densas en electronesse. Estas observaciones
sugieren que las TIPs caracterizan al tipo de compartimento en donde se localizan,
asi como el estado de desarrollo de la vesicula. Sin embargo, se pueden encontrar
diferentes TIPs en la membrana de un mismo tipo de vesiculase. La complejidad
aumenta si consideramos que cambios en el medio ambiente pueden desencadenar
la formacion de nuevas vesiculass7, 58. Aunado a esto se encuentra la evidencia que
sugiere que en las células vegetales existen varias rutas independientes para el
origen, mantenimiento y abastecimiento de vacuolass9, 60. En M. crystallinum
hemos descrito que durante el estrés osmaético, la AQP McTIP1;2 se relocaliza del
TP a un compartimiento nuevo cuya funcién se desconoce. Este compartimiento con
caracteristicas Unicas tiene la apariencia de cuerpos multi-vesiculares localizados en
el citoplasma, en los cuales se ha detectado la presencia de McTIP1;2 utilizando
inmunolocalizacién con particulas de oro e inmunofluorescencia (Figura 3)17. Es
posible que la presencia de McTIP1;2 en la membrana de los cuerpos multi-
vesiculares sea importante para mantener un balance osmaético con el citoplasma
durante el estrés, el cual induce al mismo tiempo la toma de solutos y iones
especificos dentro de estas vesiculasi7. El hecho de que las AQPs se localizan en
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diferentes compartimentos celulares es una gran ventaja para el estudio de la
biologia celular vegetal, pues estas proteinas se pueden utilizar como herramientas
para explicar los mecanismos de biogénesis y destino final de las proteinas en las
células vegetales.

Fared celular

A

Tonoplasto

CF McTIP1:2 BPBO BPBO/MCTIP1;2
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Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos que regulan la re-
distribucion de MCTIP1;2 en las diferentes membranas de M. crystallinum.
Esta ruta es propuesta por la activacion (+) o inhibicién (—) por wortmanina,
Forskolina, 2°,5’dideoxiadenosina (2,5-D), N-2-pBromocinamil-etil-5-
isoquinolinesulfonamida (H89), brefeldina A, citocalasina D, 8§ Bromo-
monofosfato de adenosina 3°,5’-ciclica, (§Br-cAMP), o tunicamicina.

Localizacion subcelular de las PIPs

La localizacibn membranal de las PIPs se determiné en sus inicios utilizando
membranas aisladas por el método de particion en dos fases acuosas, lo cual
sugirié que estas proteinas se expresaban exclusivamente en la PMie, 27, 49. Sin
embargo, evidencias mas recientes han demostrado que esto no es asi. Por
ejemplo, se ha demostrado que la AQP de A. thaliana AtPIP1:1, se localiza en
“plasmalemmasomas”, las cuales son vesiculas endosomales que se sugiere, se
originan como resultado de invaginaciones de la PM, cuyo significado fisiolégico es
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desconocidoe1. Aunque se ha sugerido que este mecanismo favorece el intercambio
de AQPs mediante el reciclado de vesiculas entre la superficie y el interior de la
célula. Por otro lado, el transgen de la AQP de maiz ZmPIP1b-sGFP expresado en
tabaco se localiza tanto en la PM como en la region perinuclear, lo cual sugiere que
esta AQP podria localizarse en organelos especificos involucrados en la ruta
secretora, mas que en la PMe2. Sin embargo, podria ser posible que esta diferencia
se deba a la fusién génica en si, o al hecho de emplear un sistema de expresion
heterdlogo. La inmunolocalizacion de tres PIPs de M. crystallinum, (McPIP1;4,
McPIP1;2, y McPIP2;1) ha demostrado que McPIP1;4 no se localiza en la PM31, 50
sino en fracciones mas ligeras que el TP y la PM, correspondientes a
compartimentos prevacuolares. La AQP McPIP2;1 se detectd en fracciones
intermedias entre el TP y la PM, en compartimentos de origen desconocido (Vera-
Estrella, datos no publicados). La presencia de PIPs en membranas intracelulares
puede ser un indicio del trafico vesicular desde el lugar de sintesis de la proteina
hasta la PM. La presencia de un sistema de intercambio de AQPs entre los
diferentes compartimentos celulares podria permitir una regulacién mas fina de la
expresion de estos canales en los sitios donde se requiere su participacion durante
condiciones particulares, lo cual se asemeja al mecanismo de intercambio de AQP2
en el rifdne1. Alternativamente, la distribucion diferencial de las PIPs de M.
crystallinum puede sugerir que estas proteinas realmente participan en el control
del flujo de agua en los diferentes compartimentos intraceularesi7.

Mecanismos que regulan la expresion de las AQPs

Ademas de la regulacion de la expresion de las AQPs a nivel transcripcional existen
evidencias que sugieren que su actividad y/o especificidad puede ser regulada a
nivel post-traduccional. Por ejemplo, en frijol la fosforilacion dependiente de Caz2+
causa una estimulacion en la actividad de AtTIP3;163. Por medio de estudios de
expresion de esta proteina en tabaco se ha podido observar que AtTIP3;1 puede ser
fosforilada en los compartimentos prevacuolares por una quinasa de proteinas
dependiente de Ca2+ (CDPK)e64. También se ha demostrado que las CDPKs son
capaces de fosforilar NOD26 y PM28a, en la membrana del simbiosoma de los
ndédulos del frijol y en la PM de las hojas de espinaca, respectivamentees, 66. Es
interesante hacer notar que la fosforilacion de AtPIP2;3 es dependiente del
potencial osmotico extracelulare4. La regulacion de las AQPs por fosforilacién se ha
estudiado mediante la expresion heteréloga de las AQPs AtTIP3;1 y AtPIP2;3 en
ovocitos de X. laevise3, 67. Empleando agonistas y antagonistas de quinasas y
fosfatasas de proteinas se demostré que la permeabilidad de AtTIP3;1 y AtPIP2;3
aumenté cuando se fosforilaron los sitios de reconocimiento de una CDPKe3, 67.
Estudios realizados con NOD26 reconstituida en bicapas lipidicas demostraron que
la fosforilacién de esta proteina por una CDPK de plantas aumenté la actividad de
esta AQPe6s8. Se ha propuesto que la fosforilacion de las AQPs de plantas afecta a la
apertura y cierre del poro, y de esta manera, regula la actividad de las mismas,
contrastando este hecho con lo descrito en AQPs de animales en donde la
fosforilacion es importante para el trafico de estas proteinas desde membranas
intracelulares a la PM. Sin embargo, recientemente hemos demostrado que la
fosforilacion de McTIP1;2 es importante durante la re-distribucién de esta proteina
hacia compartimentos multivesiculares en respuesta al estrés osmotico17. Nuestros
resultados sugieren que la participacion de los mecanismos de fosforilacién en la
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actividad y/o translocacion de las AQPs en las plantas es un aspecto importante que
se debe de investigar con mayor profundidad.

En base a los resultados que obtuvimos sobre el control de la re-distribucion de
McTIP1;2 por fosforilacion, resultd importante determinar si otros mecanismos
podrian participar en la respuesta inducida por el estrés osmadtico. Mediante el uso
de inhibidores especificos y con ayuda de la microscopia confocal y colorantes
fluorescentes17, hemos observado que la re-distribucién de McTIP1;2 se inhibe
cuando las células en suspensién de M. crystallinum se pre-incuban con brefeldina
A, wortmanina, o citocalasina D (inhibidores de la biosintesis de vesiculas, de la
fosfatidilinositol 3-fosfato quinasa [PI3K], y de la actina, respectivamente),
mecanismos directamente involucrados en el trafico vesiculari7. También hemos
observado que la re-distribucion de McTIP1;2 causada por el estrés osmatico esta
regulada por el cAMP, ya que esta respuesta puede ser inducida tanto por
forskolina como por el 8-Br-cAMP (activadores de la adenilato ciclasa [AC] y de la
PKA, respectivamente) en ausencia del estrés osmotico17. Estas respuestas son
inhibidas por 2,5-D y H89 (inhibidores de AC y PKA, respectivamente, Figura 4).
Ademas hemos demostrado que la glicosilacibn de McTIP1;2 es un requisito
esencial para que esta proteina se mueva a otro(s) organelo(s) celular(es) ya que
en presencia de tunicamicina (inhibidor de la glicosilacion), el estrés osmatico no
induce la relocalizacién de McTIP1;2 (Figura 4). De estos resultados, podemos
concluir que la re-distribucién de McTIP1;2 hacia organelos celulares forma parte
del (los) mecanismo(s) de regulaciéon indispensables para que la célula sea capaz
de restaurar y mantener la homeostasis celular durante el estrés osmoéticoi7
(Figure 4).
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Figura 4. Inmunolocalizacion de MCTIP1;2. A. Los cuerpos multivesiculares (MVB)
en el citoplasma de células de hojas de la halofita M. crystallinum son inducidos por
la incubacion con 200 mM de manitol durante 5 dias. La parte inferior muestra la
immunolocalizacion de MCTIP1;2 con particulas de oro (—) dentro de los cuerpos
multivesiculares. B. Co-localizacion de McTIP1;2 y el receptor de compartimentos
prevacuolares (BP80) en células en suspension crecidas en ausencia (control) y
presencia de manitol 200 mM. (CF) contraste de fases; (BP80) localizacion de BP0
en color verde; (McTIP1;2) localizacion de MCTIP1;2 en color rojo;
(BP80/MCTIP1;2) co-localizacion de BP80 y McTIP1;2 en color amarillo.
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Sabemos por trabajos descritos en la literatura que en humanos y ratas, la
regulacion de AQP se lleva a cabo por medio de su reciclaje entre membranas, lo
cual se ha demostrado en tres de las 10 AQPs que existen en el genoma humano.
La vasopresina, incrementa la permeabilidad al agua de los tubos colectores del
rifdbn mediante una via de sefalizacion en la que participan cAMP y PKA.
Inicialmente, la vasopresina se une a su receptor que activa a una proteina G
heterotrimérica resultando en la estimulacibn de la adenilato ciclasa y el
consecuente aumento en cAMP. Estos aumentos en cAMP causan la activacion de
PKA que fosforila a la AQP2 en la serina 256, causando que las vesiculas donde se
encuentra localizada se fusionen con la PM via exocitosise9, 70, 71. Por otro lado
también existen evidencias sobre la movilizacién de la AQP5 de rata desde vesiculas
intracelulares a la PM72. Ishikawa y colaboradores72 han reportado que la
acetilcolina o la epinefrina estimulan el @l-adreno-receptor el cual causa un
aumento en los niveles de Caz2+ citoplasmico a través del IP3 y los receptores de
ryanodina, provocando la translocacién de la AQP5 desde membranas intracelulares
hacia la PM apical en células de la parétida de ratas72. Para que estos mecanismos
se lleven a cabo no se requiere que estas proteinas estén glicosiladase2, pero si se
requiere de la participacion del citoesqueleto72. Podemos asumir que a pesar de lo
similar de estas respuestas en células animales con lo observado en M.
crystallinum, las evidencias puntualizan que la regulacion de McTIP1;2 es diferente.
Las diferencias mas notorias son que McTIP1;2 se mueve hacia compartimentos
intracelulares y no hacia la PM, ademas de que la re-distribucién de McTIP1;2
requiere que la proteina este glicosilada.

Conclusion

La existencia de AQPs ha creado un reto en la fisiologia vegetal ya que la manera
de explicar el uso eficiente del agua por las plantas se ha tenido que
reconsiderar21. Aunado a esto, la presencia de una familia tan grande de AQPs en
plantas hace este reto aun mas complicadozs, 73, 74. Por la presencia de esta gran
familia se podria deducir que las plantas necesitan las AQPs en las membranas de
los diferentes organelos celulares, en los diferentes tejidos a diferentes tiempos y
que son reguladas bajo diferentes condiciones ambientales y de desarrollo de la
planta. La regulacion de la expresion de AQPs a nivel transcripcional, aunada a la
regulacidon pos-traduccional por fosforilacion y glicosilaciéni7z, asi como la re-
distribuciobn de McTIP1;2 a endomembranas causada por cambios en las
condiciones ambientales, demuestran que el estudio de las AQPs en los sistemas
vegetales sea aln mas complejo y un reto para la biologia vegetal. A pesar de toda
la informacién que se ha obtenido en los dltimos afios, aln es necesario continuar
con estos estudios para entender de manera clara y precisa los patrones de
expresion de cada una de las AQPs asi como su funcién.
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