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Caracterizacién funcional de proteinas detipo acuaporinas en polen maduro de
Arabidopsis thaliana.

Resumen
La reproduccion sexual en plantas incluye procesasoede el movimiento de agua y solutos se
encuentra finamente regulado, lo cual sugier@dgicipacion de acuaporinas. La existencia de
acuaporinas, facilitando estos flujos, provee base molecular sélida para la regulacién del
transporte de agua y solutos a través de lashrenas y de esta forma establecen conexiones entre
dicho transporte, el desarrollo de las plantasg/respuestas adaptativas a las condiciones a las que
se encuentran expuestas tanto a nivel organismo, como tejido e incluso a nivel intracelular.
Este trabajo de tesis se centrd principalmente en la identificacion y caracterizaciéon de las
acuaporinas potencialmente involucradas emrrelgroduccion desde los o6rganos reproductivos
masculinos erabidopsis thaliana
Primeramente identificamos las tres acuaporinascéfigas de granos de polen de Arabidopsis,
AtTIP5;1, AtTIP1;3 y AiNIP4;1. En base a experimentos funcionales, utilizando ovocitos de
Xenopus laevisomo sistema heterélogo, pudimos determinarAflieP5;1, AtTIP1;3 y AtNIP4;1
son transportadores de agdalIP5;1 yAtTIP1;3 son también transportadores de urea y solamente
AtTIP5;1 se encuentra regulado por pH externo.
Estudios de localizacion subcelular evidenciaronAfii#P5;1 se expresa en mitocondrias de polen.
Por otro ladoAtTIP1;3 se encuentra en estructuras intracelulares no vacuolares del tipo vesiculares,
pero que no participan de mecanismos de endocitosis ni exocitosis.
Finalmente, los experimentos fisioldgidasvitro sugirieron un papel d&tTIP5;1 en germinacion
del grano de polen actuando como regulador negafWoIP5;1, AtTIP1;3 y AtNIP4;1 se
vincularon de forma directa o indirecta con el proceso de elongacion del tubo polinico,
destacandose los efectos mas drasticosAtaiR1;3. En cuanto a los experimentos fisiologitos
planta encontramos que solametNIP4;1 tiene afectados los parétros de fertilidad con una
reduccion significativa en el nUmero de semillas.
En el marco de esta tesis doctoral hemos reflizama revision de la informacion disponible de
acuaporinas de plantas, evaluando los perfiles de expresion de las mismas en los diversos tejidos.
Hemos discutido la nomenclatura utilizada parasificar esta familia proteica y analizado la
posibilidad de establecer relaciones filogenétichsngionales entre los distintos subgrupos: PIPs,
TIPs, NIPs y SIPs.



El conjunto de resultados desarrollados en esta &gsyncordancia conddrabajos publicados en
estos ultimos afos, nos ha permitido aventuraibfes roles en relacién con la actividad de
transporte de agua y/o solutos de las acuapadima®len; que van desde la migracion celular hasta
el control del dafio y prevenci@® apoptosis. También nos harpiido generar un modelo sobre
el mecanismo de accién de las acuaporinas en @h pelativo a la actividad como transportadores
de urea. Este modelo vincula la actividadA€IP5;1 y AtTIP1;3 con el reciclado del nitrégeno

descripto en polen.

Palabras claves: Aquaporinas, polen, elongacion delpalioico, transporte de agua, transporte de

urea, reciclado de nitrégeno, localizacién mitocondrial.



Functional characterization of aquaporin-type proteins in

Arabidopsis thalianamature pollen.

Abstract

Sexual reproduction involves processes where weatelr solute movement is finely regulated,
suggesting the involvement ofj@aporins. The existence of aquaporins facilitating these flows,
provides a solid molecular basis for the regulatibwater and solute transport through membranes
and thus make connections between the trahsptant development and adaptive responses to
conditions to which the plant is exposed at bibilh organism such as tissue or even intracellular
level. This thesis is focused mainly on tigentification and characterization of aquaporin
potentially involved in reproduction fno the male reproductive organsAnabidopsis thaliana

We first identified the three Arabidopsis pollen grains specific aquap@dhi?5;1 AtTIP1,3 and
AtNIP4;1. Based on functional experiments usienopus laevisocytes as a heterologous system,
we could determine thaAtTIP5;1 AtTIP1;3 and AtNIP4;1 are water carriers. AtTIP5;1 and
AtTIP1;3 are also carriers of urea and oftyIP5;1 is regulated by external pH.

Subcellular localization studies showed th&TIP5;1 is expressed in pollen’s mitochondria.
Furthermore, AtTIP1;3 is located in intracellular struces not vesicular vacuolar-type, but not
participating in endocytosend exocytosis mechanisms.

Finally, in vitro physiological experiments suggested a AEP5;1 in pollen grain germination by
acting as negative regulat@ktTIP5;1, AtTIP1,3 and AtNIP4;1 is linked directly or indirectly with

the process of pollen tube elongation, especitlly more drastic effects for AtTIP1;3. For
physiological experiment® planta we found that onhAtNIP4;1 has affected fertility parameters
with a significant reduction in the number of seeds.

As part of this thesis, we have conducted aewvof available information of plant aquaporins,
evaluating the expression profiles of the same in various tissues. We discussed the nomenclature
used to classify this protein family and discussed the possibility of phylogenetic and functional
relationships between different subgps: PIPs, TIPs, NIPs and SIPs.

Together, the results obtained in this thesis, along different reports published in recent years has
allowed us to venture possible roles in relattonwater and urea transport activity of pollen’s
aquaporins ranging from cell migration, to damammtrol the and prevent apoptosis. It also
allowed us to generate a model on the mechaoisaction of aquaporins on the activity of urea
transporters in pollen. This model links specialli{f IP5;1 activity, andAtTIP1;3 with nitrogen
recycling in pollen.

Keywords: Aquaporins, pollen, pollen tube elongatiwater transport, urea transport, nitrogen

recycling, mitochondrial localization.
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Introduccion Tesis G. Soto

Introduccion

El polen en la reproduccion sexual

La reproduccién sexual es un proceso vital para ith ée las plantas con flor, ya que no sélo
asegura el mantenimiento de las especies, sincademas incrementa la diversidad genética y
confiere de esta forma el potencial de adaptardderentes ambientes. En todos los organismos

que se reproducen sexualmenterapque la reproduccién ocurrdeben encontrarse las gametas
masculinas con las femeninas. En el casamdglantas se distinguen dos fases en este proceso: la
polinizacién y la fecundacion. La polinizacién commte el paso del polen o gametofito masculino
desde el aparato reproductor masculino al aparato femenino de las plantas. Este proceso puede
efectuarse de tres maneras distintas: como ocurre en general en plantas con flores vistosas, algunos
insectos o aves ofician de agentes polinizaddesspién puede ser el viento el encargado de
realizar el transporte o de forma autopolinizante, si el polen de los estambres cae sobre los estigmas
de la misma planta. La fecundacién por su parfaise cuando el grano de polen se posa sobre la
superficie del estigma y concluye cuando el nucleo de una de las gametas presentes en el polen se
fusiona con el de la ovocélula femenina, mientragieleo de la otra gameta se fusiona con los dos
nacleos de la célula central. Como producto de esta doble fecundacion caracteristica de las plantas
con flor, se genera el cigoto (2n) y el endose(3n), respectivamente (Figura 1) (Boawdal,

2005 ay b).

La fecundacion en las plantas con flor es un mecanismo que requiere gran coordinacion entre los
diferentes tejidos involucrados para guiar hémsadvulos a las células esperméticas; el polen juega

un papel vital en la fertilidad de la planta a través de la generacion y traslado de las gametas
masculinas hasta el saco embrionario. Ademasudénportancia intrinseca en la reproduccién
sexual, el linaje celular simple y el desarrollo altamente orquestado del gametofito masculino
representa también un microcosmos de desarrollo celular éBaab 2009) (Figura 1).

El modelo de estudio elegido en esta tesisAbidopsis thaliana planta pequefia, sin valor
agrondémico, pero seleccionada como organismo lngakra los estudios de biologia molecular,
fisiologia y genética de plantas debido apdamantes ventajas operativas, enumeradas en

metodologia, que presenta para la investigacion basica.
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Hidratacién Germinacidn

Polinizacis
o |n|za0|n .. . ‘ O ( S

de polen

Ovario

Gametofito
femenino

Fecundacién

Célula
huevo

Micrépila

Figura 1: Esquema de la reproduccién una planta condfr.

En color borgofia se representan los procesinvolucrados en la polinizacion y fecundacion.

En color negro se detallan los tejidopertenecientes a los érganos sexuales.

Desarrollo del grano de polen (Microesporogénesis y Microgametogénesis)
En las plantas a diferencia de los animaledgshrrollo de los tejidos reprodivos comienza con

una diferenciacion eventual del tejido merisitico dando lugar a los 6rganos reproductivos que
contienen células esporogénicas diploides. ERigaira 2 se muestran de modo esquematico los
principales eventos que conforman el desarrollo del polen, basado en la ultraestructura de la
microesporogenesis dérabidopsis thaliana (ultraestructura de Owen y Makaroff, 1995,
esquematizado en McCormick, 2004). En la antesa células madre de la microespora se
encapsulan en calosa, aislandose de esta fdemas células esporofiticas. En este momento las
células madre entran concertadamente en meiosis para dar lugar a tétradas de microesporas

haploides, cada una encapsulada en una parediaka. Las microesporas se liberan de la tétrada

13



Introduccion Tesis G. Soto

por accién de la calasa, una enzima que se produektapete y digiere la calosa envolvente. Las
microesporas ya libres se alargan y el citoplsdopta una distribucién polar que desencadena
una mitosis asimétrica que da como productas eélula de mayor tamafio (célula vegetativa) y

otra mas pequefia (célula generativa). Juntas, ambas células, componen el polen bicelular. La célula
vegetativa no sufre mas divisiones y da lugdulad polinico. La célula generativa pequefia, que se
encuentra embebida dentro del citoplasmaladenayor, participa del segundo ciclo mitético,
simétrico en este caso, en el que se proddosncélulas espermaticas idénticas encargadas de la
doble fecundacion. EI momento en el que ocurre la segunda mitosis varia segun la planta, en las
Cruciferas y los pastos ocurre dentro de las as)tpeao lo mas frecuente es que suceda durante la
elongacién del tubo polinico (McCormick, 2004). Los pasos finales de la maduracién del polen
coinciden con la antesis y la dehiscencia de leeras finalizando con la liberacion de los granos

de polen deshidratados.

CELULA MADRE DEL POLEN

niicleo de
cel. vegetativa

l cels. espermdticas

“micles
vegetative

+ubo polinico { GERMINANDO

Figura 2: Esquema de microesporogenesis deabidopsis, tomado de McCormick, 2004.
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Polen y flujo de agua

El grano de polen ndiro tieneuna pared celular doble con una capa interna pectoceluldsica
(intina) y una externa (exina) compuesta por un polimero altamente resistente Illamado
esporopolenina. La estructura escudpttpica de la exina alberga en su interior lipidos y proteinas
fundamentales para las interacciones con las célelasstigma. La mayoria de los granos de polen
maduros son metabodlicamente quiescentes y se dranueieshidratados con un contenido de agua

que fluctba entre un 15 y 30 % (Heslop-Harrison, 1979). En estigmas humedos como los de la
familia de las Solanaceas, el agua fluye espeat@ente hacia el grano de polen que se ha posado
sobre su superficie. Este movimiento de agua se debe a la liberacion de un exudado por parte de los
estigmas humedos en las épocas reproductivas. En estigmas secos en cambio, como es el caso de
Arabidopsis thaliana el proceso de adhesiéon e hidratacion se establece como producto de un
didlogo entre el grano de polen y las célulaadyidares estigmaticas, especializadas en la recepcién

de los granos de polen. En este caso no stalibsecreciones liquidas o exudados, sino que
producen proteinas o ceras. Si el reconocimiento es de aceptacion (interacciones compatibles)
entonces se produce una interface rica en lipidos entre las dos estructuras celulares que promueve el
flujo de agua (Ellemaat. al, 1986).

El agua, los nutrientes y las moléail@equenason transportadas rapidamente desde el exudado

del estigma (en estigmas humedos) o desde laslgbs del estigma (en estigmas secos) hacia el
polen. El descubrimiento de acuaporinas expresawastigmas, propulsé un modelo que involucra

a las acuaporinas en el rapido y controlado tratspute agua desde el estigma al polen (ki

al., 2001). Independientemente del mecanismdn desconocido, hay que destacar que la
hidratacién del polen esta controlada en forma&apy temporal. Se han descripto casos en los

que la hidratacion inadecuada lleva a consecasmi®sastrosas como germinacion temprana o en
tejidos no reproductivos, que por supoeasb alcanzan la fecundacion (Lo#le al, 1998; Johnson

y McCormick, 2001). Esto sugiere fuertemente dmesntrada de agua al polen es un evento
regulado por el grano de polg no depende solamente de diferencias de osmolaridad.

En las plantas de estigmas secos, la regulacidla dédratacion del polen genetama barrera
eficiente y temprana para la incompatikalidya sea intraespecifica o interespecifica (Satke,

1988). En interacciones compatibles la secuencia de eventos que suceden comienza con la
hidratacién que transforma al grano de polen en una célula altamente polarizada. Los cambios
ocurren unos minutos después daitiratacion e incluyen: la formalei de estructuras filamentosas
alrededor del nudcleo, la polarizacién del citpedeto de actina (Tiwari y Polito, 1990), la

reorientacion del ndcleo vegetativo fdema tal que ingresa en el tubo polinico antes que las células
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espermaticas (Heslop-Harrison y Heslop-Harrisb®39), el ensamblado de mitocondrias y de
particulas de polisacaridos entigl (punta del tubo polinico) que es la zona donde se elongaré el
tubo (Mazinaet. al, 2002); también se produce la selecciomeenbrana plasmatica de polen para
la fusidntarget de vesiculas secretorias y deposiciércalesa en el sitio de emergencia del tubo
(Johnson y McCormick, 2001). Una vez que se establa polaridad interna del polen, relativa a
una sefal externa, el tubo polinico emerge del grano. En el caso de Arabidopsis, cuyo polen tiene
tres colpos o aperturas, el tubo germina por deeellas y queda en contacto con el estigma.
Seguidamente, el grano debe reorganizar splagma y citoesqueleto eaque se pueda llevar a
cabo la elongacion del tubo polinico (revisado en Ediindl, 2004). El tubo emergente invade y
penetra la pared celular de las células del mstiy crece hacia el estilo que, en el caso de
Arabidopsis es una masa solida de células. Luegoader a lo largo de los diferentes tejidos del
pistilo, el tubo polinico entra al saco embridod alli descarga sus dos células espermaticas dando

lugar a la doble fertilizacién tipica de Angiospermas.

Crecimiento del tubo polinico
El proceso de elongacion debtupolinico es rapidg altamente polarizado. Tradicionalmente se
asocia al crecimiento limitado a la zona apical otgelPartonet al, 2001). Sin embargo los
ultimos trabajos proponen que eécimiento es en la zona subali(revisado en Zonia y Munnik,
2009). El tubo polinico posee un mecanismo derdenacion de la orientacion dependiente de
ciertas guias proporcionadas por los tejidos reptodiscfemeninos, crucial para la reproduccion
sexual de la plantas. Actualmente se han descrito detalladamente varios aspectos caracteristicos de
este crecimiento, sin embrago el creciente esfuerzo depositado en dilucidar los mecanismos
involucrados en este proceso llevaron tambiéoomstantes debates y controversias sobre los
modelos que describen la elongacion del tubo.
Para comprender el crecimiento del tubo en &oghabal existen varios asptos importantes a tener
en cuenta :
i- gradiente y flujo de iones
Se considera que los iones mas importantes fgarta la elongacién como para que los tubos
polinicos alcancen los 6vulos, son el calcio y los protones (Holdaway-Glarkk 2003;
Hepler et al, 2006). Los otros dos iones que también recibieron atenciéon son el cloro y el
potasio (Holdaway-Clarket al, 2003; Campanoni y Blatt, 2007). La entrada de todos los
iones al tubo polinico en crecimiento ocurrel&megion apical. Dicha entrada es oscilante en
todos los casos y genera un gradiente intracedeladn a lo largo del tubo polinico. La entrada

de calcio por eltip (punta del tubo polinico) geneman gradiente intracelular con alta
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concentracion de Gaen la zona apical (de hasta 10 pM) y un decrecimiento de dicha
concentracion hacia la base del tubo (de alrededor de 200 nM) (8&hahdg005; Cheung y

Wu, 2007). La entrada de protones también oanrel 4pice del tubo polinico. Sin embargo, a
diferencia de lo observado para los ionesaleio, los protones muestran un flujo de salida
marcada en los laterales del tubo en la zafmapical generando unayi@ donde el pH puede

ser de alrededor de 1 unidad mayor que eexekemo apical (banda alcalina) (Fegb al,

2001).

Tanto los gradientes de iones intracelulares como los flujos extracelulares, con excepcion del
eflujo extracelular de Clpresentan oscilaciones similares a la del crecimiento del tubo pero
fuera de fase (Messest al, 2000; Feijéet al, 2001; revisado en Holdaway-Clarke y Hepler
2003) (Figura 3).

ii- trafico vescular

El apaato de Golgi praluce vesiculas que contienen precursores de la pared celular, y
siguiendo el flujo de corriente citoplasmatica, estas vesiculas viajan por el tubo hasta alcanzar el
apice donde se fusionan con la membrana plasmatica y secretan sus contenidos a la pared
celular (Lisboaet al, 2003). Otra caracteristica sobresaliente y esencial para el proceso de
crecimiento del tubo es el movimiento de las pedas. Las organelas sesplazan a lo largo de

los filamentos de actina por interacciones dinamicas con proteinas motoras. Este
desplazamiento permite la distribucion adecuada de las distintas organelas y la acumulacion de
vesiculas secretoras en el apice del tubo posibilitando el crecimiento del mismo (Cai y Cresti,
2008).

iii- presion hidrostatica (o flujo hidrodinamico)

Recientes experimentos de estudios de redgirae wlumen llevados a cabo con microscopia

de fuerza atdmica, permitieron postular la prediidrostatica generada en el tubo germinado
como explicacion del cambio entre el crecinenstocastico que presenta el tubo hasta que
alcanza un determinado largo y el crecimiento oscilatorio siguiente (Zonia y Munnik, 2009).

iv- sefializacion

La sefalizacion méada por fosfolipidos e inositdbsfato participa en numerosos procesos
involucrados en la elongacion del tubo incluyena regulacion del citoesqueleto, el trafico
vesicular y la homeostasis de’C@Mlonteiroet al, 2005 a y b; Malhet al, 2006;Krichevsky

et al, 2007). La sefializacion que involucra Ieeceptores quinasas asociado a membrana y
activacion de cascadas de sefializacion (Muschégttal, 1998; Wengieret al, 2003).

Finalmente, la sefializacién mediada por pequefias proteinas G involucradas en la regulacién del

17



Introduccion Tesis G. Soto

tréfico de vesiculas y regulacion de los microfilamentos de actina ambos procesos

fundamentales en la elongacidrichevskyet al, 2007)

D C B A
_é
[Ca2t]
&= Microtubulos {it gF Aparato de Golgi

&% Reticulo Endoplasmatico  °¢  Vesiculas secretorias

¢ Microfilamentos de actina ~ #,@ Mitocondrias

Figura 3: Esquema de Tubo Polinico en crecimientd, zona clara apicaB, zona
subapicalC, zona nuclea, zona vacuolarg, célula generativda, franja de
actina;ncy, nucleo de la célula vegetativg; vacuola. Tomado de Tesis doctoral de D. Wengier

Todos estos factores mencionados actlan erafgourdinada permitiendo la elongacion del tubo

polinico. Como operan en forma i, la perturbacion de cualquigla sus componentes altera el

funcionamiento general y deriva en una impaeareduccion en la fertilidad y/o aberracién
fenotipica (Reret al, 2007; Malhoet al, 2006; Cheunget al, 2004; Myerset al, 2009). Para
analizar la esterilidad o fertilidad de unamh se utilizan parametros de mediciones tantavo

comoin vitro. Como ejemplos de ensayimsvivo encontramos la segregacion de un determinado

alelo y el numero de descendientes. Como estimatiovitso se destacan la capacidad de germinar

y el largo alcanzado por el tubo polinico en roedie crecimiento, las tinciones y observacion de

fenotipo. En los trabajos reportados por Johnson-Brousseau y McCormick, 2004; Boavida y

McCormick, 2007; Boavida y colaboradores 2009, escdben distintas estrategias experimentales
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para evaluar funcionalmente [gertilidad del gametofito masculino en Arabidopsis. Estos

experimentos fueron tomados de modelo para caracterizar las plantas mutantes en esta tesis.

El entendimiento del desarrollodel polen con los recursos actuales

En la ultima década, se alcanzaron progresos fisigivos en cuanto al entendimiento del
desarrollo del gametofito masculino a nivel ewllar. Estos logros fueron posibles por el
impetuoso avance techologico de la genétjcagendmica. El ejemplo mas destacado fue
posiblemente “The Arabidopsis Genome Initiativ2000”; este desarrollo proveyd cuantiosa
informacidn no solo por la secuenciacién del gengmadidopsis thalianan forma completa, sino
también por la base de datos publica asociada de mutantes de insercion ¢Alans2003). Al

mismo tiempo, el apogeo de las estrategiag@®tica reversa y directa con las mutantes de
Arabidopsis tuvo un impacto positivo en el conocimiede la funcionalidad e interaccién de los
genes y particularmente posibilitd la identificacim varios mutantes gametofiticos (revisados en
Borget al, 2009).

Otro hito de alta envergadura sobre dicho avawxel conjunto de datos adquiridos a partir de
ensayos de transcriptomas comphers de Arabidopsis (Zimmermarat al, 2004). Los primeros
datos adquiridos sobre el transcriptoma de potdizando microarreglos queontienen el 80% de

los genes de Arabidopsis (Affymetrix 23K Arabidopsis ATattay) se obtuvieron entre los afios
2004 y 2005 (Pinaet al, 2005). Entre estos se destacan los microarreglos comparativos de cuatro
estadios de desarrollo del polen: microesporas uninucleadas, polen binucleado, polen trinucleado y
polen maduro (Honys y Twell, 2004; Boek al, 2006). Recientemente aportaron nueva y valiosa
informacién los microarreglos que companaoslen maduro con polen germinado (Waatgal,

2008) asi como el transcriptoma de células espermaticas aisladas @aigeX08).

Actualmente se dispone de herramientas que favoremablemente el trabajo bioinformético. No
solo permiten las comparaciones de muckess de datos, sino que ademas permiten una
visualizacién de la informacién en forma muy simple y gréfica. Utilizando estas herramientas y con
la cuantiosa informacién publica sobre tejidesporofiticos, se estudié la superposicion de
transcriptomas gametofito masculino-tejidospagsfiticos. El porcentajeestimado de genes
especificos de polen resultd ser de un 5% del detdos genes expresados en Arabidopsis (Twell,
2006). Este porcentaje de genes especificopalen varia dependiendo de los criterios e
informacién utilizada para su estimacion, sinbango es en todos los casos estimados mayor que
para los tejidos esporofiticos analizados (I2@)5). El alto nimero de genes especificos que se

encuentra en el polen, refleja la especificidancional del gametofito masculino. Consistente con
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esto, los genes especificos de polen se caracterizan por presentar también valores de expresion
elevados.

Como se mencion6 antes el desarrollo del palendivide usualmente en dos fases, una fase
temprana que comprende la microspora y el polen bicelular, y una fase tardia que incluye al polen
tricelular y maduro. Estas fases tambien se difé@mandaramente en sus perfiles transcripcionales.

En la primera fase de la gamgénesis se expresan casi el doblgatees que en la segunda (Honys

y Twell, 2004). La reduccion de la complejidad yambio a la fase tardia estd acompafiado por un
incremento en los genes involucrados en etabwismo de la paredelular, citoesqueleto y
sefalizacién celular, importantes para la meduwtel polen, germinacion y elongacion del tubo
polinico (Twell, 2006; Borget al, 2009). Es por esto que suefirmarse que el desarrollo del

grano de polen esta caracterizado por una represion génica a gran escala asociada. Dicha represién
se vincula directamente con una activacion seledévauevos grupos de gengue seguramente ,

se encuentran involucrados en los pasos firddemaduracion y en interacciones con los tejidos
femeninos del pistilo durantes eventos de polinizacién.

Lo arriba expuesto nos lleva a sefialar que genes cuya expresiéon en polen maduro (MPG) sea alta y
ademas especifica, adquieren importancia relevante para ekedio de los eventos posteriores a

la maduracién del grano de polen. Las interacciones célula-célula que el grano de polen establece en
su corta vida son limitadas y definidas, una gramtaja cuando se lo compara con otros tejidos de

la misma planta. Asi el polen durante su desarnolyactia con el tapete (tejido esporofitico) y en

la fecundacion con tejidos del 6rgano reproducfermenino (pistilo y 6vulo). Un entendimiento

sobre la regulacion de la hidratacion del granpalen, como control de la fecundacion, requiere

un estudio molecular, genético y funcional de lamponentes de la superfcdel grano de polen 'y

del estigma.

Acuaporinas

El movimiento del agua a través de las mendsarelulares generd dutarmucho tiempo grandes
controversias (Boyeet al, 1985). Desde los afios '50 existevidencias experimentales que
sugieren la existencia de poros transportaddeeagua (Paganelli y Solomon, 1957). Sin embargo
el concepto de canal de agua capaz dmvgar un mecanismo molecular que explique la
permeabilidad al agua extremadamente altacidetas membranas, nee populariz6 hasta el
descubrimiento de la primera acuaporina (Agre, 1994. Lectura de Premio Nobel).

En 1992, un grupo de investigadores dirigido Peter Agre identific y caracterizd una proteina

capaz de transportar agua en los glébulgsraCHIP28 (ahora renombrada AQP1) (Prestbal,
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1992). Este descubrimiento resulté un punto de inflexién para losastigltransporte de agua en

la fisiologia. Las investigaciones obtenidas lea afios siguientes desafiaron a los fisiologos
vegetales con la deteccién de varias proteinas que se nombraron como homdlogas a AQP1,
cambiando definitivamente el concepto del papelademembranas en el flujo de agua de las
plantas. La primera acuaporina de plantas clonada y caracterizada funcionalmesftd>fahora

ALTIP1;1) (Maurelet al.,1993).

Las acuaporinas, al facilitar el flujo activo dgua, proporcionan una base molecular solida para la
regulacion del transporte de agua a través de las membranas y de esta forma establecen conexiones
fascinantes entre dicho transporte, el desaradidas plantas y sus respuestas adaptativas a las

condiciones ambientales.

Estructura

Las acuaporinas son proteinas altamente hidreddhion un peso molecular que oscila entre los 23
y 31 kDa. Todos los miembros de esta familiespntan seis pasos transmembrana, conectados por
cincoloops (identificados comdoop A hasta E). Los extremos N- y C- terminal y logpsB y D
presentan localizacién citoplasmatica, mientras quimtgsA, C y E se encuentran en el apoplasto
en el caso de acuaporinas de membrana plasmatica o en el interior de la organela o estructura
citoplasmatica cuando las acuaporinas entiéreson de endomembranas (Figura 4). loopsB
(citosolico) y E (extracitos6l@ contienen un motivo aminoacidico distintivo y altamente
conservado en la familia de las acuaporinas: K#-Pro-Ala), que se embeben en la membrana
y daran origen al primer filtro de selectivida@tra caracteristica estructural definitoria de las
acuaporinas es que se dividen en dos mitadessimilares orientadas en direccion opuesta en la
membrana. El origen de esta simetria potlelaer surgido de una duplicacion interna de un gen

ancestral anterior a la diversificacion de la familia (Ragtel, 1993; Zardoya y Villalba, 2001).
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Figura 4: Representacion esquematica de la estructura de una acuaporina tipo. Los rectangulos representan los 6
pasos transmembrana conectados por losl&ops(A-E). Los motivos conservados NPA se muestran como 6valos
lilas y se marcan sitios representativos de regulacion: elgieluo histidina propuesto como sensor de pH en PIPs y

posibles sitios de fosfordcion (circulos colorados).

La acuaporinas se pueden dividir en dos grandegsogrfuncionales: las acuaporinas especificas de
agua u ortodoxas; y las gliceroporinas o acoagporinas, que son capaces de transportar solutos
(Agre et al, 2002). De ambos grupos se dispone darguetipo con estructura conocida a nivel
atomico obtenida por cristalografia de rayosoyaporinal (AQP1) de mamiferos perteneciente a
las acuaporinas ortodoxas y la gliceroporina GlpfEsieherichia coli(Fu et al, 2000; Suiet al,

2001). Las estructuras develaron que tanto elaphdgnto como la topologia de ambas proteinas
son marcadamente similares; esta observaciolorg@roo con las estructuras atomicas obtenidas
posteriormente para otras acuaporinas (Fujiyahial., 2002; Hedfalk et. al., 2006). Las
estructuras cristalograficas, junto con la informacion provista por los datos de dinamica molecular,
han permitido especular acerca del funcionamignta selectividad de los canales de agua. Se
propusieron dos caracteristicasstructurales conservadas que actuarian como filtros de
especificidad/selectividad. Una constriccién central formada por los dos motivos conservados NPA
(Figura 5) y una segunda barrera, mas angosta,demenstriccion aromatiarginina (ar/R). La
constricciéon central se forma cuando lloe®ps que contienen ambos dominios NPA quedan
embebidos por ambos lados @demembrana hasta quedar megrcanos, formando el llamado
séptimo dominio transmembrana (Figura Hste, en conjunto con los otros dominios
transmembrana, contribuye a la formacion peto propiamente dicho. La segunda barrera se
encuentra definida en AQP1 por cuatro residuos: Phe-56, His-180, Cys-189 y Arg-195 (H2, H5,
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LE1 y LE2 respectivamente) (Fet al, 2000; Sukt al, 2001; Thomast al, 2002). La barrera ar/R
se relaciona generalmente con la seleciidel poro y se detallard mas adelante.

H2N

HOOC

Figura 5: Esquema en 3-D de la orientacion de una AQP modelo en la membrana. El
mondmero se pliega de tal modo que los matis NPA se embeben en la membrana y junto
con los 6 pasos transmembrana conforman el poro.

Las moléculas de agua (circulos celestes) se ordenan en fila dentro del poro.

Las acuaporinas se ensamblan como tetrandenode cada uno de los monémeros funciona como
poro independiente. Este arregfue observado por primera vez en plantas a través de la
microscopia crio-electrénica de cristales bidimensionalesT® de arvejaRvTIP3;1) (Danielset

al., 1999) yScPIP2;1 de espinaca (Fotiadisal, 2001; Kukulskiet al, 2005). Recientemente fue
observado por cristalografias de rayos X obtenidas a partir de cristales tridimensioSaltf A
(Figura 6) (Tornroth-Horsefielét al, 2006). Las unidades tetraméricas pueden formarse como
homotetrameros o heterotetrameros. Para los casos de AQP1 y GIpF la unidad funcional es un
homotetramero (Verkman y Mitra, 2000). P&l contrario, en plantas, hay evidencias
experimentales que sugieren la existencda heterotetramerizacion de acuaporinas. En
experimentos deross-linking se han detectado heterooligdbmeros de dos TIPs de lenteja como
estructuras basicas de membrana (Harvendgdl., 2000) y también se hdemostrado que las
isoformas PIP1 y PIP2 de maiz pueden interadisiamente, y de esta manera aumentar en forma

sinérgica el transporte de agua (Fetteal.,2004).
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Figura 6: Estructura molecular de SoPIP2;1. Se muestra el rearreglo
conservado de las acuaporinas como tetrameros.
Tomado de Tornroth-Horsefield et al, 2006

Clasificacion

A diferencia @ lo observado en mamiferossilgenomas de plantas muestran un gran nimero de
acuaporinas. En los genomasAtabidopsis thaliana, Oryza sativaZea may$an sido detectados

35, 33 y 3doci, respectivamente, que codifican para acuaporinas; mientras que solo 13 acuaporinas
han sido identificadas en mamiferos.

Las acuaporinas vegetales se conagano MIPs proteinas intrinsecas de membraryahan sido
clasificadas, en cuatro subfamilias: PIPsofeinas intrinsecas de membrana plasmatican 13
miembros, TIPs froteinas intrinsecas de tonoplastocon 10 miembros, NIPspioteinas
intrinsecas similares a NodR6&on 9 miembros y SIPs, un pequefio grupo de proteinas pequefas y
bésicas con solo 3 miembros (Figura 7). Esta clasificacién, que es la aceptada, fue realizada en base
al andlisis de identidad de secuencia yldaalizacién celular de los primeros miembros
caracterizados de cada grupo que diendgen a la nomenclatura (Johanssoml, 2001; Quigley

et al, 2001; Sakuraket al, 2005). Incluso, en algunos trabajos se han establecido relaciones
evolutivas a partir de la “homologia de secuencias” @ah, 1991, Reizeet al, 1993, Frogeet

al., 1998). Sin embargo, como explicara Zardoyases publicaciones, los criterios utilizados no

son validos para establecer itaes filogenéticas (Zardoya y Villalba, 2001); por dicha razén
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estas relaciones no deben considerarse correctas o por lo menos deben ser tomadas como
controversiales. Tanto la clasificacion comonlamenclatura seran analizadas en detalle en los
resultados y discusion de esta tesis.

Cabe mencionar que si bien gdentidad de secuencia se propone una localizacion determinada
para las MIPs, es menester realizar ensayos de laboratorio para confirmarlo, como por ejemplo
inmunolocalizaciones o fusiones a GFP. De Ismai forma, para asegurar la actividad de un
miembro de la familia es reqits evaluar empiricamente su capacidad como transportador ya sea

de agua o solutos. En el caso de medicion tieidad, el ensayo mas utilizado es la expresion de la
acuaporina en estudio en ovocitos Xenopus laevignidiendo el cambio de volumen; estos

experimentos se explican en detaliela seccidon de materiales y métodos.

Subfamilia PIP

La subfamilia P recibe su nombre debido a p@esunta localizacion de sus miembros en la
membrana plasmatica de las células vegetales. Hasta el momento la subfamilia mas estudiada. La
literatura separa a esta subfamilia en dos subclases, llamawésneente isoformas PIP2 y PIP1.
Tradicionalmente se asoci6 a PIP2 con valdeegpermeabilidad altos cuando son sobreexpresados

en las membranas de oWtos de Xenopus (Danie#d al, 1994; Maureét al, 2008); por otro, lado

los miembros de PIP1 eran consideradossprariadores pobres o nulos en las mismas condiciones
experimentales. Sin embargo, estas consideraciones cambiaron sustancialmente con los hallazgos
recientes del grupo del Dr. Chaumont que demastrgue la isoforma PIP1 de maiz se localiza
principalmente en el reticulo endoplasmiccse relocaliza a membrargasmatica cuando se
coexpresan las isoformas PIP1 y PIP2 (Zelaehyal, 2007). Estos trabajos cuestionan las
observaciones previas en donde se reportabgbajeeabilidad de los ovocitos expresando PIP1 y

se atribuia la baja permeabilidad al aguas caracteristicas del canal y no a su localizacion (Fetter

et al, 2004; Temmeet al, 2005).
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Figura 7: Arbol construido utilizando el programa Clusta-X/TreeView programs. Muestra la relacion establecida
para las 35 putativas acuaporinas de Arabidopsis. Se incluyeron conooitgroups HSAQP1 (AQP1 humana) yE.
coli GLP-F (facilitador de glicerol). El largo de cada ramaes proporcional a la divergencia de secuencia de esa

proteina con respecto a los otros miembros de la familia. Lescala de distancia representa la distancia evolutiva,
expresada como numero de sustituciones por aa. Tomado de Quigley,dt.al, 2002.

Subfamilia TIP

En la subfamilia TIP se han identificado cinco subclases de proteinas, TIP1-TIP5 (@uigley
2001). Las distintas isoformas fueron relaci@sadon localizacion en distintos subtipos de
vacuolas. Por ejemplo, se determiné que laasipn de TIP1 se corresponde con vacuolas liticas
mientras que la expresion de TIP2 est4 asodadasacuolas vegetativas que almacenan proteinas
y la subclase TIP3 suele estar asogiad vacuolas autofagicas (Moriyasti al, 2003). Una
caracteristica sobresaliente dddaalizacién de estas proteinas es que las TIP3 junto con las TIP2

se encuentran por lo general en vacuolas que almacenan proteinas de semikaslJa0R9). Es
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posible que esta distribucion de las proteinas €lPgacuolas diferentes indique una participacion
activa de estas acuaporinas en la especializaciolosdsubtipos vacuolares. Por su parte, la

localizacién de los subtipos TIP4 y TIP5 aln no se ha determinado.

Subfamilia NIP

El primer miembro de la subfamilia NIP identificado fue NOD26 (Weateal., 1994), una

proteina expresada en la membrana peribactembédials nddulos de raices de soja. La localizacion
subcelular de las proteinas homologas que se han detectado sigue aun siendo incierta. Los analisis
de secuencia hechos sobre el genoma de Arabidop#san que los miembros de la familia NIP

tienen mayor identidad de secuencia con el transportador de glic&okcdg-GlpF-, que con las

TIPs o PIPs (Quiglegt al.,2001).

Subfamilia SIP

El dltimo grupo corresponde a la familia SIP. Este grupo de proteinas es el mas diverso. Las SIPs
presentan el N-terminal mas cortolddamilia y sustituciones en kelop B, siendo NPT o NPL las
secuencias encontradas en lugar del caracterisiitvo NPA presente etodas las acuaporinas.

Los trabajos de expresion heterdloga en levaslunuestran que SIP1;1 y SIP1;2 pero no SIP2;1
son transportadores de agua y que los tres maamde esta subfamilia se localizan en reticulo
endoplasmico (Ishikawet al, 2005; Maeshimat. al, 2008).

Selectividad del poro

Las acuaporinas fueron identificadas originalmentaa@roteinas eficientes en el transporte de
agua. También comparten la particularidad de ser estrictamente restrictivas para los iones y
totalmente impermeable a los protones. Sin embargo, varios miembros de esta gran familia pueden
transportar pequefnas moléculas sin cargéugar de o ademas de agua.

La resolucion a nivel atbmico que mostré la manera que las acuaporinas transportan agua y/o
solutos, derivd de los estudios estructuraledogdearquetipos mencionados previamente, AQP1
(acuaporina ortodoxa) y GIpF (acuagliceroporina). Inicialmente se asumid, como uno de los
principales factores determinantes de la selielaill de las acuaporinas, la exclusién de las
moléculas por su tamafio y en acuerdo con estdesgificaron los dos filtros de selectividad
mencionados anteriormente. Como se ha indidadmimera constriccion se forma por las regiones
NPA. Las simulaciones de dinamica molecular mostraron que las moléculas de agua forman una fila
dentro del poro acuoso y se reorientan al interactuar con el residuo Asn del motivo NPA (Figura 4 y

5) (Tajkhorshidet al,, 2002). Este mecanismo sumado a un fuerte campo electrostatico, proveen las
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bases requeridas para la exclusion de protones (de &raht 2003). La segunda constriccion,
aromético/arginina (ar/R), se localiza en Baca extracitoplasmatica del poro. El rearreglo
estructural funciona como filtro de selectividad, debido a efectos estéricos ya que el residuo R actia
como sitio de repulsion electroestética para los protones (Fujigosthi, 2002). Las estructuras
también mostraron que la especificidad en el pars de solutos esta determinada por las redes de
enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobicae éws solutos y los residuos expuestos en el

poro.

El trabajo de Wallace y Roberts de 2004 incluym@garametros involucrados en la selectividad

del poro, al diametro, la polaridad y a una conjaimde ambos. En dichaatrajo, se modelan todas

las acuaporinas de plantas por homologia esnelstructuras conocidas. Las 35 acuaporinas de
Arabidopsis exhiben un plegamiento similgrero pueden clasificarse segun los criterios
establecidos en Wallace y Roberts en 8 subgrdppendiendo de la configuracién del poro en la
constriccion Ar/R. Las caracteristicas que se destacan son: i) todas las PIPs exhiben un poro angosto
tipico de acuaporinas con alta permeabilidad y setegtira agua; i) los poros de TIPs y NIPs no

estdn tan conservados; iii) las acuaporinas tyaasportan solutos se caracterizan por una
constriccion mas ancha y mas polar que las orglax) la configuracién del poro de SIPs es poco
comun. Esta teoria de selectividad del pomsaoa en las particulagides estructurales de los
transportadores, ofrece la base molecular papdicar los perfiles de selectividad que se han
encontrado para las acuaporinas estudiadas funcionalmente hasta el momento; sin embargo, es
menester aclarar que la relevancia fisiologica de la mayor parte de estas actividades es un tema aun
no resuelto.

Para las cuatro subfamilias de acuaporinas detgd se encontr6 por lo menos un miembro con
actividad de transporte de agua cuando se lay@msasistemas heterdlogos (revisado en Maurel,
2007). Sin embargo, cada vez se torna mas clacorelepto que las acuaporinas no son estrictas
transportadoras de agua. En plantas particulaemsntonoce un amplio espectro de sustratos que
pueden ser transportados, entre ellos: boromanib, glicerol, urea, peroxido de hidrégeno y
dioxido de carbono (revisado en Tyernetnal, 2002). Sin embargo, lagd de que la principal

funcién de alguna acuaporina no sea el transporte de agua, sino el transporte de algin pequefio
soluto, recién encontré evidencifagrtes con la identificacion de sustratos de relevancia fisioldgica

en la planta. Podemos citar como ejemplos: el transporte deyNED, relativo al rol de las
acuaporinas en la fijacion de nitrégeno y carbono (Logual.2003; Uehleinet al., 2003), el
transporte de D, por AtTIP1;1 y AtTIP1;2 y su relacién con las sefiales y respuesta a estrés
(Bienertet al.,2007) y el transporte de boro AINIP5;1 yAtNIP6;1 involucrado en la elongacion

de laraiz (Takanet al.,2006).
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Regulacion

La regulacién de la actividad de las acuaporinaggoeurrir a través de diversos mecanismos:

» Regulacién transcripcional y cambios de expresion.

Las acuaporinas, como cualquier otro gen puedgularse a nivel transcripcional. De esta forma,
hay acuaporinas que se expresan constitutivameotey se inducen o inhiben su expresion ante
un estimulo determinado. Estmecanismo de regulacion hsido muy explorado con el
advenimiento de los microarreglos. Particulamteeen el caso de Arabidopsis, se conocen los
momentos especificos del desarrollo y estimulosdggsencadenan la expresidn e inhibicion de los

miembros de dicha familiaw{vw.geneinvestigator.coyn Para otras plantas con genomas no

secuenciados, se dispone de herramientas desarsotdlantemente para analizar la expresion de
toda la familia de acuaporinas. Por ejempldyitaidacion de ADNc con arreglos especificos para
acuaporinas mostraron la inhibicién coordinatia genes de acuaporinas en respuesta a estrés
hidrico o por nutrientes que sufre una planta (Alexandemstsah, 2005; Hachezt al., 2006). El

aporte de los estudios fisioldgicos de las acuapsrfue muy importante al probar que la sequia,

las bajas temperaturas, la salinidad de los sualtigz, patégenos o los nutrientes pueden modificar

el transporte de agua planta (Steudleet al., 2001; Tyermaret al, 2002; Hacheet al, 2006).

Para intentar explicar como los canales de gmemlen estar involucrados en la respuesta de las
plantas a distintas condiciones ambientalesgladencias fisiol6gicas han sido complementadas

con estudios de niveles de transcripcion de ggoe codifican para acuaporinas. Hormonas como
ABA o giberelinas y determinados factores ambientales parecen ser los responsables de las
modificaciones en los niveles de tramgcion génica de algunas acuaporinas (Maetrel., 2002).

* Reubicacion por relocalizacifergeting o trafficking

Tanto en plantas como en animales, la dinard&da localizacion subcelular de las acuaporinas,
representa un aspecto clave en su regulacion ydiungi trafico de acuaporinas ha sido descripto
ampliamente en células animales. Algunas acuageide mamiferos, son llevadas desde vesiculas
intracelulares hasta la membrana plasmatica y viceversa en funcion de niveles hormonales o
estimulo de segundos mensajeros (Beitzl, 2006; Nodagt al, 2005; Tietzet al, 2006). Por
ejemplo en las células renales el control deltajtiso de la homeostasis esta regulado por AQP3 y
AQP4 expresadas en forma constitutiva en la membrana plasmatica basolateral y AQP2, cuya
localizacibn a membrana plasmatica se encuentra regulada por AVP (arginina-vasopresina)
mediante la activacion de la redistribucion de de las vesiculas intracelulares a la membrana
plasmética; los mecanismos awés de los cuales ocurre son complejos e involucran varias
proteinas (Nedvetskgt al, 2009). Otro caso destacado ocurre en hepatocitos donde en condiciones

normales AQP8 localiza en vesiculas intracelulares (Calaméh 2001) y en mitocondrias (Ferri
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et al, 2003); sin embargo cuando se estimula con la hormona glucagén o el segundo mensajero
AMPc, la AQPS8 intracelular se redistribuye a la membrana plasmatica; esta traslocacion esta
mediada por la activacion de PI3ghpsphoinositide 3-kinay€Gradiloneet al, 2005). En plantas,
tambien se encontraron acuaporinas reguladaseptm mecanismo siendo los ejemplos mas
concretos la redistribucion ddcTIP1;2 Mc = Mesembryanthemum crystallinyira endosomas

bajo estres osmético(Vera-Estredibal, 2004); vy, la localizacion démPIP1;2 yZnmPIP2;5 (ambas
fusionadas a GFP) en membranas plasmaticas e intracelulares (Chauatp2000).

* Regulacion directa de la actividad de transporte

La via directa de regulacion de acuaporinas se entiende como las modificaciones conformacionales
que promueven la apertura o cierre del poro llamdting Las modificaciones pueden ser por
eventos de fosforilacion/desfosforilacion, paccién de protones o por accién de cationes
divalentes.

La primera evidencia de activacion de una acuaporinas por fosforilacion se encontré en 1992 para
NOD26 de soja (Mia®t al, 1992). Se ha visto que tanto las fases propias del desarrollo de una
planta como factores ambientales pueden modular la fosforilaciéon de acuaporinas y se ha propuesto
que la fosforilacién esta directamente involucrada egaghg rapido y reversible de estos canales
(Johanssoret al. 2000). Los novedosos estudios de espewtda de masa asociados a otros
desarrollos de proteémica de membranas apoyaoneepto de patrones de modificaciones co y/o
postraduccionales de acuaporinas. Particularmemtel caso de la regulacion por fosforilacion,
estos estudios confirman que las acuaporinasi@®abrana plasmética deabidopsis pueden ser
fosforiladas en mudltiples sitios des extremos terminales (Nuhse al, 2004). Experimentos de
marcado e inmunodeteccién utilizando anticuerpoedfpos para la péjlos fosforilados de
acuaporinas, demuestran que los miembros de las subfamilias PIP, TIP y NIP son fosforilados en
plantas (Aroceet al., 2005; Johanssoet al., 1996; Santonet al., 2003). También se sostiene la
hipotesis de la regulacion dgating del poro por fosforilacion utitiando el sistema heterdlogo de
ovocitos para miembros de las tres subfamilias principales de las acuagiBS,;1 (Maurelet

al., 1995);GmNod26 (Guentheet al.2003) ySdPIP2;1 (Johansscet al.,2000).

La regulacién de acuaporinas por protones kia seportada para alguna de ellas cuando se
expresan en sistemas heterélogos (Yasail, 1999; Zeuthen y Klaerke, 1999; Nemeth-Cahalan y
Hall, 2000). Los analisis de funcidn realizados en torno a la estructura, demostraron que el residuo
histidina 193 totalmente conservado en las PIPs, presentéoep Bl cumpliria un papel central en

el monitoreo del pH y el posiblgating (Tournaire-Rouxet al., 2003). Mas detalladamente, la
estructura d&dPIP2;1 indicd que en estado cerrado, lgngina conservada cercana a la histidina

193, actta como compuerta hidrofébica obstrdgerl canal de agua del lado citoplasmatico
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(Tornroth-Horsefielcket al.,2006). La acuaporina puede permanecesu conformacion cerrada por

redes de interacciones ionicas y puentes de hidrogeno entre residlompd®ly del extremo N-
terminal. En esta red se encuentran involdmsados residuos acidos y una serina potencialmente
fosforilable. Los dos residuos acidos actian coriosséle union de cationes divalentes donde los
iones estabilizan la estructura en su conformacion cerrada. Contrario a esto, la fosforilacion de una
serina delloopB libera alloop D y permite la apertura del cands interesante resaltar que la
fosforilacion del extremo C-terminal también activajeertura del canal. Cabe destacar que si bien
existen evidencias mencionadas previamente,sggé&eren que este tipo de regulacién ocurre en
acuaporinas aun es un tema que presentlg@ratura fuertes controversias.

La regulacién de acuaporinas via?Cpuede establecerse de dos maneras diferentes aunque no
necesariamente excluyentes: i) ef Gactia en forma directa sobre el canal o, i) él @mdifica la
actividad del canal en forma indirecta modulandasoproteinas (quinasas y/o fosfatasas) que a su
vez afectan directamente la actividad de las mirgas. Hay evidencias experimentales a favor de
ambas posiciones (Johnson y Chrispeels, 1992; Johagtsalri996; Gerbeaat al, 2002).
Recientemente, utilizando técnicas protedmicas,reveld la metilacion de residuos lisina vy
glutamina en el extremo citoso6lico N-terminal de AtPIP2;1 (Sardbril., 2006). Sin embargo

hasta la fecha no se ha relacionado esta modificacién postraduccionagatingadel canal.

Todos estos datos obtenidos de la literatleemuestran que cada acuaporina de planta puede
presentarse como una variedad de formas modificadas que posiblemente reflejan los intrincados

mecanismos de regulacién en su expresion y actividad.
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Como hipoétesis de trabajo en esta tesis planteamos que las proteinas del tipo acuaporinas
expresadas especificamente en polen de dogkis estan involucradas en los procesos

relacionados con la fertilidad masculina

Objetivos

Como se ha expuesto, en los ultimos afoglexdcubrimiento de las acuaporinas desafié los
conceptos acerca del papel de las membranas #ojelde agua en las plantas. Esto abarca
procesos de especial interés para los estudizsilgidos a la reproduccion de las plantas entre los
que se destacan principalmente la deshidrataci@aeanzar la madurez del grano de polen y la
posterior hidratacion que permite la germinacién y elongacion del tubo polinico.

El propésito de esta tesis doctoral es lograr integrar y aportar mas conocimientos acerca de las
acuaporinas y las funciones que lleva adelanigoln durante los procesos relacionados con la
fecundacion. De esta forma se plantea cobjetivo principal comprender el papel que juegan las
proteinas del tipo acuaporinas en el desarrollo @elade polen y en los procesos involucrados en

la fecundacion dérabidopsis thaliana

Esta propuesta de trabajo, incluyé las siguientes estrategias a fin de lograr una caracterizacion

holistica:

¢ Identificar los genes que codifican para pioas del tipo acuaporinas especificos de polen
maduro deéArabidopsis thalianaque podrian estar involucradas en la fertilidad del polen.

e Caracterizar en forma funcional y molecular, en ovocito¥etepus laevida actividad de
transporte de agua y solutos no cargadeslas acuaporinas especificas de polen de
Arabidopsis.

e Estudiar la localizacién subcelular de estagginas en plantas trsgénicas de Arabidopsis
transformadas con sus genes codificantes fusionados &lfgen

e Obtener plantas de Arabidopsis homocigotas mutantes de insercion para los genes
codificantes para acuaporinas especificas de p&letadiar su papel fisiolégico. Analizar

especificamente el fenotipo asociado a la pEairion y reproduccién en plantas mutantes.
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Metodologia

Andlisis Filogenético

La busqueda de secuencias proteicas fue aeizcon el programa BLASTP. El analisis
filogenético fue desarrollado utilizando el progeaEGA 3.0. El alineamiento de secuencias
proteicas se realiz6 utilizando el programa ClMgtamientras que la construccion de arboles
filogenéticos fue realizada con distintos toubs: neighbour-joining, minimum evolution,

maximum parsimony y UPGMA (Kumat al,, 2005).

Eleccién deArabidopsis thalianacomo sistema de estudio
Las plantas de Arabidopsis presentan varias ventajas comparativas con cualquier otra planta que se

quiera utilizar como modelo:

e Genoma pequefio, distribuido en s6lo 5 cromosomas. Su genoma se encuentra
completamente secuenciado desde diciembre de 2000 (Arabidopsis Genome Initiative,
2000) (125 Mb total, alrededor de 25.000ag rel 70% tiene ya una funcién asignada).

e Ciclo de vida corto: alrededor de 9 semamssnuestras condiciones de crecimiento, entre

la germinacion y la aparicién de semillas maduras.

e Facil produccion de semillas y facil cultivo en condiciones de laboratorio. No requiere

mucho espacio.
e Transformacion eficiente colgrobacterium tumefaciens
e Genoma saturado de lineas mutantes disponibles.

¢ Numerosa informacién disponible proveniende microarragelos. Ademas aporta la

posibilidad de realizar microarreglos propios.

Como desventaja se consider6 que su tanpauefio, es un limitante para estudiar en forma
bioguimica sus tejidos, especificamente el t@badn polen representa un desafio. Si bien
Arabidopsis no ofrecer un interés peculiar cqmtenta de cultivo sus genes han sido encontrados

en casi todas las especies de valfronémico, facilitando la transferencia de ingenieria vegetal.

Material vegetal
Para todos los experimentos se utilizaron plantasrdeidopsis thalianacotipo Columbia 0. Las
semillas se sembraron en placas conteniendo-aage 0.8%. Para impedir completamente la

entrada de luz, las placas se envolvieron en |lpamalico. Para garantizar la germinacion
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sincronizada se conservaron a 4 °C durante 3-5 ldi@go se quitd el papel metalico de las placas

y se las expuso a condiciones normales de luz y temperatura, 150 umol/$ag2® 1C, en luz
continua. Una vez germinadas las semillas, agsplantaron las plantulas a macetas con sustrato
inerte (partes iguales de perlita, vermiculita sb#) y se las crecié etémaras de cultivo en las
condiciones de luz y temperatura descriptas. Blesq de riego que se siguib fue, tres veces por
semana con agua corriente intercaladas con tres veces semanales con fertilizante natural comercial

Hakafos (agroquimica la Rocca) preparada segun las indicaciones del fabricante.

Recoleccién de polen de Arabidopsis

Se recolectaron todas las flores de 200 plag¢asada genotipo y se agitaron en un tubo cénico
plastico con 25 ml dbuffer TE (Tris-EDTA). Posteriormente, se separaron las flores usando como
filtro varias capas de gasa quirdrgica. Luegaaeatrifugé el sobrenadante a 3500xg durante 10

minutos y se conservo el polen recolectado a -70°C.

Extraccion de ARN

Los tejidos (raiz, hojas y polen) fueron procesatimsgual forma. Inmediatamente luego de ser
separados de la planta, el material se sumergié ehigildo para lograr un congelamiento
instantdneo y se lo conservé a -70°C. Luego los tejidos fueron disgregados con mortgero en N
liquido y solamente en el caso del polen se agregaron 100 pl de bolitas de vidrio de 425-600
micrones al polen resuspendido launffer de extraccién dekit que se utilizd. Se agitd con vortex
durante 10 min. Seguidamente, la extracciorAB& total se llevd a cabo usando RNeasy Plant

Mini Kit (QIAGEN, Germany) siguiendtas instrucciones de los fabricantes.

RT-PCR

A partir de 200 ng de ARN total de raiz, hojas y polen se realizaron transcripciones reversas en 20
ul de reaccion utilizando MMLV-RT (Promega, Msoin, WI, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las siguientes reacciones de amplificacion por PCR, se realizaron con 2 ul de ADNc
previamente obtenido en 25 pul de reaccion con 0,8 UM depciacier:

tip5;1f 5 GGACTAGTGAAATTGATGAGAAGAATGATTCC3;

tip5;1r 5GGGAATTCAGTCATTACACACCAATGGCATCZ;

tip1;3f 55 GGGAATTCCCTAACTTAGAAATCATTAGAAGG3S;

tip1;3r 5’ GGACTAGTAACGATGCCTATCAACAGAATTGCG3

nip4;1f 55GGCCAAAAAATGTCTTCGCATAGTGATGAAZ’;

nip4;1r 5GGAAAGATTAAGTCTTAGAACTAGS';

35



Metodologia Tesis G. Soto

UREASA-F 5 TTGTTTGGCAGTTGCAGAAG3’;
UREASA-R 5TGGTTGATGACGGGAGTACASZ..
Las amplificaciones de cada ADNc especiffoeron realizadas utilizando la ADN polimerasa

recombinante Taq (Invitrogen, California, USA) segun las indicaciones del proveedor.

Clonado de las acuaporinas de polen maduro de Arabidopsis

Todos los clonados que se realizaron en esta tespetaron el siguiente esquema protocolar.
Solamente se variaron los materiales utilizadds®ronstrucciones (insertos, vectores, enzimas de
restriccion, antibiéticos) y en cada caso se especifican.

Amplificacion del ADNc: Se amplificaron los ADNc de los genes de acuaporinas de polen,
AtTIP1;3, AtTIP5;1y AtNIP4;1 a partir de ADNc de polen utilizando la polimerd&sa Platinum
(Invitrogen, California, USA) se siguieron las indicaciones del proveedor.

Purificacién del ADNc: Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en
gel de agarosa 1% y luego se purificaron utilizandditelcomercial GFXPCR, DNA & Gel
Purification (GE Healthcare Lifesciences) siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

Ligada ADNc-vector. Los ADNCc purificados fueron clonados en el vector pZErO-2 (Invitrogen,
California, USA). Este plasmido posee un gen letal llamad® epie favorece ampliamente el
muestreo de clones positivos para una insercion, ya que estas son las Unicas bacterias capaces de
crecer puesto que perdieron la capacidad de expeesexina letal al recibir la insercion. Para
realizar el clonado se linealiz6 el vector con la enzima EcoRV (Promega, Madison, WI, USA) que
deja extremos romos y se lo incub6 con losdpctos de PCR purificados en presencia de la
enzima T4 ligasa (Invitrogen, California, USA) siguiendo las condiciones sugeridas por los
fabricantes.

Transformacion bacteriana: Se transformaron bacteridsscherichia coliDH50. competentes
preparadas con el método Inoue (Sambrook y Russell, 2006 a). Para esto se preparé una mezcla de
50 ul de bacterias competentes y 2 pl de ligasala conservé en hielo durante 30 min. Luego se
aplico durante 1 min. y 30 seg. sinocktérmico de 42 °C e inmediatamente se sumergio el tubo en
hielo. A continuacién se rescataron las células con 800 pl de medio SOC (2 % peptona; 0,5 %
extracto de levadura; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgQ0 mM glucosa) y se incubaron

sin antibidtico a 37 °C durante una hora. Pasadotesnpo, se rastrillaron 100 ul de la solucion
bacteriana en placas de petri con LB agar y #ético requerido en la concentracion adecuada; en

el caso de pZErO se utilizé kanamicina 50 pg/linBebaron durante 16 hs. a 37 °C en oscuridad y

posteriormente se observé la formacién de colonias.
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Amplificacion de las construcciones plasmidicasSe inoculd, con una colonia obtenida de los
pasos anteriores, un cultivo de LB liquido corartibitico requerido (kanamicina 50 pg/1) se
crecid en agitacion constante durante 16 hs. a 37 °C, en oscuridad. Luego se realizaron las
purificaciones plasmidicas siguiendo un protocolo de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2006 a).
Seguidamente se confirmé el correcto clonado a través de la liberacidn por restriccion enzimatica
del inserto y/o por PCR utilizandprimers especificos. La confirmacion se las secuencias

nucleotidica se llevo a cabo en todos los casos en Magrogen Inc., Korea.

Subclonado y expresion de las acuaporinas de polen en ovocitos

El vector pSGEM es un vector Util para la expresion en ovocitd&depus laevisya que deja el

gen a ser expresado flanqueado por las regibfidsR y 3'UTR del gen de la R-globina de
Xenopus, lo cual otorga al ARNm inyectado en los ovocitos mayor estabilidad y favorece la
traduccion a proteina. Para subclonar los genes acuaporinas en el vector pSGEM, se liberaron los
insertos de los vectores pZEAYTIP5;1, pZErOALtTIP1;3y pZErOAtNIP4; digiriendo durante 3

hs. a 37 °C con las enzimas de restriccion $fetoRI (Promega, Madison, WI, USA) siguiendo

las recomendaciones de los fabricantes. El vector pSGEM vacio se traté de la misma forma. Los
pasos siguientes son como los explicados pacdorhdo en pZErO, difiriendo Gnicamente en el
antibiotico utilizado como agente de seleccién, este caso ampicilina 100 ug/l. A partir de
colonias de las placas de transformacion se corroboro la presencia del inserto de interés mediante
PCR conprimers especificos, restriccion y secuenciacion como se explicd en el esquema de
clonado. A partir de las colonias que se confirmaron como positivas, se realizaron cultivos en medio
LB liquido adicionado con el antibiético corpesdiente y se aislé el ADN plasmidico utilizando
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN).

Transcripcion in vitro

Se realizaron las transcripcionesvitro a partir de los vectores pSGEM-pTATIP5;1, pPSGEM-
pT7:AtTIP1;3y pSGEM-pT7:AtNIP4;1de polen, previamente linealizados con Spel y purificados
mediante una extraccién con (25:24:1) fenol: cloroforismamilico, a partir de la cual se rescato la
fase acuosa. Seguidamente se utiliz&ie'RiboMAXT7 Large scale RNA Production Systems-
SP6 and T7" (Promega, Madison, WI, USA) cgeebasa en la accion de la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7 que reconoce al promotor T7 {pprésente en las construcciones. Se siguio el
protocolo de transcripcién y purificacién sugerido lpsrfabricantes. Se cuantificé la concentracion

de ARN obtenido mediante espectrofotometd® a 260 nm y se confirmé la integridad
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visualizandolo en luz UV luego de una corridacéloforética en un gel de agarosa 1% con BrEt

0,1% libre de ARNasas. Los ARN se mantuvieron &€60asta la realizacion de los experimentos.

Mutagénesis dirigida
Para generar los vectores pSGEM AFTiP5;1 con las mutaciones puntuales seleccionadas H131A

y H131D se disefiargorimerscon el programa QuikChange®ifRer Design Program disponible

en http://www.stratagene.com/qcprimerdesign

Los primersutilizados fueron:

H131A UP 5’ AAAGTAACCGTCATGGAACAGGCCGTACCGATTTATAAGATTGC 3;
H131ADOWN 5" GCAATCTTATAAATCGGTACGGCCTGTTCCATGACGGTTACTTT 37;
H131D UP 5"GTAACCGTCATGGAABGGACGTACCGATTTATAAGA 3;

H131DDOWN 5 TCTTATAAATCGGTACGTCCTGTTCCATGACGGTTAC 3'.

Luego se utilizé ekit comercial QuikChange® II-E Site-[®icted Mutagenesis Kit (Stratagene,
Germany) de acuerdo a las instrucciones de los fabricdamtamnfirmacion se las mutaciones se

llevd a cabo por secuenciacion de los vectores en Magrogen Inc., Korea

Expresion de acuaporinas de polen en ovocitos &@&nopus laevis
Todos los experimentos funcionales realizadoX@mopus, asi como la preparacién de los mismos
se realizaron en el laboratorio de la Dra. @GddrAmodeo en Facultad de Medicina, UBA y fueron

supervisados por [ra. Karina Alleva.

Preparacion de Xenopus parda extraccidén de ovocitos

La fuente de ovocitos fueron hembras adultaXeteopus laeviadquiridas comercialmente (Nasco,
Wisconsin, USA) y posteriormente mantenidas en un cuarto con temperatura controlada y con ciclo
luz-oscuridad de 12 horas. Cada rana se crio geaipiente de plastico con ranuras de ventilacion

en la tapa y lleno hasta la mitad de su capacatad agua, lo que le permite al anfibio estar
completamente sumergido para poder respirar sadarficie del agua. Los animales se alimentaron

dos veces por semana y el agua se cambid tees \por semana. El agua se filtr6 previamente
utilizando carbén activado y recibi6é un tratamientaéeloracion que consiste en dejarla reposar en
recipientes de 20 Is por tres dias. Cada animal se identifico y se operd a intervalos de al menos

cuatro semanas alternando en cada ef@ral ovario izquierdo del derecho.
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Obtencién de los ovocitos

El protocolo para la obtencién d&ocitos se realizd segin Cao (Gda@l., 1992). Brevemente, el
animal se anestesio en hielo durante 25 min. psevia operacion. Una vez lograda la anestesia del
mismo se extrajeron los lébulos conteniendo ovocitas leacual se realizé un corte en la region
abdominal. Luego de la extraccion de ovocitosnglizada la operacién, las hembras se suturaron
con hilo quirdrgico. Los l6bulos se colocaron en solucion OR2 (8,25 mM NacCl; 0,2 mM KCI; 0,5
mM HEPES; 0,1 mM MgGlajustada a pH 7,5). Los ovocites incubaron durante 1 hora con
agitacion suave a 18 °C en solucion OR2 suplememimdd U ml/1 colagenasa (SIGMA St Louis,
MO). Luego se realizaron lavados con soludcdiR2 + 0.1 % (p/v) BSA y se incubo en Tampon K
(100 mM KHPO,.3H,0, 1 g/ | BSA, pH 6.5) durante 1 hora con agitacién suave a 18 °C. Cada 15
min se pasaron los ovocitos por una pipeta tipo Padeeplastico con punta gruesa, para completar

la liberacion de la membrana. Posteriormengedwocitos se lavaron con solucién Barth's (88 mM
NaCl; 0,1 mM KCI; 0,24 mM NaHC¢ 1 mM HEPES; 0,033 mM Ca (NJ. 4H,0; 0,041 mM
CaCb.2H,0 y 0,082 mM MgSQ7H,0, pH 7.4) suplementada cOrl % (p/v) BSA. Se seleccionan

los ovocitos teniendo en cuenta: i) el tamafio (se descartan los mas pequefios, esto es inferiores a 0,8
mm de diametro); ii) la forma (descartando los deformes o aplastados); iii) la pigmentacién (los
polos deben distinguirse; los oWas no deben estar decolorados). Asi los ovocitos seleccionados
se colocaron en una placa de petri y se mantuvien solucién Barth's suplementada cqm/ml

de gentamicina, para ser conservados a 18 °C hasta su empleo experimental.

Inyeccion de ARNc en ovocitos

La inyeccion se realizé con un inyector comercial (Drumond Nanoject, USA) que permite inocular
volumenes fijos de 50 nl. Las pipetas se prauar a partir de capilares (3,5” Drumond #3-000-203-
G/X, Drumond Scientific Company, USA) utilizando estirador de pipetas calibrado para obtener
puntas de grosor adecuado (10 aud0de diametro) (microestirador PP-83, Narishigue Japan). Las
pipetas se esterilizaron por calentamiento en &siu?40 °C durante 2 hs. La pipeta se cargd en
primer lugar con aceite mineral (Biodynamics) ceémo y luego con agyeontrol negativo) o con

1 pg/ul del ARNCc correspondiente a la proteina a expresar. Las microinyecciones se hicieron en el
citoplasma del ovocito, polo claro y luego losmos se conservaron en Barth’s suplementado con

gentamicina a 18 = 2 °C hasta el momento de los experimentos.
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Estudios funcionales de permeabilidad al agu de ovocitos inyectados con acuaporinas de

polen

En cada experimento se inyectaron aproximadamente 40 ovocitos con el ARNc a estudiar
(AtTIP5;1, AtTIP1;3y/o AtNIP4;1), 40 con agua y 10 con un ARNontrol de una acuaporina ya
estudiada (AtPIP2;3, Danietg al, 1994). Una vez inyectados los ovocitos se colocaron en placas
estériles de 2#vells con solucion Barth’s, individualizando @dno de ellos. Se incubaron a 18 °C
durante 3 dias. Se eliminaron aquellos ovocitos egiaban muertos o en los que se observaron
cambios importantes en la pigmentacion. Por experimento se trabajé con un numero de ovocitos
entre 10 y 30 por tratamiento. A su vez el experimento se repiti6 por lo menos tres veces

(preparaciones independientes) en las mismas condiciones.

Estudios de cambio de volumen

Para analizar el cambio de volumen y conseteume@nte la expresion y actividad de las acuaporinas
correspondientes a los ARNc inoculados, los ovocitos se sometieron stiock osmotico,
transfiriéndolos desde la solucion Barth's (Xf6@smol/Kg) a una dilucién 1/5 del mismo (32
mOsmol/Kg). Los cambios de volumen sufridgor el ovocito fueron monitoreados y
videocapturados mediante un sistema de videpesiopia compuesto por una camara de video
MC-350 CCD (O'Rite Technology Co., Ltd) conectada a una lupa (Olympus SZ40; Olympus Co.,
Japan) a través un puerto USB. El sistema pemmnébar un video digital eligiendo el formato de
mayor calidad (sin compresion; RGB24 24 bit trulicdl5 fps -cuadros por segundo- ) a partir del
cual se pueden diseccionar fesmesque lo componen e individualizar y seleccionar imagenes (en
formato BMP) a diferentes intervalos de tmutilizando como utilitario al programa Virtual Dub
(http://www.virtualdub.org). El tiempo de monitoreo de cada ovocito fue de 3 minutos. Las
imagenes obtenidas mostraron al ovocito en unopgdimensional, se visualizdé un &rea circular y

a partir del analisis de estas areas se infinidos voliumenes celulares utilizando un programa

comercial (Image Tool version Bitp://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.htidBA). El coeficiente de

permeabilidad osmotica se calculd, siguiendo a Zleaad) (1990):
Pi= V()(dV/Vo) /S*Va*(AOSn’)
donde:V;es el volumen inicial del ovocito (9x t@nt),

Ses la superficie medida del ovocito,

\{ es el volumen molar parcial del agua (18 emor™) y

AOsmes la diferencia de osttapidad entre el interior y el exterior del ovocito.
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Estudios funcionales de permeabilidad a solutode ovocitos inyectados con acuaporinas de
polen

Estos experimentos se disefiaron en base a los trabajos propuestos por Schultz y BetzgBeitz
2004; Hansert. al.2002). Brevemente la propuesta fue estudiar la capacidad de una acuaporina de
transportar solutos (urea, glicerol y acido bdriea forma indirecta. Asi se coinyectaron cARN
25ng en un mismo ovocito de la acuaporina derpefeestudio y de otra que presente en nuestras
condiciones experimentales alta permeabilidad al agua no transporte solutos. Como control se
inyectd cada acuaporina en forma individual. Los ovocitos inyectados se transfirieron a una
solucion Barth’s iso-osmotica donde a una soluciliidd 1/5 se agrego6 el soluto a evaluar hasta
lograr que sea iso-osmolar con la solucién original. De esta forma al ser transferidos de solucién los
ovocitos sufrieron primeramente un gradiente quimico. Luego, si las acuaporinas a estudiar eran
capaces de transportar el soluto, el flujo rib soluto hacia el interior del huevo provoca un
cambio en la osmolaridad del medio exterBaguiendo este principio el gradiente quimico se
transforma a urshock hipo-osmético que la acuaporina conaapermeabilidad al agua censa
generando un cambio de volumen en el ovocitcaughento de volumen se registré de la misma
manera que en los ensayospgemeabilidad al agua.

En el trabajo de Hanseat. al.,2002 se habia establecido experimentalmenteA@lacuaporina

muy estudiada , con alta permeabilidad al aguamocapaz de transportar solutos. Del mismo
modo se decidié ensayar AiPIP2;3 se comporta de igual manera. Nos resultd interesante
continuar con la misma acuaporina que se atilmmo control positivo en los ensayos de
permeabilidad al agua, y aden#@®1P2;3 es una acuaporina de plantas. Los resultados obtenidos
(no mostrados) indicaron que tam@P1comoAtPIP2;3 no pueden transportar solutos cuando se

inyectan en forma individual o conjuntn nuestras condiciones experimentales.

Estudios de regulaciéon de la permeabilidad al agua de ovocitos quepeasan acuaporinas de
polen:
Heterotetrameros
Para estudiar la activacion por la existencidediémeros mixtos se co-inyectaron 25ng de ARNc
de AtTIP5;1y AtTIP1;3 luego se procedié con los pasos del ensayo de aumento de volumen. Es
importante destacar que estos experimentos no tmmea finalidad la evaluacién de la interaccién
entre proteinas; sino la regulaciéon de la actividiaths mismas por formaci de heterotetrameros.
Fosforilacion/desfosforilacion
Para promover la inhibicién de la accién de dtsfas de tipo 1 y 2A, los ovocitos que expresaban

acuaporinas de polen fueron inyectados 30 mitesatlel experimento caicido okadaico (50 nM
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de la sal de sodio del 4cido okadaico (SIGMA St Louis, MOMMHEPES-KOH, pH 7,4) en su
polo citoplasmético (Valentiet. al, 2000). Luego el monitoreo del cambio de volumen fue el
habitual.
Otro ensayo alternativo realizado fue promovefolsforilacion a través de la incubacion por 30
minutos de los ovocitos inyectados con un cocelidgtor que consiste en 0,5 mM 8-Br-cAMP, 50
gM forskolina 'y 0,5 mM IBMX (SIGMA, St Louis, MO). Experimento descripto en Maurel, 1995.
pH
Para estudiar el efecto de pH externo sobrpelaeabilidad se siguioé el protocolo descripto en
Tournaire-Rouxet al, 2003. Se preincubaron los ovocitoydatados, durante 10 min. con las
soluciones requeridas segun el tratamiento, N&€CIl7,5 o NaCl pH 6, luego se realiz6 simock
hipo-osmotico cambiando la solucida incubacion por otra diluida 1/5 y se registraron los cambios

de volumen sufridos por cada ovocito en funcion del tiempo.

Construcciones de vectores binarios

Por restriccion-ligada: Se realizaron construcciones fusionando el g&rP a AtTIP5;1 y
AtTIP1;3 Se utilizaron vectores adecuados para generar proteinas de fusién con eGFP ya sea en el
extremo N-terminal (pEGAD con promotdelLAT52 (Hicks et al, 2004) o en el C-terminal
(pBI121, Clontech). Los subclonados en el vebioario pEGAD se realizaron siguiendo los pasos
descriptos previamente; en este caso las restricciones se realizaron con las enzimas EcoRI y Xmal
(Promega, Madison, WI, USA). El agente selextitilizado en bacterias fue kanamicina 50 pg/l.

En el caso de los subclonados en pBI121, seddeddlizar un paso previo para incorporar el
promotorLeLAT52 y el geneGFPen el extremo C-terminal. Ekctor intermediario utilizado fue
pPK100-52AL (obtenido del laboratorio de Daa. McCormick). Las restricciones se llevaron a

cabo con las enzimas Ncol y Notl (Promega, MaaidVl, USA) y el agente selectivo utilizado en

este caso fue ampicilina 100 pg/l. Una vez queldavieron los fragmentos subclonados en el
vector intermediario, se removieron l@ssettegompletos conteniendal AT52::AtTIP5;1-eGFP-

t-nosy pLAT52::AtTIP1;3-eGFP-t-nosligiriendo con Hindlll y ligando al vector pBI121 vacio y
previamente linealizado con Hindlll (Promega, Madison, WI, USA). La metodologia utilizada para
los subclonados fue la descripta previamenteclersquema de clonado. Del mismo modo, la
confirmacién del correcto ensamblaje dedasuencias fue confirmado como se describio.

Por recombinacion: Alternativamente se utilizé para generar vectores binarios, el sistema
“Gateway® Recombination Cloning Technology’hyitrogen, California, USA). Se realizaron
construcciones fusionando el geGFP a los genetTIP5;1y AtTIP1;3 Se utilizaron vectores

adecuados de destino pgenerar proteinas de fusién con e@RRel extremo N-terminal (pZYO3)
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y C-terminal (pZYO6), ambos vectores tienempmotor de LAT52 y fueron gentilmente cedidos
por la Dra. McCormick. Primeramente, los tgeses de acuaporinas fueron clonados en un vector
de entrada del sistema, pENTR1A (Invitrogen|if@aia, USA). Este plasmido tiene sitios de
recombinacion llamadoattL1l y posee ademas el gen letatBcque favorece ampliamente el
muestreo de clones positivos. Los genes fueron @uédbs por restriccion con las enzimas Sall y
EcoRI (Promega, Madison, WI, USA). Para el disefio deptosers se tuvieron en cuenta las
siguientes indicaciones:
Construcciones con eGFP en el extremo N-terminal:
¢ No incluir el ATG de la secuencia de la acuaporina.
e Que el gen insertado quede en marco de lectura@é&i®.
e Incluir el codonstoppropio de la proteina.
Primers: TIP5;1f: 5 GGGGTCGACAGAAGAATGATTCAAACATCG3’
TIP5;1r: 5GGGGATATTAGTCATTACACACCAATGGCATC3’
TIP1;3f: 5" GGGGTCGACCCTATCAACAGAATTGC3’
TIP1;3r: 5’GGGGATCCCAACGATGCCTATCAACAG3’
Construcciones con eGFP en el extremo C-terminal:
¢ Que eGFP quedé en marco de lectura con el gen insertado.
e No se debe incluir el codon STOP de la proteina.
Primers: TIP5;1f: GGGGTCGACATGAGAAGAATGATTCAAACA
TIP5;1r:GGGGATATTTACACACCAATGGCATCACC
TIP1;3f: GGGGTCGACATGCCTATCAACAGAATTGC
TIP1;3rrGGGGATCCCGAAATCAGAAGGAAGTTC.
Utilizando los primers especificos se amplificaron los gen&sTIP5;1 y AtTIP1;3 por PCR
utilizando la ADN polimerasa Pfx (Invitrogen, California, USA). Tanto los productos de
amplificacién como el vector de destino se dagoh con las enzimas de restriccién Sall y EcoRl
(Promega, Madison, WI, USA) siguiendo las instrucciones de los fabricantes se realizaron los
subclonados como se explicd previamente, utiipacomo antibiético kanamicina 50 pg/l . Una
vez que se confirmé el correcto subclonado ereelor de entrada se transfirieron los genes desde
dichos vectores de entrada hasta los vectoretesino a través de una recombinacién homéloga
mediada por la recombinasa LR, siguiendo el protocolo propuesto por los fabricantes (Invitrogen,
California, USA).
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Bombardeo de polen de tabaco

Preparacion de las microparticulas:Se pesaron 500 pg de particudi@soro de 1 um en un tubo
eppendorfagujereado en la tapa y se dejé evapar@s °C toda la noche. Luego se agregaron 500

ul de etanol 70% y se agité durante 5 minutos, se dejo reposar otros 15 minutos y se centrifugd
brevemente a 1000xg. Luego se descarté ehalcy se lavd con agua estéril agitando tres veces.
Finalmente se agregaron 250 pl de glicerol 50% estéril.

Preparacion del material parabombardear (para 5 bombardeos):Se agité por 5 minutos el

tubo con las particulas de oro previamente gmagas. Se tomaron 50 pl de suspension y se
agregaron los siguientes componentes sin dejar de agitar: 8 pl ADN plasmidico (2 pg/ul) + 50 pl
CaCk 2,5 M + 20 ul de espermidina 0,1 M. Satpunente se contindo agitando vigorosamente por

20 min. a 4 °C. Mientras tanto se prepard el material vegetal; para ello en placas de agar 0,8%
cubiertas con papel watman n°1 se ubicé un cielpapel vinilico con un radio de 1,5 cm. Sobre

el circulo dispuesto en la mitad de la pla® dispensaron 250 ul de una solucion de polen
resuspendido (5 pg de polen/ml) en medio de resuspension (4%PEG; 20 mM MES pH6;
0,02%MgSQ; 0,01% KNQ. 0,01% HBO,4; 2% sacarosa 0,07%; Ca(he). Cumplido el tiempo

de agitado se agregaron 200 pl de etanol 18@¥mezcld y se centrifug6 por 1 minuto a 1000xg en

frio. Se descart6 el etanol. Este lavado se repitiéces y luego el precipitado se resuspendio en 40

il de etanol 100%.

Bombardeo: Se utiliz6 el cafién de bombardeo BittisPDS-1000He Particle Delivery System
(BIORAD, U.S). Los parametros de bombarde@reparacion del cafion, se utilizaron segun lo
indicado en el manual instructivo. Con las Unicas variantes que emeadacarrier se cargaron

8 ul de preparacion de microparticulas y cada muestra bidlogica se bombarde6 dos veces para
aumentar la eficiencia de la transformacibboego el polen se retird del papel vinilico con una
espatula y se incub6 en medio de germihracde tabaco (24%PEG; 20 mM MES pH6;
0,02%MgSQ; 0,01% KNQ; 0,01% HBO, 2% sacarosa 0,07%; Ca(B)e) a temperatura

ambiente y en oscuridad durante toda la noche.

Transformacién de Arabidopsis medianteAgrobacterium tumefaciens

A partir de una colonia de Agrobacterium cepa GV31-01, transformada previamente con la
construccion de interés y confirmada su tramsfmion por PCR, se inoculé un pre-cultivo de 3 ml

que se cultivé a 28 °C toda la noche en agitacion y oscuridad. Con el precultivo crecido se
inocularon 200 ml de LB suplementado con lanticos (Rifampicinal50ug/ml y gentamicina
200ug/ml, a los que la cepa salvaje es resistente y estreptomicina 50ug/ml y espectinomicina

50ug/ml por la tolerancia otorgada por los wees) y se incubd en las mismas condiciones durante
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16 horas. Pasado este tiempo, se confirm6 qderaidad 6ptica del cultivo se corresponda con la
fase exponencial de su crecimiento (D.O: 0,5-9,8p centrifugé por 10 min. a 3000xg. Luego se
resuspendieron las bacterias en 200 ml de enédiinoculacién (5% sacarosa; 0,055% silwet L-
77(LEHLE DS)) y se vertio en una bandeja plastica donde se sumergieron las flores de Arabidopsis
salvaje durante 40 segundos, dos veces seguidago kaalispusieron las plantas transformadas en
posicién horizontal dos dias envuelpgga conservar la humedad y reparadas de la luz. Pasado este

tiempo, se continud con el crecimiento haditde las plantas hasta que se las cosecho.

Seleccion de semillas transgénicas

Las semillas de Arabidopsis tsformadas previamente se somein a seleccion con glufosinato
de amonio (SIGMA, St Louis, MO), ya que losctores utilizados en laansformacion confieren
tolerancia a este agente activo de varios ibields comerciales (por ejemplo, BASTA). La
concentracion utilizada fue seleccionadabase a una curva de inhibicién de crecimiento que se
realizé previamente para semillas Arabidpsis gasvdDe esta forma, se sembraron entre 200 y 400
semillas de Arabidopsis transformadas con lésrelites construcciones en placas de agar- agua
0,8% suplementada con 12,5 mg/l de glufosinde amonio. Se sincronizé su germinacion
conservandolas durante tres dias en oscuridad,yyftilego se las incubd en condiciones normales
de luz y temperaturas. Pasados los 7 dias demiesitd, las plantulas tragénicas se distinguen de
las salvajes por parecer mas vigorosas y tenle@ones verdes. Las semillas salvajes lograron
germinar, pero sus cotiledones se observacloréticos. Las plantulas seleccionadas se
transplantaron y crecieron en las condicionescdptas previamente. Luego cuando la plantas
maduraron y llegaron a florecer se realizaron las observaciones fenotipicas del polen por

microscopia de epifluorescencia.

Germinacion de polen de Arabidopsis

El protocolo se germinacion de polen de Arabidopsis, se tomo de Boavida y McCormick, (2007) y

lo modificé hasta lograr resultados. En resunsensumergieron 15 flores en 100 pl de medio de
germinacion estandar (0,01% &cido bérico; 1mM MgSOmM CaNQ; 18% sacarosa pH 6,5)
dispuesto en tubos cénicos de vidrio de 5 mlagaron los tubos con las flores por 3 minutos para
desprender el polen y luego se taparon con papel transparente; incubaron por 4 horas en camara de
cultivo en condiciones controladas de luz y tempesatin algunos casos, indicados en el texto, el
medio fue modificado. Asi para evaluarétcto de la fuente de nitr6geno, CaNi@ reemplazada

por CaC}.
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Mediciones de longitud de tubo polinico
Se seleccionaron al azar 30 tubos potisipara cada réplica. Luego, coseftware
ImageJ se midio el largo desltubos sin considerar el grate polen. El valor de longitud

de tubo polinico para cada réplicaottuvo del promedio de las 30 mediciones.

Genotipificacion de plantas mutantes de insercién

Para conocer los genotipos de las plantas mutantes de insercion y asi seleccionar las plantas
homocigotas mutantes de todas las lineas de insercion y la doble mutantes se siguié el siguiente
esquema protocolar.

Extraccion de ADN de plantas de ArabidopsisSe cortaron dos hojas de una planta con 6 0 mas
hojas en su roseta. Se machacé el material vegetal en uegpbodorfcon embolo. Luego se
agregaron 350 pl daufferde lisis (50mM Tris-HCI pH 810 mM EDTA pH 8; 100 mM NacCl; 1%

SDS; 10mMp-mercaptoetanol) y se continué homogensiza Se incubd el tubo a 65 °C durante

10 min. y se neutralizé con la solucién weutralizacion (11 % acido acético; 3 M KCOOLH
mezclando por inversion. Luego se incubdhéelo por 20 minutos y se centrifugdé en frio a
16000xg. El sobrenadante se traspas6 a un nuevo tubo y se precipitd centrifugando por 15 min. a
16000xg con 1 volumen de isopropanol a 4 °C. Finalmente se Ig&lleticon etanol 80 %, vy

cuando se evaporo el alcohol se resuspendié en 25 pl de agua y se conservé a -20°C.

PCR. Para la genotipificacion de cada linea mutante de insercién se disefiaron dos primers (PD y
Pl) especificos para la secuencia flanqueante a la insercion (ver esquemgyyiniars se
disefiaron a partir de las lineas utilizandosefware “iSect primer design tool” disponible en
(SIGNAL; signal.salk.eduAlonsoet al, 2003).

TIP5;1f 55 GAAATTGATGAGAAGAATGATTCC3;

TIP5;1r 5AGTCATTACACACCAATGGCATC3;

RPTIP1;3 5’ AAACAATAGCTGCAATGGCTG3’

LPTIP1;3 5" GAGAAACAGTAAAGCGCGTG3

RPNIP4;1 5 AATGTCTTCGCATAGTGATGAAZ

LPNIP4;1 5CGCACGATTATCGGTGGCAACTCCAGAZ

GABI 5" CCCATTTGGACGTGAATGTAGACACY

El primer LBal: 5 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 3' es especifico del borde izquierdo del
ADN de transferencia. Para cada planta se efectuaron dos reacciones de PCR. La primera, con los
primers PI+PD, pone de manifiesto el alelo salvaje y por lo tanto sélo estara presente en plantas

salvajes y heterocigotas. La segunda, corptosers PD +Lbal, evidencia el alelo que sufrié la
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insercion y por esto esté presente tanto en plantascigotas como heterocigotas para la insercion

(ver figura 8).

Lbal
Insercién (5Kb) i S

m: :
*

e

Regién gendmica flanqueante PD

Figura 8:esquema que ilustra el disefio de genotipificacion

RT-PCR en tiempo real

La expresion diferencial del gen glutamino sintetasa GLN1;5 fue cuantificada por RT- PCR en
tiempo real. Para ello se utilizaron extracciones Né& Botal de polen de plantas Columbia salvaje

y mutantestip5;1. La generacion de ADNc fue idéntica a la descripta previamente. Las
amplificaciones de cada ADNCc especifico fueltemadas a cabo en urrteociclador Opticon2 (MJ
Research). La mezcla de reaccion consistio en 1 U Taq Platinum ADN polimerasa (Invitrogen);
buffer Tag Platinum 10X; 0,25 mM de cada deoxinatildo trifosfato; SybrGreen | (1:50,000;
Molecular Probes)rimers0,4uM y MgCl, 2 mM.

Los primersutilizados fueron disefiados utilizando el programa Primer3:

At1g48470_F 5 CCTTGGTTTGGGATAGAGCAZ';

At1g48470_R5 ATCGACAATGTCACGACCAASZ.

La muestras fueron analizadas en dos diluciones 1/10 y por duplicado en tres experimentos
independientes. La ausencia de contaminaciénefideencia de la PCR fueron controladas en cada

ensayo.

Tinciones

Mitotracker: La version utilizada es mito tracker orange CMTMROS iftagen, Molecular
Probes). Es una sonda permeable a las célutaarga especificamente las mitocondrias. Tiene
como espectro de excitacion 554 nm y emisioén 5763erincubaron 100 pl d®lucion con granos
de polen germinados 10 ul de mitotracker 1. Instantaneamente se observaron los tubos
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polinicos en micropscopio de epifluorescencia atilto el filtro adecuado para la visualizacién en
canal rojo.

FM4-64: Se utiliz6 FM4-64 (Invitrogen, Molecular élves) que tifie especificamente las vesiculas
que siguen la ruta endocitica. Tiene como espeate excitacion 554 nm y emision 576 nm. Se
incubaron 100 pl de solucion con granos de polen gedménaon 1 pl de FM4-64 1 pM.
Instantdneamente se observaron los tubos potirdo micropscopio de epifluorescencia utilizando
el filtro adecuado para la visualizacion en canal rojo.

DAPI: esta tincibn se une especificamente a acidadeicos doble cadena y fluoresce azul al
irradiarse con UV (Regaat al, 1990). Se siguié el protoalpropuesto en Jonson-Brousseau y
McCormick 2004.

Microscopia

El polen se visualizé en un microscopio défleprescencia Bx41 (Olympus) utilizando diferentes
filtros adecuados. En todos los casos las fotesofutomadas con objetivo de inmersion en aceite
100X.

Microscopia Confocal

Las observacién en microscopiafan hechas en el microscopio confocal Nikon, C1. Con longitud
de onda de excitacion: 488nm y 544nm. Losddtde emision: 515-530n;n570-LP. Las lentes
utilizados para tomar las fotografias fuer60x/ AN 1.40 Oil ; 40x/0.95 AN (AN es la apertura

numérica).

Deconvolucion de mitocondrias

La restauracion se basa en algoritmos de decongnldiferentes, que permiten la recuperacion de
objetos de imagenes que son degradadas por la @onfusl ruido. En la microscopia la confusion
se debe principalmente a las imagenes de difratioiitada por el instrumento. Para llevar a cabo
esta restauracion se utilizo el software Huygens.

Luego con el programa ImageJ se midioé el largo y diametro de cada mitocondria individual y se
calculd el volumen suponiendo morfologia cilindrica. Es decir que se utilizo la siguiente férmula

Vol. Mitocondrial=n*radio®*largo
Andlisis estadistico

Los resultados de mediciones defleron transformados con fudai logaritmica para lograr

homocedacea de las varianzas y luego retro tranaftos para mostrar los valores. Por esta razén
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se reportan los intervalos de confianza. Los resultabdtEnidos en el resto de los experimentos se
muestran como media * error estandar. En todosdsos que se realiza estadistica se cumplen los
supuestos necesarios. Todos los experimentos fueron repetidos por lo menos tres veces. Las
diferencias significativas se calcularon en todos los casost-test 0 ANOVA seguido de
contrastes. En todos los casos se indica en el texto.

Las desviaciones de la segregacion mendeliana fueron evaluados mediané. el test
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Resultados

Analisis filogenético de las acuaporinas de plantas.

A diferencia de los animales que solo expreBaracuaporinas (Beitz, 2009), las plantas expresan
un alto numero de ellas. En el genomaAdabidopsis thalianae encuentran 35 loci que presentan
alta identidad con genes codificantes de acuapodi@adros organismos. Basando el andlisis en la
identidad de secuencia aminoacidica las acuggmde plantas, también llamadas MiRPeihbrane
intrinsic proteing, se clasifican en cuatro subfamilias: PIPs, TIPs, NIPs y SIPs (Queglal,
2002).

Para comenzar a detallar nuestro estudio ceraitos necesario aclarar dos puntos clave y
generadores de confusion a la hora de encardemneh de las acuaporinas: la filogenia y la
nomeclatura.

La literatura sobre acuaporinas esta saturadardeles filogenéticos que vinculan los cuatro
subgrupos de acuaporinas, en el caso de las pladtaks dos subgrupos funcionales en el caso de
los mamiferos. Incluso muchos arboles vincud@omaporinas de distintos reinos (Quigktyal,

2002; Luu y Maurel, 2005; Goreliadt al, 2006). Si bien estos grabie pueden resultar ilustrativos
para agrupar los distintos tipos de acuap®imo es valido suponer entre ellos una relacion
filogenética. La asignacion de genes homodlogos essm ¢ritico en la reconstruccion de la historia
evolutiva (Delsuet al.,2005). Normalmente, se considera que <25% de identidad aminoacidica es
insuficiente para suponer que dos proteimash®mologas (Jones, 1995). Ademas, se ha observado
que un aumento de la distancia genética causa peoloiemas en el alineamiento de las secuencias,
resultando en arboles filogenéticos aberrantes (Hughesd., 2005a y b). Entre los diferentes
grupos de acuaporinas TIPs, NIPs, PIPs y SIPArdbidopsis thalianahay <25% de identidad
aminoacidica, por lo tanto, las herramientas filogenéticas son insuficientes para determinar si todas
las acuaporinas de plantas son homologas entireckiso de serlo, no es conveniente juntar estos
grupos de proteinas con tan baja identidachaadidica para la construccion de un mismo arbol
filogenético. Sin embargo hay informacion muyliesa que se puede rescatar del analisis de
secuencias como los motivos y sitios especificosmeltée conservados dentro de acuaporinas de la
misma especie, en diferentes especies e incluslisgntos reinos. Estos motivos no nos aseguran
un ancestro comun para todos los canales de agua, pero si nos permiten agrupar y suponer a la
familia de proteinas, acuaporinas, con una famalidad comuan. Luego, las sustituciones otorgaran
a los canales las distintas pecutlades en su capacidad de transporte. Nuestro estudio filogenético
muestra que las cuatro subfamilias de pouaas de plantas, forman verdadechsster Es decir

que puede suponerse que los miembros que los comfienen si un origen en comun, por lo tanto
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son homologos y puede, mediante arboles filofgrs estudiarse la historia de cada uno de los
grupos (Figura 9). En la figura 9 se mostraronddmles filogenéticos solo para las sub-familias
PIP, TIP y NIP ya que la sub-familia SIP en Adaipsis tiene solo tres miembros y no es suficiente

para construir un arbol.

AtPIP2;1 (NP_190910)
—— AtPIP2;2 (NP_181254)
AtPIP2;3 (NP_181255)
AtPIP2;4 (NP_200874)
69 AtPIP2;5 (NP_191042)
AtPIP2;6 (NP_181434)
36 — AtPIP2;7 (NP_195236)
10— AtPIP2;8 (NP_179277)
AtPIP1;1 (NP_191702)
AtPIP1;2 (NP_001078066)

100

94

99

75

AtPIP1;3 (NP_171668)
AtPIP1;4 (NP_567178)
AtPIP1;5 (NP_194071)

100| 9%

0.02

99— AtTIP1;1 (NP_181221)
98 L AtTIP1;2 (AAB62692)

81 AtTIP1;3 (NP_192056)
AtTIP3;1 (NP_177462)
10— AtTIP3;2 (NP_173223)
AtTIP4;1 (NP_180152)
AtTIP2;1 (NP_193465)

AtTIP2;3 (NP_199556)
AtTIP2;2 (AAL38357)
ALTIP5;1 (NP_190328)

100

100
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100 AtNIP1;1 (NP_567572)
98 AtNIP1;2 (NP_193626)

92 AINIP2;1 (NP_180986)
80 AtNIP3;1 (Q9C6TO)
AtNIP4;1 (NP_198597)
0L AtNIP4;2 (NP_198598)
AINIP5;1 (NP_192776)
100 AtNIP6;1 (NP_178191)
ANIP7;1 (NP_566271)

—
0.05

Figura 9: Relaciones filogenéticas dre proteinas TIPs,NIPs y PIPs deArabidopsis thalianaLos arboles fueron
construidos utilizando el métodaneighbor-joining y seleccionando los siguientes parametrog:distance

bootstrap=1000 resampleg root on midpoint Los porcentajes deBootstrapson indicados en cada ramificacion.

Otra polémica que surge en torno a la agrupad@las acuaporinas de plantas es la nomenclatura
pues la misma da idea de la localizacién subaelyl fue predicha en base a la identidad de
secuencia. Para muchos casos aun resta commrobda prediccion de la localizacion subcelular

sea la correcta y de hecho, en algunos casos @ethague la localizacion observada no coincide

con la predicha observdndose patrones complejos de expresion @aaklal999; Kirchet al.,

2000; Chaumonet al., 2000). De estas observaciones se desprende, que si bien la nhomenclatura

expuesta es la vigente, resulta en muchos casos confusa y por lo tanto inadecuada.

Acuaporinas en polen maduro de Arabidopsis.

Como primer paso para integrar el transparegliado por acuaporinas con el desarrollo y funcién
del polen de Arabidopsis, se comenzé analizdodotranscriptomas relacionados. Se abordo el
andlisis definiendo los criterios necesarios parsiterar qué acuaporinas son especificas de polen
maduro. Los criterios establecidos fueron: que losi posean una expresion diferencial
estadisticamente validada, estando presentes en polen y ausentes en otrdSeefidus en cuenta

la informacion disponible sobre los perfiles de s@ipcion en granos de polen maduro a través del
uso del microarreglo ATH1 (Becket al, 2003; Boclet al, 2006; Borgest al, 2008; Hony<t al,
2004; Pinaet al, 2005 y Wanget al, 2008). Esta informacion se fue conociendo a lo largo del

desarrollo de esta tesis y fue siendo incorporatdeeatro analisis a medida que esto ocurria.
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En base a la informacién recopilada de los aaoeglos encontramos que de los 35 genes de
acuaporinas de Arabidopsis seis se expresan en polen maduies;1, AtTIP1;3, AtNIP4;1,
AtSIP1;1 AtTIP1; y AtSIP1;2. Luego se compar6 la expresiém silico de todos ellos en los
diferentes tejidos de la planta. Los resultadesobtuvieron utilizando el GENEVESTIGATOR

(http://www.genevestigator.ethz)cit se muestran graficados en la figura 10. Se observa en polen

los mayores niveles de expresion paralP5;1, AtTIP1;3y AtNIP4;1,niveles moderados en flores,
muchos mas bajos en inflorescencias e teutables en otros tejidos esporofiticdsSIP1;1 en
cambio presenta expresion elevada en polen,édiferencia de las tres acuaporinas mencionadas,
se encuentra constitutivamente expresada en tejidos esporofii€t?l;1y AtSIP1;2,no se han
incorporado en la figura 10, pues presentan mayor expresion en tejidos esporofiticos que en polen.
Resumiendo, solamente hay tres genes de acuap@imArabidopsis que cumplen ambos criterios
establecidosAtTIP5;1 (At3g47440),AtTIP1;3 (At4g01470) yAtNIP4;1 (At5g37810). A partir de

aqui los denominaremos “acuaporinas especificas de polen” y por lo tanto son las proteinas de
estudio de la presente tesidSIP1;1,AtTIP1;1y AtSIP1;2no han sido incluidas en los andlisis
experimentales realizados. Dmlas formas se dispone de informacion sobre ellas dado que las tres
han sido caracterizadas previamente por diferentes grupos de trabagb §M&004; Ishikawaet

al., 2005; Bieneret al, 2007 y Schissleat al, 2008).
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Figura 10: Expresion tejido especifica de las acuaporiseque se expresan dentro del 10% superior en polen

(gréfico obtenido deGENEVESTIGATOR fittp://www.genevestigator.ethz.¢hlEl nimero de microarreglos

consultado se muestra en el eje y, margen derecho. Ebpnedio de sefial obtenida dos distintos microarreglos

se muestra en el eje x.

Analisis transcripcional de las acuaporinas de polen.
Cuando se analizaron los datos de los microarreglesincluian al tejido gametofitico masculino,
para los tres genes de acuaporina especificos de, m& encontraron peculiaridades en el perfil de

expresion de cada uno de ellos (Ver tabla I).
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_ Polen Polen Polen Polen Polen Polen Cels.
ATIPSL uninucleado bicelular tricelular maduro hidratado germinado espermaticas
HONYS 1017 1262 1981 3101
WANG 6200 6200 4500
BORGES 6118 23229
ACTIPL:3 Polen Polen Polen Polen Polen Polen Cels.

uninucleado bicelular tricelular maduro hidratado germinado espermaticag
HONYS 852 1899 4791 1704
WANG 550 500 1500
BORGES 5397 68
ANIP4:L Polen Polen Polen Polen Polen Polen Cels.
uninucleado bicelular tricelular maduro hidratado germinado espermaticas
HONYS 916 1141 1754 559
WANG 35 35 6200
BORGES 62 201

Tabla I: Niveles de expresion de las aaporinas de polen en los distintos esliégos del desarrollo del polen, en los
procesos involucrados en la fecundacioén (polen hidratadogerminado) y en las células espermaticas. Los valores
indicados son los datos absolutos tdnidos en cada microarreglo: Honys (Honys y Twell, 2004), Wang

(Wang et al, 2008) y Borges (Borgest al, 2008)

De los experimentos realizados por Honys y colaboradores se evidencia que nAgrirasl
aumenta su expresion a lo largo del desarrollo del polen hasta que alcanza la mMda@ilR&Z3
encuentra su maxima expresion antes de laidfasacion polinica, descendiendo cuando el grano
de polen madura; por otro lad&NIP4;1 permanece durante todo el proceso de desarrollo y
maduracion del polen con niveles bajos de expresldago sorprende con un pico muy importante

en su sefal cuando el grano de palermina dando lugar al tubo polinico (Wasigal, 2008).

Estas observaciones sugieren que cada acuapmiiiia su papel protagénico en diferentes
momentos involucrados en los procesosdésarrollo de polen y fecundacion.

En 2008 el grupo de Ké generd microarreglos especificos de células espermaticas, alli se encontrd

que el gen que mas se expresa en todo el microarregdtTH25;1. Los 34 genes restantes de

56



Resultados Tesis G. Soto

acuaporinas no evidenciaron una expresion significativa (Batgak 2008). Este resultado nos
genera la inquietud de si la alta sefial que ptasesia acuaporina en todo el desarrollo del polen se
debe a su alta expresiéon en el mismo, o eslymto de su altisima expresion en las células
espermaticas.

Considerando la simpleza del enlcomo tejido, nos parecid interesante llevar a cabo un estudio
comparativo de la expresion de las acuaporinas entre polen maduro (MP) y otros tejidos
consistentes en un solo tipo celular tales como las células de tricoma (TC), las células del mesdfilo
(MC), las células del estoma (GC) y células dpillarriza (LRC). Estas ultimas se pudieron incluir
utilizando la informacion disponible a partir de tecnologias que permiten evaluar los perfiles de
transcripcién independientes para cada tipo ceprizsente en un tejido complejo, tal como ocurre

en raiz que se la subdivide en 15 tiposrdiiées, entre ellos la mencionada LRC (Birnbairal,

2003). Ya que no encontramos diferencias enxpaesion de las acuaporinas en los distintos tipos
celulares de raiz decidimos tomar LRC como ejemplo representativo. La figura 11 muestra que los
tejidos esporofiticos, de acuerdo dos criterios utilizados por los diferentes autores, TC; MC, GC

y LRC expresan un alto numero de genes de acuaporinas (13, 13, 14 y 17 respectivamente)
comparado con MP en el que sélo se expresaf [genes de acuaporinas antes mencionados. Estas
evidencias confirman el caracter represivo dmtgcriptoma de polen. También surge del analisis,
como se observa en el diagrama de Venn degladil2, que la divergencia de acuaporinas es
mucho mayor en el caso del polen que en los otros tipos celulares; es decir que el tejido de polen

tiene proporcionalmente un mayor nimero de acuaporinas especificas.

MP
TC
MC
GC

LRC
0 10 20
# acuaporinas expresadas

Figura 11: Comparacién del nimero de acuaporinas expresadas
entre el polen y otros tipos celulares simples.
MP: polen maduro; TC: células de tricoma; MC: células del mesdfilo;

GC: células del estoma y LRC: células de la pilorriza.
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Figura 12: Diagrama de Venn representadda superposicion de genes de acuaporinas
expresadas en los distintos tipos celulares simples.
MP: polen maduro; TC: células de tricoma; MC: células del mesdfilo;

GC: células del estoma y LRC: células de la pilorriza.

Una caracteristica inesperadia transcriptoma de polen es queskénico tejido de Arabidopsis en

donde la subfamilia PIPs (miembro mas destacada fiamilia MIP) no se encuentra representado

en forma significativa. Pese a que el gdRIP2;8 se expresa durante el desarrollo del polen, su
expresion es nula cuando éste alcanza la madurez. Por lo tanto la subfamilia TIP pareciera ser la
mas relevante en polen de Arabidopsis.

A continuacién, para confirmar los datos de la expresigsilico arriba mencionados, se llevo a

cabo una reaccién de RT-PCR para los gé@tP5;1, AtTIP1;3y AtNIP4;1 en tejidos de hoja,

raiz y polen maduro de Arabidopsis. Tal como se muestra en la figura de 13 los datos ratifican los
resultados de los microaglos de manera tal q@eTIP5;1y AtTIP1;3se expresan especificamente

en polen y no en los tejidos esporofiticoslizados, hojas y raiz. Los mismos resultados fueron

obtenidos para el gektNIP4;1 (resultados no mostrados).
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Hoja Raiz Polen ADNg

AtTIP5;1 770pb

AtTIP1;3
750pb

Actina 250pb

Figura 13: Analisis de la expresion de las acuaporinas especificas
de polen en hojas, raiz y polen de Arabidopsis.
Como control de reaccion de ADNc, actina.

Se incluyd ADN gendmico amo control de reaccion.

Clonado de las acuaporinas de polen.

A partir del ARN total extraido de polen madw® Arabidopsis, se subclonaron los tres genes de
acuaporinas de polen en el vector pZERO (Invitrogen) para su secuenciacioitRRE&1
(NP_190328) yAtTIP1;3 (NP_192056) se comprobd que los fragmentos presentaban 100% de

similitud con el publicado en bases de datogp(//www.ncbi.nim.nih.goy, mientras que para

AtNIP4;1 (NP_198597) se observaron 17 sustituciones atidieas. En este Uftio caso se realizé
nuevamente una extraccion de RNA y se repiti6 letlsmado del gen en el vector de secuenciacion

obteniéndose la misma secuencia nuclé#ique anteriormente (Figura 14).

>At NIP4;1
MSSHSDEIEEEQISRIEKGKGKDCHGGIETVICTSPSIVCLTQKLIAEMIGTYFIVFSGCGVVVVNVLYG
GTITFPGTCVTWGLIVMVMIYSTGHISGAHFNPAVTVTFAIFRRFPWHQVPLYIGAQFAGSLLASLTLRL
MFKVTPEAFFGTTPADSPARALVAEIISFLLMFVISGVATDNRAVGELAGIAVGMTIMLNVFVAGPITG
ASMNPARSLGPALVMGVYKHIWVYIVGPVLGVISGGFVYNLIRFTDKPLRELTKSASFSRAVSPSHKGSS
SKT

Figura 14: Secuencia proteica deducida elpase a la secuencia nucleotidica obtenida.

En amarillo se observan Ia sustituciones aminoacidicas.

59



Resultados Tesis G. Soto

En la figura 14 se sefalan las sustitucionesnaadidicas deducidas a partir de las secuencias
nucleotidicas obtenidas en nuestra secuenciaciéniamorea la disponible en base de datos. Las
modificaciones observadas fueron Q25H (cambesiduo polar por positivo); I78T (cambia
hidrofébico por polar); V200L (cambia hidrofébico por hidrofébico); S209T (cambia polar por
polar) y L268S (cambia hidrofobico por polar).

Evaluacion de la actividad de transportede agua de las acuaporinas de polen.

A continuacion, los tres genes fueron subclonalo®SGEM, vector que por sus caracteristicas
resulta 6ptimo para la transcripcidm vitro y posterior expresion de proteinas heterdlogas en
ovocitos deXenopus laeviver metodologia). A partir ieADNc plasmidico linealizado se
sintetizaron los ARNm paratTIP5;1, AtTIP1;3 y AtNIP4;1 Se determind la actividad bioldgica de
las hasta ahora hipotéticas acuaporinas amgliel estudio de cambio de volune ovocitos.
Para ello se inyectaron ovocitos con cada ARNd¢oema individual y se los sometié luego a un
shockosmotico. La figura 15 muestra que las meanhs plasmaticas de los ovocitos expresando
AtTIP1;3 (R: 12,9x10" IC entre 11,8 y 15,6x10cm/s, n=26) YANNIP4;1 (R: 14,26x10' IC entre
12,85 y 17,2x18 cm/s, n=13) tuvieron una permeabilidati agua dos veces mayor que las
membranas de los ovocitos inyectados con aguas(€x10* IC entre 5,9 y 7,3xIbcm/s, n=25);

en tanto que para los ovocitos inyectadosAGinP5;1 (R: 18x10* IC entre 15,8 y 21,5x10cm/s,
n=25) la permeabilidad al agualdemembrana triplicé la obterddhara los ovocitos inyectados con
agua. En estos experimenta#IP2:3 fue incluida como control positivos (59,3x10" IC entre
56,8 y 62 x1d cm/s, n=13) (Figura 15). Los datos arriba expuestos indicaAtfiR5;1, AtTIP1;3

y AMNIP4;1 indujeron un cambio significativo das permeabilidades de las membranas de los
ovocitos analizados. Estos resdita nos permiten considerarAdriP5;1, AtTIP1;3 y ANIP4;1

como acuaporinas capaces de transportar agua.
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Figura 15: Permeabilidad alagua de ovocitos expresandatTIP5;1, AtTIP1;3 y AtNIP4;1.
AtPIP2;3: control +. Agua: control -.

La significancia estadistica esta indicadaon asteriscos. (t-test, **p<0.01 y ***p<0.001).

Evaluacion de la actividad de transportede solutos de las acuaporinas de polen

Como se ha mencionado en la introduccion, las acuaporinas tienen dos caracteristicas estructurales
conservadas como filtros de selectividad. Una constriccion central formada por dos motivos
conservados NPA, contenidos en lospsB y E y una segunda barrera, mas angosta, llamada
constriccion aromético/arginina (ar/R) (ver Figut6). Esta barrera se encuentra definida en la
AQP1, donde fue descripta, por cuatro residuos:%#) His-180, Cys-189 y Arg-195 (H2, H5, LE1

y LE2 respectivamente) (Fet al, 2000; Suiet al, 2001; Thomast al, 2002). Ademas de la
repulsibn de iones positivos por la carga paaitibe la arginina, la selectividad del poro
aparentemente se debe al tamafio de exclusiénséstdividad es la que define al grupo de MIPs
capaz de mover pequefios solutos no cargados dedana tdro de la membrana y en la mayoria de

los casos también agua (Beiet al, 2006). Wallace y Roberts plantean como parametros
involucrados en la selectividad del poro, andetro, la polaridad o una conjuncién de ambos
(Wallace y Roberts, 2004). De acuerdo con esta teoria, basada en la estructura de estos
transportadores, la arquitectura de la regién selectiva ar/R, ubidsiéiPd;1 como transportador

de glicerol y aguaAtTIP1;3 como transportador de urea y aguaAtldP5;1 como transportador

poco convencional con pocas posibilidades de dorpuentes de hidrégeno con las moléculas
transportadas pero con la peculiaridad de ptasexi poro mas ancho de todas las acuaporinas
descriptas al momento. En las tablas se destacéaquayoria de los poros no tiene una funcion

exclusiva aunque tampoco son no selectivos (Tablas Il, Il y Figura 16).
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TIP5;1 TIP1,;3

Figura 16: a) Comparacion de las regiones de selectiaid ar/R de las acuaporinas de polen. Esferas azules: aa

hidrofilicos béasicos; bolas blancas: aa hidrofilicos neuts) bolas amarillas aa hidrofébicos y bolas celestes: grupos
OH disponibles. b) Representacion de la dimension debro de AtTIP5;1 comparado con AQP1 utilizando el
programa HOLE (Smart et al, 1993) y visualizado con Inghtll. Tomado de Wallace, 2004
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) o Fenotipo .
Proteina | H2| H5| LE1| LE2 Transporte Localizacion Referencias
en mutante
HsAQP1 H C R Agua Prestat§92
AtPIP2;3 H T Agua Daniel$994
Liu, 2003; Maurel, 1993; Bienert,
AtTIP1;1 tonoplasto ) . i
H A Vv Urea, aguay tD, Sin fenotipo | 2007; Beebo, 2009; Loqué, 200% :
(a) cloroplasto
Hofte, 1992
AtTIP1;2 ) ] Liu, 2003; Bienet;2007; Beebo,
H A Y, Urea y HO, tonoplasto Siffienotipo 3
(@) 2009; Loqué, 2005.
Asociado a
AtTIP1;3 ) )
@ H A \Y Ureay agua endomembranas| reciclado de Soto, 2008 y esta tesis
a
nitrégeno
Liu, 2003; Bienert, 2007; Holm,
AtTIP2;1 urea, NH3/NH4+, tonoplasto ) ) )
H G R ) Sin determinar]  2005; Loque, 2005; Boursiac,
(b) methylammonio cloroplasto
2005.
ALTIP2;2 ] _ ] _ _
b) H G R Sin determinar tonoplasto Sin determinar Hicks, 2004
AtTIP2;3 NH3/NH4+, . ] ]
H G R ] tonoplasto Sin determingr Loque, 2005; Dynowski, 2008
(b) methylammonio
) Asociado a Moriyasu, 2003
AtTIP3;1 ) ) Autolisosomas
H A R Sin determinar desarrollo de Maurel, 1997
(b) Vacuolas de reserval ]
semilla Hunter, 2007
Asociado a
AtTIP3;2 ) .
) H A R Sin determinar Vacuolas de reserva desarrollo de Maurel, 1997
semilla
AtTIP4;1 ] ] ]
) H A R Urea tonoplasto Sin determinar Liu, 2003; Loque, 2005
Asociado a
AtTIP5;1 ) ) ) )
© N \Y G C Ureay agua mitocondria reciclado de Soto, 2008 y esta tesis
c
nitrégeno
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i L Fenotipo en
Proteina | H2| H5| LE1| LE2 Transporte Localizacion Ref
planta
Glicerol, Formamida ) )
simbeosoma Fortir,987
yAgua
) Membrana Tolerancia a Weig, 2000 ; Kamiya,
As(lll), agua y glicerol . o
plasmatica arsénico 2009.
] ) ) No tolerancia a Weig, 2000 ; Kamiya,
As(lll) y glicerol Sin determinar )
Arsénico 20009.
o ) Reticulo y ) ) )
Acido lactico, no agua ni o Induccion por Choi, 2007; Mizutani,
) endoplastico )
glicerol ) anoxia 2006
(raiz)
Sin determinar Sin deteinar Sindeterminar
Agua Sindeterminar Sindeterminar Esttesis
Sin determinar Sin deteinar Sindeterminar
. ) Crecimiento en )
AINIP5;1 Ao Acido borico, agua y Membrana ) .| Takano, 2006; Kamiya,
A R - baja concentracion
(e) G As(lI1) plasmética 2008
de boro
AtNIP6;1 Ao Acido borico, glicerol y ) ) ) ) Takana, 2008; Wallace|
A R Sin determinar Sin determinar
(e) G solutos mayores 2005
AtNIP7;1 Ao ) ) Tolerancia a
A R As(lll), agua Sin determinar o Isayenkov, 2008
(e) G arsénico

Tablas Il y lll: Agrupacién de todo s los miembros de las subfamilias R y NIP de acuerdo con sus motivos

subgrupos mencionados con su agtdad y funcionalidad en plantas

ar/R (a-e) definidos por alineamietos de secuencias y modeladosplmomologias. Correlacion de los

Considerando que los modelados de fitisos de seleccion de las tres acuaporifdNiP4;1,

ALTIP1;3 yAtTIP5;1 presentan caracteristicas de transportadores de solutos, nos resulté interesante
tratar de confirmar las predicciones con ensayos experimentales. Para comenzar esta etapa de la
caracterizacion se evalué la permeabilidad a uresiendo en cuenta que todas las TIPs de
Arabidopsis caracterizadas hasta el momento smsportadoras de este soluto (ver Tabla Il). La
metodologia implementada consistid la coinyeccion de ovocitos denopus laevison ARNc de

ALTIP5;1, AtTIP1;3 y AtNIP4;1 en forma individual junto coAmAQP1 oAtPIP2;3 (acuaporinas
ortodoxas con alta permeabilidad al agua). Seguidamente se evalué el cambio de volumen de los

ovocitos cuando se los sometié a un shock de urea, es decir se les aplic6 un gradiente quimico
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manteniendo la osmolaridad constante. Baj@sestondiciones, el aumento de volumen seria
consecuencia del transpode agua por medio d&PIP2;3 (la acuaporina control co-inyectada que
solo transporta agua) al recibir, si la acua@ode polen ensayada es capaz de transportar urea, un
gradiente osmotico generado por el influjo inicial de urea al huevo.

Los ovocitos mostraron un notable aumento de volumen cuatidB5;1 o AtTIP1;3 pero no
AtNIP4;1, se coinyectaron cofAtPIP2;3 (Figura 17 y Tabla IV). Cuando los mismos ARNCc fueron
inyectados corAtTIP5;1, AtTIP1;3 o AtNIP4;1pero sinHmMAQP1y/o AtPIP2;3 no se observo

cambio de volumen (datos no mostrados).

30

Kkk
kkk e e

n
(=]
1

d (VIVo)/dt (10°/seg)
=
[

[ﬁ
L
l

=
Agua
AtPIP2;3

AtTIP1;3 + AtPIP2;3
AfTIP5;1 + AtPIP2;3
AtNIP4;1 + AtPIP2;3

Figura 17: Permeabilidad a la urea deAtTIP1;3; AtTIP5;1; AtNIP4;1 y AtPIP2;3. Las medias representan las
pendientes iniciales tomadas a 80 segundos. AguaAfPIP2;3: controles negativos. Le valores son media = S.E.M
(n = 15-18 ovocitos). El experimento se repitié 3 veces. significancia de las diferencias se evalud con t-test y se

indican con asteriscos (*** p < 0.001).

En condiciones similare&tTIP5;1 yAtTIP1;3, al igual qué&tNIP4;1, no mostraron permeabilidad
a glicerol ni acido borico, otros dos tipicos $ofutransportados por acuaporinas (Tabla V). Estos
resultados sugieren qédTIP5;1 yAtTIP1;3 son acuaporinas capaces de transportar urea en forma

especifica.
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Transporte de urea  Transporteade bérico Transporte de glicerol
Agua -2.76 + 2.66 153+231 -0.68 +1.12
AtPIP2;3 -2.12 +3.30 1.60 £ 3.25 -1.40 £ 1.06
AtPIP2;3 + AtTIP1;3 18.94 + 3.29 2.08 £3.30 -1.05£1.00
AtPIP2;3 + AtTIP5;1 21.18 +4.97 2.01+£3.02 -0.99 £1.90
AtPIP2;3 + AtNIP4;1 -0.51+1.72 2.50 £3.02 -1.02 £1.03

Tabla IV: Permeabilidad de las acuaporinas especificas gmlen a diferentes solutognsayados. Las unidades de
transporte son 10%seg. Los datos son expresados como la mediSR. En los experimentos de urea se evaluaron
15-18 ovocitos (tres experimentos independientes) y elncaso de glicerol y acido bérico 6 ovocitos (dos

experimentos independientes).

Estudio de la regulacion de las acuaporinas de polen

La regulacién de las acuaporinas es un tema tandado como interesante. Utilizando diversas
técnicas que van desde la expresién heteréloga en ovocitos hasta estudios de protoplastos, se ha
acumulado cuantiosa informacion sobre las viaggulacion de las acuaporinas. Nos resultd
atractivo estudiar como se modificaba la actividadlas acuaporinas de polen en funcién de las
rutas de regulacién conocidas.

El grupo de Chaumont en 2004 demostrd en ipaézlas interacciones entre diferentes acuaporinas

son necesarias para modular la actividad de transpergua (ver Introduccion). Se demostrd que

la heterooligomerizacion de una acuaporina deZipBIP1;2 con otra de tipdmPIP2;5 resultaba
esencial para el transporte de agua de la PIP1 (fttai, 2004). Considerando la moderada
permeabilidad al agua que mostrarAtTIP1;3 y AtTIP5;1 en nuestros ensayos, nos intereso
conocer si ambas acuaporinas estaban reguladas de forma similar que las PIPs de maiz. Los
resultados obtenidos demostraron daepermeabilidad al agua d&tTIP1;3 y AtTIP5;1 co-
inyectadas en ovocitos, no era superior a las de cada una en forma individual (datos ho mostrados).
Estos resultados indican que la actividadAdEIP1;3 y AtTIP5;1 no se incrementa al actuar en
forma heterotetramérica conjunta; de todas namerstos ensayos no son suficientes para descartar

la formacién de un tetramero mixto (heterotetramero) entre ambas acuaporinas.

Luego realizamos experimentgsara ver si la actividad détTIP1;3 y/o de AtTIP5;1 se
encuentraba regulada por fosforilacién, corse describié para ciertas acuaporinas (ver
Introduccidn) (revisado en Maurel, 2008). Para Hewaabo dicho analisis en nuestro sistema de
estudio, ensayamos dos tipos de experimentos en ovocitos: En el primero, se estimulé la
fosforilacion utilizando un cdctel inductor de fosforilaciones (Maetehl, 1995); mientras que en

el segundo se promovid la inhibicién de la aocde fosfatasas de tipo 1 y 2A (Valeeti al,
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2000). En ninguno de los dos tiposadg@erimentos se evidenciaromudaos en la permeabilidad al

agua deAtTIP1;3 y AtTIP5;1, inducidos por mecanismos asociados a la fosforilacién proteica
(datos no mostrados).

Finalmente, se evalud el efecto del pH acido ewteen la actividad de transporte de estas
acuaporinas. Para eso, seguimos el protocolo descripto en Tournaire-Roux, 2003 brevemente
modificado. Se incubaron ovibes inyectados con aguaiNIP4;1, AtTIP1;3 0 AtTIP5;1 en forma
individual en soluciones a pH 7,5y a pH 6; luego de 10 minutos cada ovocito fue sometido a un
shock hipo-osmoético como en el ensayo estandar de aumento de volumen. Los resultados
mostraron que la acitlad reportada paratTIP5;1 en condiciones normales, se inhibié en un 60%

a pH externo &cido, pH 6. Mientras que taAtdIP1;3 comoAtNIP4;1 son insensibles a la

acidificacion del medio externo en los ovocitos (Figura 18).

Agua AtTIP1;3 AINIP4;1 AtTIPS5;1

s

o
L

P; (102 cmls)
¥
_|

-
[

pH7,5 pH6pH7,5 pHE6 pH7,5 pH6 pH7,5 pHE

Figura 18: Efecto del pH &cidoexterno en la actividad de las acuaporinas de polen.
Los datos se expresan como media + S.E.M (r8=15 ovocitos). El experimento se repitié 3 veces.

La significancia de las diferencia se evalu6 con t-test y se inchn con asteriscos (* p < 0.05).

A razén de estos resultados, se buscé en la secuencia aminoaciiittP8¢el posibles residuos
potencialmente involucrados en detectar el cambio de pH; los candidatos planteados en la literatura
para dicho fin son las histidis y lisinas debido a su naturaleza polar de carga positiva (Németh-
Cahalanet al.,2000; Weekst al., 2000). Se realiz6 un alineamiento A IP5;1 con las otras

TIPs de Arabidopsis en busca de histidinas y lisinas ubicadas leopssntermembrana A, Cy E

que, topolégicamente, se disponen hacia el extdebovocito. Como se muestra en la figura 19

guedaron dos candidatos posibles: la histidina 131 y la lisina 136.
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AtTIP1;1
AtTIP1,;2
AtTIP1;3
AtTIP2;1
AtTIP2;2
AtTIP2;3
AtTIP3;1
AtTIP3;2
AtTIP4;1
AtTIP5;1

* k  kkkkk kk %

FNKLTEN-----GATT ATGGLAVPAFGLSAGVGV GAFSGASMNPAVAFGPAVVSWTW
FNKITDN-----GATT ATGGEPIPAFGLSAGVGS GAFSGASMNPAVAFGPAVVSWTW
YGKLTGD-----GPAT STGGMETAAFSLSYGVTP GAFDGASMNPAVSFGPAVVSWIW
FAKLTSD-----AALD VTNGESVPT GVAAGLGA GPFSGGSMNPARSFGPAVVSGDF
YAKLTSD-----AALD VTGGLAVPT SVAAGLGS GPFSGGSMNPARSFGPAVAAGDF
FAKLTSD-----GALD VTNGKSVPT GVSAGLGA GPFSGGSMNPARSFGPAVVSGDL
LDKLYWE [AARAGTNT TTNGMRPVGFRLASGVGA GPFSGASMNPARAFGPALVGWRW
LDKLYWDTAA [JTGTNT ATNGLRPVgVASGVSE GPFDGASMNPARAFGPALVGWRW
TDSLVGN-------- T LTGGMGTPV TLASGVSY GAFSGASMNPARSFGPALVSGNW
SRKLMAG----DVSGP TVME(gVPIYNAGEMTG GPFSGGSMNPACAFGSAMVYGSF

loop A loop C loop E

Figura 19: Alineamiento de las regiones intermembrana A, Cy E
de todos los miembros de la subfamilia TIP.
Los * marcan los residuos conservados. BEmegro se resaltan los residuos histidina.
En azul se resalta la histicha 131 y la lisina 136.

Se recuadra el motivo sensor de pldn la AtTIP5;1 (ver Figura 20)

Con el fin de evaluar el contexto en el que enttan estos residuos, se realiz6 otro alineamiento

especifico para la region flanqueante de amboduesiy la region flanqueante de la histidina 197,

postulado como sensor de pH (Tournaire-Raixal, 2003), entreAtTIP5;1 y las AtPIPs

respectivamente.

En la figura 20 se propone un motivo conservadcedat PIPs reguladas por pH y TIP5;1, como

motivo sensor de pH, que involucraria al resitlisl31. La lisina 136 fue descartada porque su

contexto no es coincidente con el de las PIPs.

motivo sensor de pH -u PO
AtTIP5;1 (NP_190328) EQ VPl 134
AtPIP2;1 (CAB67649) DS PV 202
NtPIP2;1 (AAL33586) DS PV 199
OsPIP2;1 (EAY86778) DS IPV 205
GhPIP (ABK60195) DS VPV 201
CfPIP (ABN11917) DS IPV 200
HvPIP (BAE02729) DS IPV 206
LsPIP (CAI79104) DS Pl 100

Figura 20: Alineamiento de las region flanqueante a la ktidina propuesta como sensor de pH en acuaporinas.

En la primera fila se observa el motivo consenso propuesto como sensor de pH.
Donde:- es un residuo acido, p es un residuo polar no carga{ghes un residuo de histidina
y ¢ es un residuo hidrofobita Nt [Nicotiana tabacufy Gh [Gossypium hirsutum

Cf[Cucurbita ficifolid, Hv [Hordeum vulgarg Ls[Lactuca sativh
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Seguidamente, con el fin de evaluar si la Hisé@lverdaderamente un residuo sensor de pH, se
realizaron dos mutaciones puntualeemplazando la histidina 131 @dTIP5;1 por alanina
(aminoacido pequefio y sin carga neta) y por aagfartico (de gran tamafio y carga negativa)
(Tournaire-Rouxet al, 2003). Cuando la histidina se reemplazé por un aminoacido de similar
tamafio pero de carga opuesta (acido aspérticogrtd un 40% la actividad de la acuaporina a
pH &cido. Por otro lado al reemplazarse la histidina por alanina (aminoécido no polar y mucho
mas pequefio) la actividad @¢TIP5;1 en condiciones externas &cidas aumentd un 60%). Los
experimentos mostrados en la figura 21 sugieenla histidina 131 podria ser importante en la
regulacion de la actividad de transporte por g@terno, sin embargo no son suficientes para
determinar que caracteristica/as de este residgore$d/s que le otorgdicha funcionalidad.
Resultados similares han sido descriptos previamente en otros transportadores (ver discusion).
En la figura 21 se evidencia que a pH neutrbign se observa un aumento en la actividad de
ambas mutantes; esto podria deberse a un camhiotastl en el aumento de actividad que estas

mutaciones generan a la proteina en condiciones normales.

AtTIP5;1  AfTIP5;1
Agua AfTIP5;1 H131D H131A

5+ N.S

P;(10cm/seg)

1

pH7,5 pH6 pH7,5 pH6 pH7,5 pH6 pH7,5 pHE

Figura 21.: Efecto del pH externo acido sobré&tTIP5;1 mutagenizada en la histidinal31.

L ocalizacion subcelular de las acuaporinas de polen.

Hemos discutido la importancia de conocer la loealin de una proteina en un tejido para
conocer mejor el papel que juega en la fisiologia de la planta. De forma anéloga también resulta
relevante en el entendimiento del rol funciormalnocer la localizacién de la proteina en cuestion

en su entorno celular. Consideramos ergsnque tener informacién acerca de la ubicacion

subcelular de las acuaporinas de patesity, seria un aporte muy valioso.
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Como se discutié previament&tTIP5;1, AtTIP1;3y AtNIP4;1 se expresan en polen maduro de
Arabidopsis. De acuerdo a la “homologia de secashcparadigma actual utilizado para clasificar
las subfamilias de MIPs en plantas, los miemliteda subfamilia TIP deberian localizar en el
tonoplasto; por otro lado, la localizacion de tbembros de la subfamilia NIP es incierta. Estas
proteinas se caracterizan por expresarse en cgldlagnos muy especializados, como es el caso
se su arquetipgoybean nodulin 2@NOD26) caracterizado por Weaver y colaboradores en 1994,
que se localiza en la membrana simbiosémica/peigbaidal de los nddulos presentes en la raiz de

la leguminosa.

Prediccion bioinformética de la localizaciénsubcelular de las acuaporinas de polen.
En principio, se utilizaron herramientas bioinfaticas como aproximacion para predecir la
localizacién subcelular de las acuaporinas de polen. La fu@adineFP (electronic florescent

pictographic) Browserdisponible enhttp://bar.utoronto.ca{Winter, 2007), muestra en forma

esquematica y utilizando un cdédigo colorimétricgpairon esperado de localizacion subcelular de
cualquier proteina de Arabidopsis. Las predicci@m®erealizan sobre las bases de datos SUBA, que
contemplan la identidad de secuencia, las esezias de la sefial y las secuencias de localizacion
contenidas dentro de la proteina (Heaplesy 2007). En la figura 22 se observa ¢uélP5;1
(At3g47440) se predice preferencialmente en mitocondrias (rojo) y con menor probabilidad en

plastidos (naranja).
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At3gd7440 Cell eFP Browser - bar.utoronto.ca
Cell Wall Sochonds
Plasma = F"’
Membrane | 7 Golgi
1 Vacuole
Microtubule <
(Cytoskeleton)
{— Chiloroplast
I (Plastid)
Nucleus / ]
Endoplasmic \
Reticulum ’/ Peroxisome
Cytosol \ (\
7 Confidence: min —ax |\
Dravn by T. Ampofo, Data from SUBA (Heazlewood et al, 2007).

Figura 22: Prediccion de lalocalizacion subcelular deAtTIP5;1 utilizando Cell eFP Browser El gradiente
colorimétrico de amarillo a rojo se utiliza pararepresentar la confianza de la estimacién.
A mayor confianza de prediccién mas intenso el colorado.

En el casale AtTIP1;3 (At4g01470) la prediccion coincidercla esperada para los miemos de la
subfanilia TIP, con la mayor prolidlidad de localizaciéon en tonoplasto. Para ambas proteinas la

probabilidad de localizarse en mamaha plasmatica es baja (amarillo).

Atdg01470 Cell eFP Browser - bar.utoronto.ca
. 2 f
W ——
ConVeell Mitochondria

Plasma . F/‘
Membrane W _ Z— Golgi
Vacuole
Microtubule
(Cytoskeleton)
Chloroplast
(Plastid)

Endoplasmic
Reticulum j Peroxisome
o N
Cytosol (\
= A\
Confidence:  min SR max
Drawn by T. Ampofo. Data from SUBA (Heazlewood el al, 2007).

Figura 23: Prediccion de la localizacion subcelular dAtTIP1;3 utilizando Cell eFP Browser El gradiente
colorimétrico de amarillo a rojo se utiliza pararepresentar la confianza de la estimacién.
A mayor confianza de prediccién mas intenso el colorado.
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Bajo el mismo analisisAtNIP4;1 (At5g37810) se encontraria en la membrana plasmaticany/o

algun plasto (Figura 24).

Ag37810 Cell eFP Browser - bar.utoronto.ca

Cell Wall

Microtubule
(Cytoskeleton)
Chioroplast
(Plastid)

Endoplasmic

Reticulum Peroxisome

mee: min R A X \\

Bravra by T. Ampofo. Data from SUBA (Heazlevood ef al, 2007,

Figura 24: Prediccion de lalocalizacion subcelular de AtNIP4;1 utilizando Cell eFP Browser El gradiente
colorimétrico de amarillo a rojo se utiliza pararepresentar la confianza de la estimacion.

A mayor confianza de prediccién mas intenso el colorado.

Corsiderando que AtTIP5;1 se ubicaria en wgitndria y que no hay ningln reporte sobre r@égu
acuaporina de plantas con localizaciontogondrial, se utilizé "MITOPROT: Prediction of
mitochondrial targeting sequences'httf://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprot.html

para predecir la probabilidad de exportacion aniebcondria. Encontramos que AtTIP5;1 con un
93% es la Unica acuaporina de Arabidopsis cuya localizacion se predice en mitocondrias; este
porcentaje es similar al observado para gosteinas conocidas de localizacibn mitocondrial

AtPSD1(Ronteiret al, 2003) y AtOXA1(Sacamoteet al, 2000) (Figura 25).
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AtPSD1 |
AtOXA1
ALTIP5;1
AtNIP3;1
AtTIP3;1
AtTIP1:2
AtPIP2:8
AtTIP3;2
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Figura 25: Probabilidad de exportacion a la mitocondriapara todas los acuaporinas de Arabidopsis. AtOXAl y

AtPSD1 proteinas de membrane interna mitoondrial utilizadas como controles positivos.

Considerando la importancia de este resultatencontrarnos ante la primera evidenugiaitu de

una acuaporina de localizacion mitocondrial, decidirestudiar en detalle la secuencia proteica de
ALTIP5;1. Primeramente, como se observa en ladi@4 encontramos en bases de datos los genes
ortélogos deTIP5;1, los cuales fueron validados como tales mediante un arbol filogenético (Figura
26). De los cinco clusters de genes TIPs descriptodrahidopsis thaliana(AtTIP1, AtTIP2

AtTIP3 AtTIP4y AtTIP5H y sus genes ortélogos encontrados, solamente eAJdR5;1y sus

genes ortélogos ddordeum vulgataZea mayy Oryza sativacodifican para proteinas que poseen

una sefial de de exportacién a mitocondria cuya secuengjg @ dondee es hidrofobico yy es
cualquier aminoacido (Figura 27). La posicion @ga sefal con respecto al primer dominio
transmembrana (TMHMM Server v. 2.0) también se encuentra conservada en estas cuatro proteinas.
El analisis estadistico demostr6 que los prepeptidos de proteinas mitocondriales de plantas son
normalmente ricos en serina (17.1%), arginina (12.6%), alanina (12.0%) y leucina (10.6%) pero
pobres en cisteina, histidina, triptofano y acido glutamico (<2%) (Gédsal, 1998). Las cuatro
secuencias proteicas descriptas cumplen con estas caracteristicas. La pydt#bdl, en
particular, es principalmente rica en seri(@0%) y arginina (10%) y no posee residuos

aminoacidicos de cisteina, histidina, triptofano y acido glutamico.
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99 — AtTIP1;1 (NP_181221)
L ALTIP1;2 (AAB62692)
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—
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61 OsTIP5;1 (CAH67147)

Figura 26: arbol filogenético de la subfamilia TP de Arabidopsis y genes ort6logos de TIP5;1 en

monocotidedoneas. El analisis se reafizpor el método de neighbor-joining.

Los porcentajes deBootstrapson indicados en cada ramificacion.

(At: Arabidopsis thalianaHv: Hordeum vulgataZzm: Zea mayy Os: Oryza sativa.

A(TIP5;1 (NP_190328)
HVTIP5;1 (AAF90122)

ZmTIP5;1 (NP_001105036)

OsTIP5;1 (CAH67147)

MRRM @PTS [FSSK | QG SEN
M BsN @R GH|M KH @ d|SPP
M BSNN [@L DB KR @dISBP
M AN §C ANy KR @ @[SPP

Figura 27: Alineamiento de seuencias aminoacidicas codifictas por genes ortélogos al getTIP5;1. Se muestra

la secuencia proteica hasta el primer dominio transmembrana. En recuadro se describe el consersexportacion

a mitocondrias @Y X®®). Con fondo negro se sefialan los aminoacidb&rofébicos y con asterisco se muestra el

Gnico aminoacido conservado, un residuo de serina. (A&rabidopsis thalianaHv: Hordeum vulgataZm: Zea mays

y Os: Oryza sativy.

Localizacion subcelularin situ de las acuaporinas de polen.
Para validar la localizacion subcelular sugenma los métodos bioinforméticos, se analizé la

localizaciénin situ de los dos TIPs. Para ello, se desamoiiaos tipos de construcciones quimera

para los dos genes de la subfamilia TIP: una llavaroteina eGFP en el extremo N-terminal (en

PEGAD; Hickset al, 2004) y la otra en el C-termin@ltilizando el plasmido pBI121; Clontech).
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En ambos casos se utiliz6 el promotor que corresponde alAges? de polen de tomate el cual es

un promotor fuerte, especifico de polen (Muschitttal, 1994) y activo en polen derabidopsis

thaliana

A fin de confirmar la funcionalidad de las construcciones se decidié implementar como
metodologia la biobalistica. Se bombarded polen de tabaco conATPB;1, eGFPALTIP1;3,
AtTIP5;1-eGFP YAtTIP1;3-eGFP, para evaluar de maneraditana los niveles de expresion de las
proteinas. Al realizar estos bombardeos delj@rse obtuvo una taza de expresién muy baja, que no
nos permitié analizar los resultados. Por lo tanto se resolvi6 cambiar de vectores de expresion en
plantas y se optd por utilizar plasmidos binarios de la fai@idieeway SysterfCurtis, 2003). Con

estas modificaciones, utilizando nuevamente la expresion transitoria de polen de tabaco, la taza de
expresion proteica resulté adecuada para las construcciones con el eGFP en la region N-Terminal de
la fusion, mientras que no se observaron gral@opolen fluorescentes con las construcciones en
donde el eGFP se encontraba en la regién Giatnias construcciones eGFP-AQP y el vector
control con eGFP solo, que fueron confirmadas cedlaas, se utilizaron posteriormente en la
transformacién estable de plantasfdabidopsis thaliana.

El método de transformacion que se escogié fue la infiltracion de inflorescencias mediante
Agrobacterium tumefaciensque es la metodologia mas utilizada hasta el momento en la
transformacion de Arabidopsis (ver metodoldgias semillas obtenidas se sometieron a seleccion
con glufosinato de amonio siguiendo el protoddieado y publicado por Harrison y colaboradores

en 2006; las plantulas mas altas y con los aliles verdes se transplantaron. Posteriormente
fueron crecidas en condiciones normales de nutrientes, luz y temperatura. Se confirmé la
transformacién de las plantas por PCR especifica glagen eGFP y para los genes especificos de
cada fusioén (Ver figura 28).

eGFP-Tip5;1  eGFPR-Tip1;3 Columbia 400 pb

1632 pb

Figura 28: Confirmacion del caracter transgénico de las plantas por PCR especifica para las fusiones.
Las flechas sefialan los productos de fusion. Colunab control —. Analizada con los oligonucledtidos

correspondientes para cada fusion.
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Con las plantas seleccionadas en flor, se realizaron germinaciones da pdtien observandolo

en epifluorescencia con el filtro adecuado para la visualizacion de GFP. Como se ve en la figura 29,
los tubos polinicos de las plantas salvajes xtuben autofluorescencia que si es evidente en el
grano. Las plantas transgénicas expresan GFP &0elde los granos de polen, ya que se trabajo
con plantas heterocigotas con promotor de expresida célula vegetativa del polen y el mismo es
haploide. En la figura 30 para una misma plasgadistingue claramente el tubo polinico que

expresa GFP del que no.

=

Figura 29: Observacion de granos de polen ddantas salvajes germinados de columbia

en luz blanca y luz fluorescente con filtro para GFP.

LUZ BLANCA 3 Fluorescencia
Planta transgénica eGFP Planta transgénica eGFP

Figura 30: Observacion en luz blanca y luz fluorescente con filtro para GFP

de granos de polen germinados de gmtas transgénicas expresando eGFP.
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Se obtuvieron y evaluaron plantas transgénicas con las dos construcciones eGFP-AQP. Se
analizaron (teniendo en cuenta la intensidaflueescencia y la resistencia al agente selectivo de

la descendencia) 17, 20 y 11 lineas transgénicas independientes que expresan eGFP, eGFP-TIP5;1y
eGFP-TIP1;3, respectivamente. Mientras las plantas transgénicas para GFP presentaron una tipica
distribucion homogénea de la fluorescencia en epleisma de los tubos polinicos (Figura 31 a), las
transgénicas de ambas fusiones mostraron una distribuciéon de GFP particulada, caracteristica de
proteinas de endomembranas (Figura 31 b y c¢). En estas primeras observaciones se evidencia
también queAtTIP1;3 yAtTIP5;1 no localizan ni en membrana plasmética ni en la membrana de la
vacuola central del polen, ya que ambas estructuras se pueden reconocer facilmente en luz blanca.
Es interesante destacar que los patrones deeflcencia generados por ambas proteinas de fusion
resultaron diferentes entre si en la mayoridadevisualizaciones realizadas. Las imagenes de la
figura 31 corresponden a ejemplos representatdescada fusion. Mientras las particulas
fluorescentes correspondientes a la localizaciéreGFP-TIP5;1 se caracterizaron por presentar
siempre un patrén similar con pequefias particuladesedistribuidas a lo largo de todo el tubo
polinico; la fluorescencia correspondiente a talizacion de eGFP-TIP1;3 resultd tener un patrén
menos constante. En algunos casos hemos odsewvapatron de particulas pequefas similares a

lo descripto para eGFP-TIP5;1 (ver figuras 325), pero en la mayoria de los casos se observan
estructuras citoplasmaticas de mayor tamafio y forma variable, las cuales podrian ser algun tipo de

vesicula o vacuola o tal vez alguna otra orgaaa&laerpo intracelular no identificado (Figura 31 c).
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Figura 31: a) Observacion de la distribucié@ homogénea de GFP en plantas transgénicals) Observacién de la

distribucién particulada de eGFP-TIP5;1 de las plantas trasgénicas. c) Observacion de la distribucion particulada

de eGFP-TIP1;3 de las plantas transgénicas.
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A partir de aqui se continué trabajando solameon dos lineas independientes para cada genotipo.
Seguidamente decidimos observar A4TIP5;1 y AtTIP1;3 estan reguladas por trafico entre
membranas. Este movimiento pteinas entre membranas, si ocurriera, podria ser importante en
el proceso de elongacion del tubo polinico, en donde la membrana plasmatica crece con la fusion de
pequefias vesiculas a la punta del tubo. Paraselidilizo la tincion lipofilica FM4-64, que marca

con fluorescencia roja por contacto las membramesrporandose a la célula por endocitosis de
invaginaciones vesiculares. De esta forma, sigilo las redes del transito vesicular el FM4-64
marca las organelas componentes de las rutas secretorias etBalt@004; Partoret al.,2001 y

Wang et al., 2006). Por la naturaleza de esta tinciéspecifica de membranas, se tomo la
precaucién de establecer las condiciones que permiiservar en nuestro sistema los fenbmenos

de reciclado vesicular; para ello se realizalas experimentos en tiempos muy cortos. En los
ensayos con polen germinaitiovitro se observo que si bien existe un movimiento particulado de la
fluorescencia en las plantamnsgénicas expresando eGAFIP5;1 y eGFPALTIPL;3, el mismo

no se asemeja al transito vesicular evidencpamda tincién con FM4-64 (Figura 32 y 33) (Bo#ie

al., 2004). Conjuntamente se capturaron las sefal@isatescencia en los canales adecuados; rojo
para FM4-64 y verde para GFP. Los resultadodadeimagenes superpuestas evidenciaron que
practicamente no existen puntosagncidencia entre ninguna de las dos fusiones ensayadas y la
tincion con FM4-64. Tomadas en conjunto, las observaciones mencionadas sugieren que la
localizacién deAtTIP5;1 y AtTIP1;3 no es vesicular en polen y que el movimientaafficking

sigue el flujo de las distintas organelas dentiacileplasma, pero no forman parte de los procesos

de endocitosis ni exocitosis (Figuras 32 y 33).

eGFP-Tip1;3 eGFP-Tip1;3 eGFP-Tip1;3
canal: GFP canal: FM4-64 MERGE

Figura 32: Observacion de eGFRAtTIP1;3 en los canales adecuados y superposicion
de las imagenes de ambos canales.
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eGFP-Tip5;1 eGFP-Tip5;1 eGFP-Tip5;1
canal: GFP canal: FM4-64 MERGE

Figura 33: Observacion de eGFRALTIP5;1 en los canales adecuados y superposicion

de las imagenes de ambos canales

Luego con el fin de confirmar los resultados obtenidaslico, se realizaron tinciones especificas

para mitocondrias en tubos de polen de lastatatransgénicas. Con tal objetivo, se utiliz6 como
marcador el Mito Tracker Red CMXROS que tifie especificamente, de rojo fluorescente, las
mitocondrias de las células vivas. Se adquiri@mmo imagenes las seé@alde fluorescencia en los
canales adecuados, rojo para Mito Tracker y verde para GFP. En el casdlEg;l la
superposicion de imagenes debas canales (MERGE) evidencié una coincidencia total, lo cual
apoya fuertemente que la localizacién subcelular AGEP5;1 en polen de Arabidopsis es
mitocondrial (Figura 34). En cuantoAdTIP1;3 también se observé upaoporcién de coincidencia,
aunqgue en este caso no fue total. Es decir que pa&&til;3 en polen estaria en mitocondrias y

el resto de la proteina en alguna otra estructura subcelular no vesicular (Figura 35). Para el caso
especifico deAtTIP1;3 es importante mencionar que osstexperimentos se basan en la
sobreexpresion de las proteinas con lo cual no se puede descartar que a causa de la cantidad

excesiva de una proteina, la misma se localice en estructuras en las que no lo hace fisiol6gicamente.

eGFP-Tip5;1 eGFP-Tip5;1 . eGFP-Tip5;1
canal: GFP canal: mitotracker MERGE

Figura 34: Localizacién de las fusiones eGFR{TIP5;1 en tubos polinicos de plantas transgénicas. Las sefiales de

fluorescencia se colectaron en canales independientes. a GFP, b rojo y ¢ superposicion
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eGFP-Tipl:3 eGFP-Tipl;3 eGFP-Tipl:3
canal: GFP canal: mitotracker

Figura 35: Localizacion de las fusiones eGFRiTIP1;3 en tubos polinicos de plantas transgénicas. Las sefales de

fluorescencia se colectaron en canales independientes. A GFP, b rojo y ¢ superposicion.

Integrando toda la informacion glemos obtenido hasta el momento, la hipétesis de que las dos
acuaporinas de polen de la subfamilia TMT(P1;3 yAfTIP5;1) tienen un papel redundante en
polen se disipa, pero no se puede descartar ctanpdate. Esta especulacion se fundamenta en los
resultados de la caracterizacimcional en el Xenopus, dondd¢TIP5;1 y AtTIP1;3 manifestaron
caracteristicas funcionales similares. Sin embargo, como se ha descripto en la primer parte de la
tesis, hay que considerar que estas proteinas tignpatrén de expresion diferente en el desarrollo
del polen y al mismo tiempAtTIP5;1 se expresa de manera preferencial en células espermaticas.
Ademdas nuestros datos de localizacion subcelotfican que si bien ambas acuaporinas son de
endomembranas no estarian localizadas en lasamienganelas y/o estructuras intracelulares. De
este analisis se desprende la necesidad de ealu® actuan fisiolégicamente las acuaporinas en

el polen. Para abordar este estudio nos propusihiianer y evaluar los fenotipos de las plantas
mutantes simples de las acuaporinas de polengciedmente centrarnos en la obtencion, si fuera

posible, de plantas homaocigota doble mutante para las dos TIPs.

Obtencién de plantas homocigotas mutaes simples de acuaporinas de polen.

A fin de esclarecer el papel fisiolégico de lasagmrinas de polen en el desarrollo del mismo y en

los procesos de fecundacién y polinizacion se estudiaron los fenotipos asociados a la fertilidad
masculina de plantas mutantes para las trepadnas de polen. Para obtener dichas mutantes, se
consulté la biblioteca de mutantes de insercién en el genoma de Arabidopsis del “Salk Institute
Genome Analysis Laboratory” éan Diego, CA, EEUU (SIGnAlsignal.salk.edu(Alonso, 2003).

Esta base de datos se construyd saturandgemdma de Arabidopsis con ADN-T (“ADN de
transferencia”) y luego identificando cada linegdante. Las semillas de las lineas correspondientes
estan disponibles para cada una de las diferentes mutantes obtenidas con el mapa detallado que

indica la posicion aproximada de todas las inserciones.
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Se adquirieron semillas con ADN-T insertados les tres genes de acuaporinas de polen en

“Arabidopsis Biological Resource Center” (ABR@ww.biosci.ohio-state.edu /~plantbio/ Facilities

[abrc/abrchome.htny GABI-Kat del “Max Planck Institutdor Plant Breeding Research, Kdéln”,
Alemania http://www.GABI-Kat.dg. ParaAtTIP1;3 se solicitd la linea SALK 088276, con el
ADN-T insertado en el 5’UTR; parTIP5;1 la linea GABI_041E09 que tiene la insercién en el
tercer exon y para estudiar el g&iiNIP4;1 se evalud la linea SALK 038278 que tiene la insercion

localizada en el dltimo intron (Figura 36).

SALK_ 088276 AtTIP1;3

5'UTR 3UTR

AtTIP5;1  GABI_041E09

5UTR 3'UTR

AtNIP4;1 SALK_038278

5UTR FUTR
— I ——— [ I

Figura 36: Esquema de los tres genes de acuaporinas de polen y sus inserciones.
Las lineas negras representan intrones, las cajas coloradas exones

y los triangulos negros los sitis aproximados de insercion.

Se realiz6 el andlisis genotipico de las plaptasenientes de las distintas lineas mutantes ya que,
al ser generacionsF son una mezcla de los tres genotipmsibles: salvaje (sin insercion),
heterocigotas u homocigotas para la insercf@on tal propésito se disefiaron dos reacciones de
PCR sobre el ADN gendmico de las plantas efipasipara cada linea: una para evidenciar los
alelos salvajes y otra que permite detectar leslque sufrieron insercion (ver metodologia). Se
lograron obtener, por autofecundacion, homocigotatantes fértiles para las tres lineas mutantes
(Figura 37 y 38); esto permite inferir que la ausenciatdéP1;3, AtTIP5;1y AtNIP4;1 en forma
individual no afecta la fertilidad del polen ni impide la fecundacién. Para confirmar que las
inserciones en los genes generaron plamask out se realizaron RT-PCR especificas de cada gen

a partir de RNA total aislado de polen mutante (Figura 39).
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tipl;3 tipl;3
col tipl;3tip5;1 col tipl;3 tip5;1

1000 pb
.
TIP1;3
500 pb
-—
tipl,3 tipl;3
col tip5;1 tip5;1 col tip5;1 tip5;1
TIPS:1{ 900 p
e 500 pb
-—

ALELO SALVAJE ALELO MUTANTE

Figura 37: Genotipificacion de las plantas mutantes por PCR especificas.
Las flechas sefialan los productos de PCR.

col: Columbia salvaje. En italica samarcan los genotipos homocigotas mutantes.

Ht nip4:1 col

1000pb—p

500pb—p

Figura 38: Genotipificacion de las plantas mutantesip4;1 por PCR especificas.
Las flechas sefalan los productos de PCR. Ht: heterocigoto.
En italica se marcan los genotipos homocigotos mutantes.
El panel superior corresponde al alelo salvaje. El panel inferior corresponde al alelo mutante.
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ADNc ADNc ADNc ADNc ADNc ADNe ADNe
tipl:3 tips;] Col  ADNE Col tips:1 ADNe Col 1ipl-3 ADNE

ACTINA TIP5;1 TIP1;3

Figura 39: RT-PCR especifica pea ACTINA, TIP5;1 Y TIP1;3.

Se incluyé ADN genéngo como control.

Caracterizacion funcionalin vitro de las acuaporinas de polen.

Utilizando las plantas homocigotas simples mutantes, quisimos estudiar si las acuaporinas de
polen estan involucradas en procesos relativagalinizacion y/o reproduccion. Para ello se
comparé el fenotipo del polen mutante con epldmtas salvajes durante todo el desarrollo.
Cuando se evalu6 la capacidad de hidratacidngadmo de polen ninguna de las lineas
mutantes mostr6 falla en este punto, ni en el tamafio del grano alcanzado ni el tiempo que
toma completar la hidratacion (datos no mostrados). Asi mismo, tampoco se evidenciaron
diferencias en la deshidratacion que lleva ankdurez del grano (datos no mostrados). A
continuacion, utilizando medios de cultivoeadados y condiciones controladas de luz;
temperatura y humedad se evalué la capacidad de germiiragifno de los granos de polen
provenientes de las plantas mutantes y sedospar6 con la eficiec de germinacion del

polen salvaje. Luego, se tomaron muestras spi@nalizaron bajo microscopio oOptico, se
obtuvieron 10 fotos al azar por muestra y s@bi@s se calculo el porcentaje de germinacion

y la longitud alcanzada por los tubos polinicos. Todos los ensayos de germinacion y
elongaciénin vitro se llevaron a cabo del mismo modo (ver metodologia) solamente se vario
el medio en que se incubo al polen y en algunos casos los tiempos.

En los ensayos de germinacion en los qumkin fue incubado por cuatro horas en un medio
que denominamos estandar (0,01% acido bérico; 1mM MdgE®M CaNQ; 18% sacarosa

pH 6,5) (ver metodologia), no se encontrardierdncias significativas en el porcentaje de
germinacion de las mutantes nutgel;3 y nip4;1 comparadas con las plantas salvajes. En

cambio, cuando se analizé el polen de las plantas homocigotas mutantéfpSarae

84



Resultados Tesis G. Soto

encontraron diferencias significativas, resulta que los granos de polen carentes de la
proteinaAtTIP5;1 muestran un mayor porcentaje de germinacion que los granos de polen
salvajes (Figura 40). Este resultado sugiere QUHP5;1 estaria de alguna manera

involucrada en la germinacién del polen.

(=7 ]
-'-.=
3

% granos germinados

Col tip5;1 tip1;3 nip4;1

Figura 40: Efecto del genotipo sobre la germinacién de los granos de polen.
Los datos se expresan como media + S.E.M (n = 9). Lgrsficancia de las diferencias se evaluo con t-testy se
indican con asteriscos (** p < 0.01).

Luego, para abordar el estudio de la particimacle las acuaporinas de polen en los mecanismos
gue controlan la elongacion del tubo polinise, decidié evaluar como parametro la longitud
alcanzada por los tubos polinicos luego de cuatras de incubaciéon en el medio estandar. Los
resultados de la figura 41 muestran que los tubos de las plantas muiptht8s son
significativamente mas cortos que los tubos de Estad salvajes 0 mutantes para cualquier otra de

las dos acuaporinas de polen.
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Col tip5;1 tip1;3 nip4;1

Figura 41: Efecto del genotipo sobre laelongacion del polen en medio estandar.
Los datos se expresan como media + S.E.M (n = 9). La significancia de las diferencias se evaluttesty se

indican con asteriscos (* p < 0.05).

Nos parecié interesante, considerando AtiéP5;1 y AtTIP1;3 mostraron transportar urea en los
experimentos de Xenopus, estudiar el efecto deedmnpuestos nitrogenados en la elongaciéon del
tubo. Asi, se repitié el mismo procedimiento permtaibacion de los granos de polen se hizo en un
medio estandar pero carente de toda fuentdtdigeno. Las mediciones tomadas se graficaron en

la figura 42. Aqui, se observa que los tres genotipos de plantas mutantes nulas mostraron tubos
significativamente mas cortos que lo observado plmatas salvajes. Estos resultados sugieren que

las tres acuaporinas pueden estar involucradak exlongacion del tubo polinico cuando las

condiciones de nitrégeno son limitantes.
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Figura 42: Efecto del genotipo sobre la elongacidtel polen en medio estandar sin fuente de nitrégeno.
Los datos se expresan como media + S.E.M (n = 9). Lgrsficancia de las diferencias se evalu6 con t-testy se

indican con asteriscos (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas previamente en la tesis, sobre la posible
redundancia génica entre ambos TIPs considesamecesario continuar la caracterizacion
trabajando con plantas dobles mutantes. Cbmokgetivo generamos por cruzamiento manual y
asistencia de PCR especifica para la genotipificacién, homocigotos dobles mtigiitetipl;3.

Para discernir si existe una relacion directa datfaente de nitrdgeno y kactividad funcional de

estas proteinas en condiciomewitro, decidimos repetir los experimentos anteriores en presencia y
ausencia de fuente de nitrégeno en forma sime#dpara poder comparar todos los datos. Los
resultados se muestran en la figura 43 donde se observa que ambas mutantes individuales muestran
mayor dificultad en la elongacién del tubolipito cuando son germinadas en condicién de
“hambreado” de nitrégeno (este mismo comportatnigruede observarse en la figura 42). Esta
dificultad para crecer en ausencia de fuentaitlégeno no se evidencia en plantas salvajes. Estas
observaciones sugieren fuertemente que ambap@inas estan involucradas en la ruta metabolica

del nitrodgeno intracelular o reciclado de nitrogeluwante la elongacion del tubo polinico. Ambas
acuaporinas estén involucradas en forma indireatala elongacion del tubo y su rol se pondria de
manifiesto solo en ciertas condiciones de estrés, como por ejemplo la de ausencia de nitrégeno.
Finalmente, es importante resaltar que la acciéandgas acuaporinas no parece ser sinérgica al no

incrementarse el efecto en la homocigota doble mutante.
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Figura 43: Efecto del nitrégeno en la @ngacion del polen en los distintos genotipokas barras claras
corresponden a los datos obtenidos en condiciones de crecimiento en el medio estandar y las barras oscuras
corresponden a los datos obtenidos en el medid&sdar pero en ausencia de fuente de nitrégeno
Los datos se expresan como media £ S.E.M (n = 15). La significancia de las diferencias se evalué con ANOVA 'y
contrastes Bonferroni. Los asteriscos indican * p < 0.05; ** p < 0.01.

A continuacion, considerando la elevada expresionAquitP5;1 muestra en los microarreglos de
células espermaticas, decidimos visualizar sinidsleos de las plantas mutantes para dicho gen
mostraban alguna peculiaridadonsiderando que en los mism@édTIP5;1 no se encontraria
presente. No se encontraron peculiaridades apreciabliesforma, ni en el tamafio de los nucleos
cuando se compararon granos de polen y graogolen germinados. Tampoco se observo
dificultad en las células esperméticas de ninguna planta mutante en migrar hacia el apice del tubo.

En la figura 44 se observan los nudcleos de los g@p®len y tubo polinico de una planta salvaje.

Figura 44: Tincion de nucleos de polen de plantasisajes con DAPI. a) obsevacién de granos de polen
maduro. b) observacion de tubos polinicos.
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En la Figura 45 se observan los nucleos de los tpbifisicos de las diferentes plantas mutantes.

--

Figura 45: Tincion de ndcleos de tubos polinos de plantas salvajes y mutantes de
acuaporinas de polen con DAPI. a) planta salvaje. ip5;1. c)tip1;3. d) nip4;1.

Caracterizacion fisiolégica de las acuaporinas de poléen planta.

La posibilidad de obtener homocigotos mutardiesples para los tres genes de acuaporinas de
polen no significa que dichos genes no sean itaptas para la reproduccion ya que puede ocurrir
que, aungque la falta de expresién de cada acuapenifforma individual no convierta al grano de
polen en estéril, alguna de las variables fisiologicas asociadas a la cepgodie vea afectada de
alguna manera. Para evaluar la fertilidad deplastas mutantes, se tomé como estimador de la
capacidad de dejar descendencia el numero délasepor silicua. No se evalué el numero total de
semillas, ya que éste se encuentra muy modifipatddas condiciones de crecimiento y resulta ser
muy variable. Los resultados se muestran en la figura 46, en donde se observa el mayor nimero de
semillas por vaina en las plantas salvajes y se aprecia una disminucion significativa, del 20%, en el
namero de semillas por vaina de la mutanipel; 1. De esta forma se ha encontrado que la ausencia

de AiNIP4;1 reduce en forma significativa la fertddl de Arabidopsis sin transformarla en una

planta estéril.
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Figura 46: Efecto del genotipo sobre el nimero de semillas por vaina.
Los datos se expresan como media + S.E.M #nl4- 20). La significancia de las diferencias

se evalud por ANOVA y contrastes Tukg. Las diferencias significativas sendican con asteriscos (*** p < 0.001).
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También se evalu6 la descendencia genética de los mutantes $ipip8y tip5;1. En la Tabla V
se observa que los resultados obtenidos son los esperados de acuerdo a la segregaciéon mendialiana.
Estos resultados indican que la ausencia de lagpadnas TIP1;3 y TIP5;1 en forma individual no

genera una disminucién en la fertilidad.

. Genotipos
Autocruza #Horogenie It - n
Esperado 25% 50% 25%
Tipl;3 +/- 150 24% (n.s) 48% (n.s) 28% (n.s)
Tip5;1 +/- 205 23% (n.s) 51% (n.s) 26% (n.s)

Tabla V: Herencia en plantas mutantes tip1;3 y tip5;1. Las diferencias significativas fueron evaluadas utilizando

x°. n.s: diferencia no significativa.

Teniendo en cuenta las consideraciones mencioqadammente en la tesis, sobre la redundancia
génica, es menester trabajar con mutantes radtipara poder continuda caracterizacion y

evaluar si la ausencia de acuaporinas en el polen provoca su esterilidad.

Rol de AtTIP5;1 en el metabolismo del nitrdgeno en polen de Arabidopsis.

Considerando la peculiar localizacion subcelulaAtidP5;1, en mitocondriade polen. Nos
resultd interesante continuar @stigando centrandonos especificament&te€hir5;1.

Teniendo en cuenta los datos oldes sobre la funcionalidad d&tTIP5;1 ©mo
transportador de agua y de urea en un sistegterdlogo. Ademas de la dificultad de las
mutantes de inserciotip5;1 de elongar los tubos poliniceen ausencia de nitrégeno.
Decidimos entonces ahondar en los conocito® del reciclado de nitrogeno en polen
maduro.

En el mé¢abolismo de la urea en plantasjséan tres enzimas claves: arginasa, glutamino
sintetasa y ureasa (Kojine al, 2006). Comenzamos realizando una busqueda bibliografica
para conocer el estado del conocimiento detladd de la urea en polen. Encontramos datos
reportados solamente para arginasas: ARGAH1 (At4g08900) y ARGAH2 (At4g08870) son
los Unicos dos loci codificantes para estaiginasas en Arabidopsis que se encuentran
expresados, aunque en un nivel indetectablmieroarreglos de polen, pero funcionalmente
activos en mitocondrias de polen maduro (Brownfietdal, 2008; Floreset al, 2008).
Seguidamente, llevamos a cabo una busgirediico para analizar la expresion de las otras
dos enzimas claves, glutamino sintetasa y ureasa. Para ello, utilizarsowelre eFP

Browser (Wintter et al , 2007). Esta tecnologia bioinformatica evalGa la presencia o
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expresion de un gen en relacion a su expresidiren tejidos en los que es funcionalmente
activo a partir de toda la informacion disponibltecual brinda la ventaja de detectar genes

que a pesar de no tener necesariamergealtia expresion son funcionales.

Nombre Locus Tejido de mayor expresiéon Sefal  Sefal en polen eFP Browser
glutamina sintetasa

GLN1;5 At1g48470 Semilla seca 1726.7 406.46 +

GLN1;2 At1g66200 Estambres 2807 19.23 -

GLN1;3 At3g17820 Estambres 1850 486 +

GLN1;4 At5g16570 Hoja 1003 15.55 -

GLN1;1 At5g37600 Hoja senescente 3243.06 4.25 -

ureasa yco -enzimas

ureasa At1g67550 Hoja senescente 66.78 15.81 +
ureF At1g21840 Ubicua 83.48 61.68 +
ureG At2g34470 semilla 580 14.95 -

Tabla VI: Expresionde enzimas clavesn el recitado d ehitrogeno en polen de ArabidopsisHe rencia en plantas

mutantes tip1;3 y tip5;1+:presencia; -:ausencia.

En la Tabla VI se muestran los miembros dedias s familias enziméticas elael metabolismo

del nitrégeno, expresadas en polen maduro. Dossde llaci que codifican para glutamino sintetasa

s6lo GLN1;5 y GLN1;3 se expresarian en polen madlon respecto a la ureasa, considerada en la
literatura como una enzima de baja expression pbitua, encontramos que a pesar de su baja
sefal en los microarreglos, segun el software sentraria presente en polen. Para comprobarlo se
realizé una RT-PCR de polen salvaje seguida deese@cion de la banda obtenida (Figura 47). La
secuencia obtenida correspondio a la del gen de la ureasa, confirmando asi que dicho gen se expresa

en polen de Arabidopsis.
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ADNg polen

o = T

Figura 47: RT-PCR especifica para ureasa. Como control se utiliz6 ADN gendmico.

Los estados aumentados de redolde nitrdgeno estan caracterizados por aumentos en la actividad
citosdlica de las glutamino sintetasas, probablememt® prerequisito de generacién y re-fijado
de nitrogeno de la urea (Masclaak al, 2000; Witteet al, 2002; Kojimaet al, 2006). Como
parametro indicador de la actividad de redolale nitrégeno evaluamos mediante RT-PCR en
tiempo real los niveles de expresion de GLN1gs alta expresion en polen maduro de acuerdo al
microarreglos. La figura 48 muestra la estimacioadexpresion diferencial de GLN1;5 en polen
salvaje y mutantép5;1. La cuantificacion evidencia una disminucién de un 87% de la expresién de
de GLN1;5 en el polen mutante. En condiciones salvajes del polen se generfeé urack
positivo entre el reciclaje activo de nitrégeno y la expresion elevada de GLN1;5. De acuerdo a esto,
la evidencia de metabolismo de nitrdgeno disminuido en polen caretip®;deapoya la hipotesis

de que TIP5;1 estaria involucrada en el redldel nitrégeno en polen maduro de Arabidopsis lo

cual se pone en evidencia ereestperimento como una disminucién en la expresion de GLN1;5.
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Figura 48: Analisis de la expression diferencial de GLN1;5 en polen salvaje y mutariig5;1

por RT-PCR en tiempo real. Se realizaron tres experimentos independientes.
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Como ultima aproximacion para caracterizar el papel de TIP5;1 en el frwtabdel nitrdgeno en
mitocondrias de polen maduro, realizamos wfeservacion volumétrica de las mitocondrias
presentes en los tubos polinicos de plantas salvajes y homocigotas mutatifes1dd os
experimentos fueron llevados a cabo en med®germinacion con y sin fuente de nitrégeno.
Como las técnicas de microscopia confocaflderescencia y microscopia electronica presentan
numerosas desventajas para medir volumen mitocondrial (revisado en lehaalk 2007)
utilizamos una aproximacion que combina microscopia electronica con andlisis en 3D por
deconvolucion de imagenes de manera de ewvddgacambios volumétricos en forma més precisa
(Safiulinaet al, 2006). En la Figura 49 se muestra una imagen en 3D de mitocondrias salvajes de

polen de Arabidopsis deconvolucionadas.

Figura 49: Imagenes de mitocondrias de polen salvaje tomadas ponicroscopia confocal

y deconvolucionadas.

Cuando comparamos los volimenes mitoconesiate observdé una disminucion del volumen
mitocondrial del 40% en los tubos polinicos de las plantas mutipfe$ comparados con los
salvajes, cuando se los germina en un medio con nitrégeno (Figura 50). Cuando los granos de polen
fueron germinados en ausencia de nitrdgeno emedio, la disminucion del volumen mitocondrial

fue incluso mayor cercano a un 80% (Figura 51).
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Figura 50: Efecto del genotipaen el volmen de las mitocondrias de polen en preseaade fuente de nitrégeno en el
medio. Los datos fueron trasnsformados para lograr honmedacea. Los datos se expresan como media = S.E.M.

La significancia de las diferencia se evalué con t-test se indican con asteriscos (*** p < 0.001).

— 10
]
5 ==
& 91
Q
o
=
E 8- ek
Q
£
= 74
(o]
>
£
col tip5,1

Figura 51: Efecto del genotipo en el voimen de las mitocondrias de polen en ausencia de fuente de nitrégeno en el
medio. Los datos fueron transformados para lograr homeedacea. Los datos se expresan como media + S.E.M.

La significancia de las diferencia se evalué con t-test se indican con asteriscos (*** p < 0.001).

El impedimento estérico dedwelling mitocondrial puede tener ureerie de repercusiones en

distintas y multiples funciones celulares, como ser el movimiento de la mitocondria a su lugar de
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destino celular en donde se requiere sintesis de ATP. Considerando que en este medio de
germinacion los tubos mutantes tienen disminuida su posibilidad de elongacién, una posibilidad por

lo menos paréip5;1 es que la dificultad en la elongacionda un origen energético mediada por la
mitocondria.
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Discusiéon

En esta tesis llevamos a cabo la caracterizacién de las proteinas del tipo acuaporinas expresadas
especificamente en polen madurofdabidopsis thaliana

En la primera parte de este trabajo de tesis, he@atizado un analisis informatico de la familia de

las acuaporinas (MIP), del transcriptoma de polen y de la conjuncion de ambos.

En cuanto a la caracterizacién de la familia gicat MIP, hemos visto cdmo las caracteristicas
estructurales de 6 pasos transmembrana y la presencia de motivos conservados NPA son las que
definen a los miembros de la familia acuapariEsta agrupacion es valida considerando que se
analizan zonas altamente conservadas en laeseieu proteica y por lo tanto sugieren una
funcionalidad en comin que por supuesto daebearse experimentalmente. Cuando decimos que
estos motivos son alta o plenaneenonservados, nos referimos a que se encuentran practicamente
sin excepciones en todas las acuaporinas deespeacie y que se mantienen presentes en los
distintos reinos: microbios, plantas y animales.

Por otro lado, continuando con el mismo andlisismos encontrado que en la literatura se ha
tratado sin la debida rigurosidad el hecho de forpaatre de la familia proteica de acuaporinas y de

las proteinas homologas. Asi encontramos queaseagrupado los miembros de las acuaporinas
utilizando arboles filogenéticos, los cuales son herraadgemuy Gtiles para contar la historia de un

gen o proteina pero solo tienen validez cuasgl@umplen los supuestos necesarios. Esto es, los
arboles filogenéticos pueden realizarse solaen&on proteinas que compartan un ancestro en
comun es decir gue sean homologas. Como explicAramos en resultados no podemos decir que todas
las acuaporinas son homologas entre si ni confeccionar un arbol que las agrupe a todas, pero si son
validos siguiendo los mismos criterios, los arbabelviduales para cada subfamilia de MIPs: PIPs;

TIPs; NIPs y SIPs. Los resultados de los arbfilegenéticos individuads que realizamos, ponen

de manifiesto la inexistencia de los absstersde PIPs, ya que se observa que si bien los miembros

de PIP1 forman unlustercon un valor déootstrapde 100, las PIP2 no constituyen en realidad un
grupo sélido (y por lo tanto no tienen valor beotstrap) sino que se agrupan solamente por
diferenciarse de las PIP1. Para el caso deitidamilia TIP y NIP la situacion es similar, pero a
diferencia de la subfamilia PIP, en estos ca$@® nombraron los distintos grupos en congruencia

conclustersreales.

Luego analizamos el perfil transcripcional de las 35 acuaporinasratedopsis thalianacon
especial interés en el desarrollo del polen.oBtramos que solamente tres genes de acuaporinas se
expresan especificamente en polen maddiP5;1 (At3g47440), AtTIP1;3 (At4g01470) y
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AtNIP4;1 (At5g37810). Las secuencias nucleotidicasodetres genes eran ya conocidas gracias a
que Arabidopsis tiene el genoma secuenciadmpletamente (Arabidopsis-Genome-Initiative,
2000). Sin embargatTIP5;1, AtTIP1;3y AtNIP4;1fueron clonadas y estudiadas por primera vez

en esta tesis. Hemos visto que los perfilesstrapcionales de las tres acuaporinas de polen en
plantas salvajes son diferentes. Esta apreciacidén sugiere que los roles de las acuaporinas no serian
redundantes, de todas formas como discutiremos mas adelante, hemos encontrado algunas
evidencias que podrian indicar lo contrario. En moeabhalisis comparativo de la familia de las
acuaporinas en polen comparados con otros tipos celulares simples se confirmé la naturaleza
represiva y especifica del perfil transcripcional del polen maduro. También se destaco que el grano
de polen es el Unico tejido de Arabidopsisdende no se encuentra expresado ningin miembro de

la subfamilia PIP.

En este contexto es interesante comentar agpecto relacionado con la nomenclatura de esta
familia proteica. Como hemos mencionado previamente las acuaporinas de plantas se dividen en
cuatro subfamilias: PIPs proteinas intrinsecamdmbrana plasmatica, TIPs proteinas intrinsecas

de tonoplasto; NIPs proteinas similares Nod26 asociadas originalmente a membranas
peribacteroidales y SIPs proteinas intrinsecas pequefias. Esta nomenclatura no tan precisa, como
hemos detallado en resultados, puede llevasrdusiones. Tomando el caso particular del polen
podemos ver que al mencionar que en egigotenaduro y/o germinado no se expresa ningun
miembro de la subfamilia PIP, esto sugeriria goise expresan proteinas del tipo acuaporina en la
membrana plasmatica del polen. Sin embargo resignte se han caracterizado dos miembros de

la subfamilia NIP de Arabidopsis, NIP1;1 (Kamigaal., 2009) y NIP5;1 (Kamiya et al., 2008) con
localizacibn en membrana plasmética; la mayotepade los otros miembros de esta subfamilia no

han sido caracterizados aun en cuanto a su localizacion. Particularmente NIP4;1 Gnico miembro
expresado en polen y con un notable aument@xeesion en polen germinado, no tiene su
localizacién confirmada; sin embargo los datos obtenidos en estintgiitn, sugieren que podria
localizar en la membrana plasiica del polen (Figura 24). Masia, considerando la disminucion

en la fertilidad de las mutantes nulas para este gen resulta muy atractivo hipotetizar que NIP4;1
podria ser una acuaporina de membrana plasmnd#cpolen asociada, de alguna manera, a los
procesos de fertilizacién. Resulta muy interesantdiraar con la caracterizacion de este gen para
evaluar el mecanismo por el cual ocurre edimminucién de la fetidad. ¢Tiene que ver
directamente con una dificultad en la elongaciénl@oegulacion de la entrada y/o salida de agua?

¢ Esta relacionado a la fusion del gametofito maszgon el femenino? Bsdliar la localizacion de

la proteina NIP4;1 de la misma manera que hisigun las dos TIPs es escencial para comenzar a

responder estos interrogantes.
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Antes de continuar con nuestro analisis carsithos necesario detenes en la redundancia
genética, un fendbmeno comun que caracteriza gelosmas de plantas. Esto ha sido muy estudiado
en Arabidopsis a partir del genoma completamente secuenciado. A la redundancia genética se le
atribuye en general la ausenda fenotipo en la mayoria deslonutantes pérdida de funcion de
plantas (Brigget al, 2006). En los genomas vegetalesnely usual encontrar familias génicas con
muchos miembros y alta identidad de secueastee los genes homoélogssgiriendo redundancia
funcional. Una de las razones predominantes exmica, por ejemplo en Arabidopsis, el alto
namero de genes homologos es la duplicacion desassegmentos de los cromosomas que ocurrio
durante la evolucion (Martinoiat al, 2002). El 58% del genoma deabidopsis thalianase
encuentra duplicado posiblemente debido a gede duplicacion parcial (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000). Algunos ejemplos de estas faasilson los transportadores ABC que juegan un rol
protagdnico en el crecimiento de las plantgsocesos relacionados al desarrollo (Martiratial,

2002), los genes involucrados erbiasintesis de las auxinas (Cohatrnal.,, 2003) y receptores de
ABA (Park et al, 2009) entre otros. Las acuaporinas, con 35 miembros en el genoma de
Arabidopsis y alta identidad de secuencia elasemiembros de cada subfamilia, se convierten en
candidatos a sufrir redundancia funcional y por idd@& enmascararse los fenotipos asociados a las
ausencias de funcién de cada gen en forma individual.

Continuando con nuestro estudipsilico, decidimos comparar los datos transcripcionales de las
acuaporinas expresadas en el desarrollo del paera gametogénesis masculina en mamiferos.
Como ya hemos mencionado en la introduccion, los animales (particularmente los mamiferos)
tienen en su genoma 13 genes que codificangaraporinas, mientras que en las plantas existen
alrededor de 35 genes de acuaporinas. Sin gmbarando nos enfocamos en la linea germinal
masculina encontramos que sélo se expresarasde acuaporinas de mamiferos (31%); mientras
que en Arabidopsis, solamente 6 de los 35 genes (17%) se expresan en el desarrollo del polen. Otra
diferencia importante es que mientras en paapontramos 3 acuaporinas especificas de este
tejido, en los espermatozoides no se encuentramengao forma especifica. Concluimos entonces
que el perfil transcripcional de las acuaporinadadéinea germinal masculina de animales, no
presenta las caracteristicas distintivas de &®ipo y especifico” que discutimos previamente para
polen.

De las cuatro acuaporinas expresadas durantentetggénesis masculina de mamiferos, dos son
acuaporinas ortodoxas AQP1 (Lu Darstual, 2008) y AQP8 (Tarét al, 2001); las dos restantes

son acuaglicerolporinas AQP7 (Ishibashal, 1997) y AQP9 (Ishibaslet al, 1998). Para todas se
encuentran datos funcionales de ratokesck out Por ejemplo, los mutantesgpl tienen

problemas en otros tejidos donde se expresa pege remcontrd ningun fietipo en testiculos, a
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pesar de que por su funcion en reabsorcioraglea se habia postulado un rol importante en la
reproduccion y maduracion de la linea germinal masculina (Lu Deingl, 2008). La proteina

AQPS8 se localiza en muchos tejidos y particulart@ese detectd en las células de Sertoli de los
testiculos, las cuales se encargan de la secreci@ttdees involucrados en el cuidado, alimento y
proteccion de los espermatozoides; AQP8 tamisié expresa en el epitelio germinativo donde
maduran los espermatocitos secundayidas células espermaticas (Tabial, 2001). Los ratones

agp8 knock ouho mostraron ningun parametro de fersitiddisminuido, solamente se observo que

los testiculos exhiben mayor tamafio (Yagtgal, 2005). AQP9 es una acuagliceroporina de
testiculos que transporta agua y urea pero no glicerol (Ishibaghj 1998); los animalesaqp9

knock outno presentaron en testiculos ningun fenotiperraimte. Finalmente, la acuaglicerolporina
AQP7 que transporta agua, glicerol, amonio y useagxpresa en testiculos, tubulos seminiferos y

es la Unica acuaporina expresada en células espermaticas y espermatozoides @shlhd€87).

Los ratonesagp7 knock outno presentaron ningun fenotipo eisalo a la fertilidad (Soharet al,

2007); sin embargo, ensayos clinicos demostrguenlos espermatozoides de los hombres estériles
con los que se trabaj6é no expresan AQP7 (Sa@04). Esta informacién debe tenerse muy en
cuenta en el momento de tratar de dilucidar el rol fisiolégico de una acuaporina utilizando
organismos homocigotos mutantes, ya que puede llevarnos como en este (ltimo caso, a
conclusiones erréneas por analizar el sistemfosna simplificada. Esto es, gran parte de los
organismosknock outpara acuaporinas no evidencié un femtberrante en el tejido en donde se
expresa la acuaporina (ver tablas en resultados). Esto no necesariamente implica que la acuaporina
no posea un rol fisiolégico importante sino que de alguna forma, ya sea por redundancia génica o de
mecanismos de accion, el organismo logra cosgreesta falla ofreciendo un balance fisiologico

gque se manifiesta como fenotipo normal. Asi, solamente en los casos en los que el organismo esta
enfermo y no logra compensarse, se evidenciaforea mas clara algunos roles funcionales. Un
ejemplo de esto se manifiesta en la ausenci&lf®®;1 en raiz de Arabidopsis en las cuales
solamente se evidencia una dificultad en el crecimidatla raiz cuando las plantas crecen en bajas
concentraciones de boro (Takagtaal, 2006). Algo similar ocurre en el caso de las mutantes nulas
paraAtTIP5;1 en las que solamente se evidenciadigrainucion en la elongacion del tubo polinico
comparado con el salvaje, cuando se encuentra en condiciones desfavorables tales como ausencia de
nitrégeno en el medio (Figuras 40, 41 y 42).d5te contexto, es interesante destacar que tanto en
las células espermaticas de mamiferos c@moas de Arabidopsis solamente se expresa una
acuaporina, AQP7 AtTIP5;1 respectivamente. A pesar de ser las Unicas acuaporinas de las células
espermaticas, tanto las plantas homocigotas nagattenidas en esta tesis como los rathmesk

out agp7mencionados previamente, no tienesnmdnuido ningdn parametro de fertilidad.
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En cuanto a los resultados del transcriptomadliglas espermaticas, es importante tener en cuenta
queAtTIP5;1 no sélo es el Unico gen de acuaporina spiexpresa, sino que es el gen que mas se
expresa en todo el microarreglo. Esta evidenciageo®rd una duda en cuanto a la expresion de
esta proteina: ¢Se exprésd1P5;1en la célula vegetativa del pofep O la expresion en el grano

de polen es producto de su expresion en lagasekspermaticas? Para responder estas preguntas,
seria muy util estudiar el promotor de esta potiaa. De todas formas, los experimentos que
comparan el volumen mitocondrial de potgr®d;1 con el de polen salvaje sugieren que AtTIP5;1 se
expresa tanto en la célula vegetativa como srefpermaticas ya que las mitocondrias del tubo

polinico son mas pequefias que las del polen salvaje (Figuras 50 y 51).

Como primera aproximacién experimental parsacierizar funcionalmente las acuaporinas de
polen, estudiamos su actividad de transporte en el sistema heter6logo mas utilizado para tal fin, la
expresion en ovocitos déenopus laevisEncontramos quAtTIP5;1, AtTIP1;3 y AtNIP4;1 tienen
actividad de transportador de agua. Por otro kddP5;1 yAtTIP1;3 son acuaporinas capaces de
transportar urea en forma especifica mientras 4tMP4;1 no pareceria ser un transportador de
urea. Interesantemente ninguna de las tres adnapagstudiadas resultérseapaz de transportar
acido borico, aunque este soluto es esencial palangacion del tubo polinico. Luego analizamos
distintos posibles mecanismos de regulacion de acuaporinas previamente descriptos y no
encontramos variacion en la actividad de gpmmte de agua ni por fosforilacion ni por
heterotetramerizacion. Finalmente, a pesar de exégiortes que sugieren que los miembros de la
subfamilia TIP no son regulables por pH comaeggortd para algunos miembros del grupo PIP
(Liu et al., 2003, Tournaire-Rowet al., 2003) decidimos evaluar que ocurria pAtalP5;1 y
ALTIP1;3. Nuestros resultados demuestran AiléP5;1 es el unico miembro de la subfamilia TIP

de Arabidopsis regulable por pH. En el castedeP|Ps regulables por pH, el cambio de un residuo
histidina deloop D (posicion 196) por alanina o acido aspartievirtio la sensibilidad a pH interno
(Tournaire-Rouxet al.,2003). Posteriormente otro grupo de trabajo, demostré que protoplastos de
levaduras expresando PIPs de tabaco en su forma salvaje mostrabadrudegagrmeabilidad al
agua que decrecia con el cambio en el pH citoplasmatico (Matétiad,, 2008). Cuando se
reemplazo la histidina 196, seidancio la perdida de sensibilidad a pH de estas PIPs. De acuerdo a
nuestros resultadoAtTIP5;1 es sensible a cambios de pH del medio externo. En esta tesis
detectamos a la histidina 131 como un posibtéduo sensor de pH y luego investigamos su rol a
través de la caracterizacion tes efectos que genera lasttucion de este residuo. Cuando se
reemplazo6 His13for aspartato, un residuo cargado negativaeeh perfil de sensibilidad a pH se

modificd pero no en forma significativa. En cambio cuando HisE3feemplazé con alanina, un
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residuo pequefio, no polar y no capaz de formantpaede hidrégeno, la actividad acuaporina de
AtTIP5;1 perdi6 su dependencia con el pH. Estesultados son similares a los encontrados en el
transportador (antiporter) NhaA (Rimat al., 1995). De los resultados, proponemos que al igual

que en el transportador NhaA: la polaridadhadilidad de formar pueesd de hidrogeno o ambos
factores son esenciales en la activacion-inactivaciorAdéP5;1 por pH. En la figura 20
postulamos un motivo sensible a pH (o de sensibilidad a pH), que incluye a la histidina 131,
conservado entre acuaporinas de plantas regslagdadr pH. Este motivo, con residuos cargados y
polares podria ser importante en el transportendiéculas cargadas positivamente. En base a los
mismos ensayos también es interesante destacar que ambas mutantes H131D y H131A mostraron
mayor permeabilidad al agua gd& IP5;1 salvaje en las condiciones normales de pH neutro. Esto
puede significar que las mutaciones podrian generar cambios conformacionales o en el tamafio del

poro, y de esta forma influenciardatividad de transportadora AgIP5;1.

¢Cual es la localizacién subcelular de las acuaporinas en el polen?

Conocer la localizaciébn de una proteina, a Inseular y subcelular, es muy importante para
dilucidar su papel fisiologico. Por esto una degjaoximaciones de nuestra caracterizacion consistio
en el estudio de la localizacion subcelular de ambas TIP1;3 y TIP5;1. En este trabajo de tesis
encontramos queétTIP5;1 localiza en mitocondrias. PardTIP1;3 observamos un patron de
localizacion restringido a estructuras de endomands sin haber podido distinguir especificamente
en que estructura u organela localiza. Conaitw que la elongacién del tubo polinico es un proceso
dinamico donde el mismo crece por la fusion de vesiculas secretorias a la membrana plasmatica del
tip (punta del tubo) decidimos evaluarAdlIP1;3 yAtTIP5;1 estan involucradas en dichos procesos
secretorios. Para ello utilizamos una tincion dembranas, FM4-64, que permite visualizar el
trafficking subcelular que involucra la endocitosisxp@tosis vesicular caracteristica del reciclado
de membrana que ocurre duralaelongacion del tubo (Partet al, 2001). Ademas este reciclado
de membranas ha sido reportado para vasi@saporinas de membranas de animales, algunos
ejemplos hemos mencionado en introduccion. éditbargo, nuestros resultados experimentales con
fusiones a eGFP muestran que MATIP1;3 ni AtTIP5;1 se encuentran reguladas por estos
mecanismos de reciclaje y en ningun caso lledanadizar en membrana plasmatica (Figura 31, 32y
33).

A lo largo de esta tesis utilizando distintasroximaciones informaticas, hemos predicho la
localizacién deAtTIP5;1 en mitocondrias (Figura 22, 24 y 27). Los experimentos de colocalizacion
con MITOTRACKER confirmaron la localizacion d&TIP5;1 en mitocondrias de polen (Figura
34).
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En cuanto aAftTIP1;3 también se observé una proporcion de localizacion en mitocondrias
sugiriendo un rol redundante de las dos TIPs; sin egold@y que tener en cuenta que gran parte de
la fusiébn eGFP-TIP1;3 no colocalizd6 en mitocaaslry que esta acuaporina no tiene sefial para
alcanzar la mitocondria, con lo cual debe aierarse la posibilidad de que sea un efecto de la
sobreexpresion. Por lo tanto, la localizacion At€1P1;3 permanece incierta aun. ¢Dadas sus
caracteristicas funcionales y estructurales, 8€T&P1;3 una acuaporina que se exprese en alguna

estructura de reserva intracelular?

En las figuras 9 y 26 los arboles filogenéticos emos realizado para $aibfamilia TIP ponen de
manifiesto la divergencia de TIP5;1 con respecios demas miembros de la subfamilia. Que la
historia de esta acuaporina sea la menos comiasddPs sugiere que su funcion y/o rol podria ser
peculiar. En el afio 2004 Wallace y Roberts aésade un estudio de modelado de acuaporinas de
plantas postularon que el poro A81P5;1 es el mas ancho de todas las acuaporinas vegetales y
animales analizadas. Ademas, establecieron gaeuddo a los residuos que integraban el filtro de
selectividad ar/R seria incapaz de formar peerde hidrogeno y por lo tanto de transportar
moléculas tales como agua y urea pero que naigemdstricciones en cuanto al transporte de
moléculas no cargadas de mayor masa. Nuestrdsaassiexperimentales no concuerdan con estas
predicciones ya quAtTIP5;1 es capaz de transportar aguacdiiciden con lo reportado para las
mutantes generadas a partir de la acuaporina ortgd®%82;1; las mutaciones en los residuos que
definen el filtro ar/R imitan 8AtTIP5;1 y a AtTIP1;3. Las construcciones quimeras fueron
introducidas en una cepa de levadura incapazrdartarea, las levaduras transformadas pudieron
crecer sin dificultad en medio selectivo sugide de esta forma que los residuos del filtro de
selectividad ar/R son los responsables de la capacidad de transporte deAiTféRS]e yAtTIP1;3
(Dynowski et al, 2008). Igualmente a pesar de la actdidde transporte de agua y urea de
ALTIP5;1 , no podemos descartar su peculiaridacbianto a los solutos que es capaz de transportar,
ya que al no ser el objetivo de esta tesis los experimentos no han sido realizados.

De todas formas considerando otros resultados ioben nuestro trabajo podemos proponer que
ALTIP5;1 es una acuaporina poco convencional; estdebido a que no sélo es el Unico miembro
de la subfamilia TIP regulable por pH (Kojireaal, 2006) sino que ademas es la Unica acuaporina
de plantas (por lo menos de tscriptas hasta el momento) queal@a en mitocondrias. Mas adn,
es el unico miembro de esta subfamilia cocalizacién no vacuolar confirmada (revisado en
Waudick et al, 2009). En este punto consideramos corergri aclarar que en animales existen
evidencias que sugieren que AQP8 y AQP9 puedsalitar también en mitocondria (revisado en

Genaet al, 2009) con lo cual TIP5;1 no seria la Unica acuaporina mitocondrial. Sin embargo, la
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localizacién mitocondrial de AQP8 y AQP9 es un tema controversial entre los diferentes grupos

de trabajo involucrados (Yargg al, 2005).

Otro aspecto a tener en cuentaceanto al mecanismo de accion A& 1P5;1 en polen son los
resultados obtenidos de los expgntos de mediciones de volumenes mitocondriales en los cuales
encontramos que las mitocondrias de los tubos politigsd son un 40% mas pequefias que las
mitocondrias de los tubos salvajes. Ademas hemos observado que estas diferencias se duplican
cuando los granos de polen son germinados en aasiméuente de nitrogeno en el medio. Estos
resultados sugieren queTIP5;1 favorece la entrada de agua a las mitocondrias del polen. De esta
forma AtTIP5;1 estaria involucrado también en maateo regular la homeostasis del volumen
mitocondrial. Esta homeostasis tiene una funtidusekeepingyudando a mantener los procesos
biolégicos como la capacidad oxidativa, liberaditencitocromo c¢ y sefiales y el mantenimiento de

la integridad de la organela (Geea al, 2009). Consistentes con los resultados sietlling
mitocondrial en condiciones restrictivas de ¢geno, es importante remarcar que el fenotipo de
elongacién de tubo polinico disminuido en polgb;1 solamente se ponia de manifiesto en
ausencia de nitrégeno en el medio de germimackEn este contexto resultaria muy atractivo
estudiar nuevamente los parametros de fertilidadlvo de las plantas carentes de tip5;1 crecidas en

condiciones desfavorables en relacion a la fuente externa de nitrégeno.

¢,Cual es el rol de las acuaporinas en el polen?

En esta tesis se evaluo la fertilidad de las plantasragidopsis thaliananutantes para las Unicas

tres acuaporinas especificas @elen comparandolas con las plantas salvajes. Desde una
aproximacion fisioldgica evaluamos posibles papeles que pueden Atig&5;1, AtTIP1;3 y

AtNIP4;1 en los procesos involucrados tanto edesarrollo del polen como en la fecundacion.
Primeramente observamos que ninguna de las lineas mutantes presenté morfologias peculiares en
los distintos estadios del desarrollo de polen g talos los granos lograron alcanzar exitosamente

la deshidratacién requerida para su madurez, con lo cual conclgimesnguna de las proteinas es
esencial para el desarrollo del polen. Luego estudiamos los procesos involucrados en la
fecundacién. Para ello analizamos la capacidad de hidratarse de los granos de polen mutantes sin
encontrar para ningun caso diferencias con dmmos salvajes. Seguidamente analizamos la
capacidad de germinar de los granos de polen y en este caso no todas las lineas mutantes se
comportaron de igual manera. Los granos procedentes de las plantas mutantégTipbas
mostraron un porcentaje de germinacién supealaresto de las lineas incluyendo a las plantas
salvajes. Con estos resultad8s$TIP5;1 parece ser la Unica acuaporina especifica de polen

involucrada en la germinacion tal vez como radal negativo (Figura 39). Finalmente, evaluamos
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la capacidad de elongacion de los tubos paide plantas mutantes nulas para las tres
acuaporinas de polen. Encontramos que en diarestandar de germinacion de polen solamente

los tubos provenientes de las mutarie$;3 resultaron significativamente mas cortos que el resto

de las lineas incluyendo las plantas salvajes. @uae quiso evaluar el efecto de la fuente de
nitrégeno en la elongacion, eliminando el dgeno del medio de germinacion, se observo una
mayor dificultad en la elongacion de todos lalsas polinicos mutantesgesido los tubos polinicos

de la mutanté¢ip1;3 nuevamente los mas afectados. Dedstatarse que de todas maneras los tubos

de las plantas mutantes lograron elongarse. De acuerdo a estos datos, las tres acuaporinas de polen
parecen estar involucradas en los procesos de elongacion del tubo, observandose el efecto mas
drastico para los tubos mutantBgl;3 (Figuras 40, 41 y 42). Sin embargo ninguno de los
pardmetros de fertilidad evaluados en los experimeéntaigro, fueron lo suficientemente drasticos

en condiciones naturales para generar plagstériles masculinas, ya que no sélo se obtuvieron
plantas homocigotos mutantes para todas las lineas sino que la descendencia se comporté de
acuerdo a lo esperado segun Iadgiea mendeliana (Tabla V).

Cuando estudiamos el comportamiento de la elongacion del tubo polinico del doble mutante
obtenidotip5;1 tipl;3 encontramos que no se intensificaron los efectos individuales (Figura 43).
Las plantas doble homocigotos mutantes fueron obtenidas en la proporcién esperada acuerdo a las
leyes mendelianas y su descendencia fue fértilrisndo que la ausencia de ambas proteinas tip en

el polen no conlleva a la esterilidad de la @afeniendo en cuenta lo que hemos discutido sobre

la redundancia funcional en plantas, es es&r trabajar con mutantes mdltiples para poder
aseverar si las distintas subfamilias de acuaporinas estan relacionadas a la fertilidad del polen o
generan plantas estériles. Por lo tanto si bagidimos comenzar nuestro trabajo de investigacion

de acuaporinas de polen caracteriza®diblP1;3 y AtTIP5;1, Unicas TIPs expresadas en forma
especifica en polen, debemos considerar que tamtiidR1;1 se expresa en polen maduro y por

sus caracteristicas funcionales también podria estapliendo el rol de las TIPs ausentes tanto sea
como transportador de agua como de urea (Matiadl, 1993; Liuet al, 2003).

Debe sefialarse por otro lado, que las plantas mutaipiéd presentaron un numero de semillas
significativamente menor que las plantas mutatbesual es un indicio directo de fertilidad
disminuida. Este efecto puede deberse a lo obseimadtyo o tal vez a otros procesos como por

ejemplo la fusién de membranajuerida para la doble fecundacion.
Considerando la tan elevada expresioriAtidP5;1 en células espermaticas, es extrafio pensar que

la ausencia de expresién no genere un fenotipo detectable. Sobre todo considerando que es la Unica

acuaporina detectada en los microarreglos efipexi Una posibilidad es que esta acuaporina esté
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bajo un efecto de “parental de origen” reportad@ gh gen SSP cuyos transcriptos se sintetizan en

las células esperméticas del polen maduro, shreego no se traducen hasta que no llegan al cigoto

y endosperma via célula espermatica (Bayerl, 2009). Esta posibilidad se vuelve mas factible si
examinamos los experimentos desarrollados en el laboratorio Del Dr. Maurel donde por primera vez
se encontrd el transcripto TIP5;1 en un tejide gametofitico. En estos experimentos, los
mensajeros dAtTIP5;1,AtTIP3;1 yAtTIP3;2 se detectaron en semillas secas y su expresion decayé
abruptamente en semillas germiaadde dos dias (Vander Willigegt al, 2006). En otros
microarreglos especificos para semillas no sectteta expresion de TIP5;1 posiblemente debido a

que las semillas se encontraban doites en agua, lo cual aparentemente es suficiente para anular
la presencia del transcripto. En este contexto, una posibilidad é¢TJ&®;1 se transcriba tanto en

polen como en semilla; aunque también surge como hipétesis que la transcrip&itiiRiel
comienza durante el desarrollo del polen y luego parte del transcripto es transportado a los tejidos
de la semilla donde se traduce a proteina, a través de las células espermaticas.

¢Es posible entonces, que la inactivaciénpdateinas con un rol fisiolégico importante, no
presenten fenotipos aberrantes? ¢Es una cuestion de redundancia proteica? No es sorprendente,
encontrar la ausencia de fenotipo inviable como factor comin de la mayoria de las mutantes de
acuaporinas. Los procesos que en conjunto daravithe planta son complejos y requieren una fina
regulacién que involucra mucho mas de una pmateincluso redes interconectadas de caminos
metabdlicos; esto garantiza que los procesos sigue dependen la supmencia no solo de un
individuo sino de una especie, como son loaciehados a la reproduccion, se lleven a cabo con
éxito alin con la ausencia dgeesion de un gen que en condicionesmales de una planta salvaje

se encuentra sobreexpresado.

Un ejemplo es el trabajo con plantas mutantdsidieo transportador de amonio especifico de
polen de Arabidopsi®AtAMT1;4 los cuales no muestran ningun fenotipo. La explicacion que
encuentran los investigadores que llevaron a cabo este trabajo, es que puede ser compensado por
AtAMT1;1 otro transportador de amonio expresado en polen pero en menor medida y en forma no
especifica, o tal vez por transportadores de adsidos que pueden proporcionar al polen fuente
organica de nitrégeno (Yuast. al, 2008). Si se considera la incorporacién de fuente externa de
nitrégeno como prerrequisito esencial para elifumamiento del polen, no es extrafio entonces que

la funcién esta llevada a cabo por varias pnateide membrana. El mismo grupo de trabajo
proporciond evidencias que soportan esta teoriarattegizar varios miembros de la familia AMT

de raiz de Arabidopsis, donde esgcontraron funciones no supegptas pero si aditivas relativas a

la nutricion de nitrégeno (Yuaat al, 2007).
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¢ Se relaciona el mecanismo de accion dealasaporinas en el polen con el metabolismo del
nitrégeno o con su actividade transporte de agua®?.

El desarrollo de polen, germinacion y crecimiento del tubo es critico durante la reproduccion de las
plantas. En estos estadios ertipalar el polen requiere grandes cantidades de carbono y nitrégeno.
Pero como el grano de polen se desarrolla como un organo aislado sin conexiones de plasmodesmos
con otros 6rganos que sirvan de fuente, ex@srse requiere de transportadores a nivel membrana
plasmética para incorporar fuentes de carbono y nitrégeno al polen. Se considera que la principal
fuente de nitrogeno proviene de la importagi@aminoacidos, particularmente prolina (Ywedn

al., 2008). Tanto en tomate como en Arabidopssidentificaron los transportadores de prolina
presentes en el la membrana plasméatica del polen, y se observé que tanto el grano maduro como el
tubo polinico es capaz de tomar prolina del medio extracelular (Schetakel 999; Fosteet al,

2008). Ademas debe mencionarse que en aistriptoma de polen se identificaron varios
transportadores de aminoacidos (Betlal, 2006) (enumerados en Wagigal, 2006). El rol de la

prolina en el grano de polen estd vinculamlda deshidratacién comportdndose como soluto
compatible (Nakasashimat al, 1998), a la producciéon de energia primaria y a la sintesis de
proteinas (Schwacket al, 1999). En polen y en semillasige una prolina deshidrogenasa
(ProDh) mitocondrial que cataliza la conversiénpdelina a acido glutamico. Ademas, tanto en

polen como en semilla se han encontrado evidedeiagie el glutamato gerado puede reciclarse

o degradarse a arginina. ARGAH1 (At4g08900)uea arginasa ubicua que degrada la arginina
regenerando ornitina y liberando urea. Su acivigh expresion han sido demostradas en polen
(Brownfield et al, 2008). Esta arginasa ARGAH1 es ta@émbuna enzima mitocondrial segun
ensayos de colocalizacion con MITOTRACKER (Flores, 2008) similares a los utilizados en esta
tesis. ¢ Qué ocurre con la urea generada erittacondria de polen? Los avances realizados en el
estudio del metabolismo de nitrdgeno en polen hasta el momento no contestan este interrogante. Sin
embargo, es posible realizar un paralelismoeesitpolen y la semilla, describiendo ambos érganos
como las dos estructuras de latencia de la planta, ambas aisladas del resto de los 6rganos, con
metabolismo reducido, transcriptoma reprimido, bajo contenido de agua y en constante y paciente
espera de situaciones favorables. Podemos hipotetizar entonces que el metabolismo del nitrégeno se
comporta de manera similar para polen y semilla.

El primer paso para la hidrélisis de ureagpdar amonio y acido carbdnico esta catalizado por una
ureasa dependiente de nikel conservadas entre diferentes organismos. Las ureasas permiten a la
planta el reciclado del nitrdgeno de la urea provéaide la ruptura de arginina, y del catabolismo

de los ureidos y purinas. Estas enzimas fueron descriptas primeramente en microorganismos

(revisado en Sirko y Bodzik, 2000). En el genomaAdabidopsis existe un solo gen que codifica
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para una ureasa (At1g67550), sin embargo paextigacion de la misma hay por lo menos tres
enzimas absolutamente necesarias: UreD (At2g35035), UreF (At1g21840) y UreG (At2g34479)
(Witte et al, 2005). En semillas secas de Arabidopsis se observé un pico inicial de ureasa que cae
abruptamente cuando la semilla se hidratgermina, como se observo también pAtalP5;1

(Vander Willigenet al, 2006). Esto sugiere que ambas @ids estarian involucradas en la
germinacion. Luego de la germim@&e de la semilla se reactivan tanto la transcripcion como la
actividad de la ureasa. La actividad arginasa por su parte, coincide con el pico de actividad de
ureasa luego de la germinacion de la semillgiesiendo que ambas enzimas estan involucradas en

el reciclado de nitrégeno a partir de la urea acumulada en los estadios tempranos de desarrollo de la
plantula (Zoniaet al, 1995). La compartimentalizacién vacaiglo en otra organela de reserva
especifica, puede representar una forma beneficiosa y transitoria de almacenar urea, que de otra
forma se acumularia en el citoplasma con dasecuente toxicidad que resultaria letal para
cualquier célula (Krogmeier, 1989).

En semilla se observé que mientras la arginasa localiza en mitoc@@dtikaij y Polacco, 2000)

la accién de la ureasa ocurre en citoplasma. ea debe atravesar la merana mitocondrial para

llegar al citoplasma por un mecanismo de transporte aun no conocido (Kaijiada 2006).

AtDUR3, unico transportador de urea de Adalpsis, ofrece un mecanismo de transporte
dependiente del gradiente de protones y por dicha razén no se puede postular como candidato para
el transporte mitocondrial. Ademas su localidacse presume en membrana plasmética, y por la
informacion disponible a partir de los microarreglos no se lo encuentra expresado en polen.
Considerando ademas que dicha acuaporina es dageansportar urea y que por experimentos de
RT-PCR demostramos la expresion de ureasa en polen maduro, es posible pensar que TIP5;1 estaria
involucrado en el reciclado de nitrogeno proveniente de la emepolen de Arabidopsis. Los
experimentos de PCR en tiempo real mostrdeoexpresibn marcadamente disminuida de la
glutamino sintetasa GLN1;5 en polgp5;1 comparado con polen salvaje lo cual es indicativo de

que el metabolismo de nitrdgeno activo debpatsta mediado de alguna forma por tip5;1.

Por las caracteristicas estudiadas y anagadlo largo de esta tesis, postulam@ég¢TadP5;1 como
candidato a transportar la urea generada emlascondrias por catabolismo de la arginasa al
citoplasma, donde puede degradarse por accida aieeasa o tal vez puede almacenarse en alguna

estructura de reserva transitoria intracelularAi®iP1;3 (Figura 54).
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Figura 53: Modelo de acadbn propuesto para TIP5;1.AtTIP5;1 es una acuaporina bifuncional que transporta urea

y agua y localiza en mitocondria de polen de Arabidopsis.
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