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Resumen

Estudio de la permeabilidad al agua y solutos y sus 

mecanismos de regulación en Beta vulgaris

El descubrimiento en el mundo vegetal de canales para el movimiento 

de agua (acuaporinas) ha establecido un debate que abre las puertas a nuevas 

investigaciones que permitan dilucidar su papel. El objetivo de la presente tesis 

doctoral se centró por lo tanto en el estudio funcional y molecular del transporte 

de  agua en  la  vía  celular  usando  como modelo  la  membrana  de  la  vacuola 

(tonoplasto) del parénquima de raíz de remolacha (Beta vulgaris).

Estudios a nivel de la vacuola, muestran que el cambio de volumen a largo plazo 

fue  reversiblemente  inhibido  por  mercurio  y  acidificación  externa 

(citoplasmática),  siendo  nulo  a  pH  6.6.  Se  observa  además  una  alta 

permeabilidad a urea, también sensible a pH.

Estudios a nivel del tonoplasto muestran un alto valor de permeabilidad al agua, 

inhibición  por  mercurio  y  baja  energía  de  activación,  parámetros  que 

caracterizan la presencia acuaporinas, corroborado con anticuerpos específicos 

contra acuaporinas de tonoplasto (TIPs).

Estudios  a  nivel  molecular,  con  la  sobrexpresión  de  una TIP en  ovocitos  de 

Xenopus  mostraron  actividad  funcional  pero  no  efecto  de  pH.  Sin  embargo, 

acuaporinas  de  membrana  plasmática  (PIPs),  sobrexpresadas  en  el  mismo 

sistema, fueron fuertemente inhibidas por la acidificación intracelular. Mediante 

mutagénesis  dirigida  se  localizó  el  residuo  sensor  de  pH,  una  histidina, 

fuertemente  conservada  y  responsable  de  la  sensibilidad  a  pH  de  estas 

acuaporinas.

Este  trabajo  aporta  por  lo  tanto  evidencias  que  permiten  fundamentalmente 

replantear  el  papel  de la  vía  celular  y establecer  al  pH como un importante 

mecanismo de regulación del pasaje de agua en plantas.

Palabras Claves: Beta vulgaris, acuaporinas, pH, tonoplasto, histidina, transporte 

de  agua, acidificación, TIPs. 



Resumen

Water and solute permeability studies and its regulatory 

mechanisms in Beta vulgaris

The discovery of channels that facilitate water movement in plant cells 

has established a new debate that opens the possibility of new research work 

than can help to elucidate their role in plant water transport.

The objective of this thesis work is therefore to characterize at a functional and 

molecular level water transport in the cellular pathway employing as a model the 

vacuole membrane (tonoplast) of red beet (Beta vulgaris) root parenchyma.

At the cellular level, our findings showed that long term volume changes was 

reversibly  inhibited  by  mercury  chloride  and  external  acidification,  being 

abolished at pH 6.6. A high permeability to urea, also blocked by low pH was 

also observed.

At  the  level  of  the  tonoplast,  our  findings  showed  high  water  permeability, 

mercurial inhibition, low activation energy, parameters that are consistent with 

the presence of functional aquaporins, which were also confirmed by antibodies 

against tonoplast aquaporins or TIPs.

 At the molecular level, studies overexpressing a TIP clon in Xenopus oocytes 

showed functional aquaporin activity but lack of a pH response. On the other 

hand, overexpression of plasmalemma aquaporins or PIPs was highly sensitive 

to cytoplasmic acidification.  Site directed mutagenesis  allowed to localize the 

residues responsible of the pH sensing, a histidine, highly conserved in PIPs.

The described work allowed us to revisit the role of the cellular pathway in water 

transport  and that to  postulate  that cytoplasmic  acidification is  an important 

regulatory mechanism involved in plant water transport.  

Key words:  Beta vulgaris, acuaporins, pH, tonoplast, histidin, water transport, 

acidification, TIPs.
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Capítulo I

CAPITULO I

Introducción general

Las plantas terrestres dependen del suministro de agua para su crecimiento y 

desarrollo  y  dado  que  son  organismos  sésiles  han  establecido  diferentes 

mecanismos que les  permiten  mantener  un equilibrio  hídrico  y sobrevivir  en 

ambientes que muchas veces les son adversos (Bohnert et al., 1995). 

Por cada kilogramo de materia orgánica que fabrican los vegetales, su sistema 

de raíces puede absorber entre 500 y 1000 kg de agua, la mayoría de la cual se 

pierde por medio de la transpiración o evaporación a través de las hojas. Este 

flujo de agua puede ser muy intenso dado que en un día soleado una hoja puede 

transpirar su peso de agua en aproximadamente una hora (Raven et al., 2000). 

Las  plantas  terrestres  evolucionaron  gracias  a  barreras  altamente  efectivas 

contra  la  desecación.  Por  ejemplo,  las  partes  aéreas  de  las  plantas  están 

recubiertas por la cutícula la cual es esencialmente impermeable a gases y agua. 

Para que se produzca eficientemente el intercambio gaseoso con la atmósfera, 

hay estructuras especiales llamadas estomas. Estos poros deben estar abiertos 

para  permitir  la  entrada  del  dióxido  de  carbono  que  será  utilizado  en  la 

fotosíntesis. Sin embargo, durante este tiempo las moléculas de vapor de agua 

escapan hacia afuera dado que existe un gradiente que favorece su salida. El 

agua que se pierde a través de las hojas debe ser reemplazada y es finalmente 

tomada desde el suelo por medio de las raíces. Entonces, cuando los estomas 

están  abiertos  existe  una  corriente  continua  de  transpiración  lo  cual  crea 

-12-



Capítulo I

gradientes de potencial agua que impulsan su movimiento, su entrada desde el 

suelo  y su  transporte  a  lo  largo de la  planta.  Así,  en los  vegetales  el  agua 

asciende por  los  vasos conductores del  xilema desde la  raíz  hasta  las hojas 

movilizada por el gradiente creado por la corriente transpiratoria. A la noche, por 

ejemplo, cuando los estomas están cerrados, la transpiración se reduce y son los 

gradientes osmóticos los que preponderan el movimiento de agua dentro de la 

planta (Steudle, 2000).

A pesar de todos estos complejos mecanismos desarrollados para minimizar 

la  pérdida  de  agua  por  las  hojas,  controlar  la  transpiración  y  permitir  la 

reposición del agua evapotranspirada, la falta de agua es uno de los factores 

ambientales  que  más afecta  el  crecimiento  y  desarrollo  de  las  plantas.  Esta 

puede producirse por sequía o salinidad del suelo, que junto con la temperatura 

son  los  factores  abioticos  que  más  afectan  la  agricultura  en  general.  La 

comprensión de la regulación del transporte de agua en plantas en respuesta a 

las demandas fisiológicas y a las condiciones adversas del medio ambiente es 

uno  de  los  temas  de  estudio  de  la  fisiología  vegetal  que  pueden  proveer 

respuestas y soluciones que permitan en el futuro mejorar la capacidad de la 

planta a sobrellevar situaciones en las que el agua es el factor limitante. 

1.1  El agua y el modelo compuesto propuesto para su movimiento 

En la actualidad, se postula que existen tres vías diferentes por las cuales el 

agua puede recorrer los diferentes tejidos una vez que es absorbida por  las 

raíces (Steudle, 1994, 1997) (Figura 1): apoplástica, definido como lo “externo” 

a la membrana plasmática, incluyendo pared celular, espacios intercelulares y 

vasos; simplástica, pasaje atravesando los citoplasmas celulares interconectados 
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Capítulo I

a través  de los plasmodesmos (uniones citoplasmáticas  entre  células)  y  que 

excluyen a  la  vacuola;  y  transcelular,  donde el  agua se  mueve atravesando 

todas las membranas celulares, incluyendo tanto la plasmática como la de la 

vacuola (tonoplasto). Las vías simplástica y transcelular son conocidas en forma 

asociada como vía célula-célula o  vía celular dado que es imposible separarlas 

experimentalmente. 

Figura 1: Vías propuestas para el movimiento de agua 
En el esquema se muestran los caminos que puede seguir el agua en 
un  tejido.  Vía  apoplástica  (rojo),  simplástica  (verde)  y  transcelular 
(azul). Estas dos últimas se conocen conjuntamente como vía célula-
célula o celular.

Desde el punto de vista teórico, la cantidad de agua que se desplaza a 

través de cada camino depende del flujo total de agua y especialmente del tipo 

de fuerza impulsora. Frente a una transpiración elevada, cuando los estomas 

están  abiertos,  hay  fuertes  gradientes  de  presión  debido  a  la  demanda  por 

evaporación y entonces el agua se mueve en su mayoría a través del apoplasto 

ya  que  éste  es  el  camino  que  ofrece  menor  resistencia.  En  ausencia  de 

-14-

citoplasmavacuola

pared celular

núcleo

simplástica

transcelular
apoplástica

plasmodesmos

membrana 
plasmática



Capítulo I

transpiración el agua puede desplazarse además a través de la vía célula-célula 

por  fuerza  osmótica  utilizando plasmodesmos y  membranas  semipermeables, 

que ofrecen una resistencia variable al flujo de agua.

En los estudios de transporte de agua, la atención siempre había estado 

enfatizada  en  el  papel  del  apoplasto,  considerada  la  vía  principal  para  el 

movimiento de agua. Sin embargo las evidencias actuales tienden a demostrar 

que la vía celular puede tener un papel más importante (Baiges  et al., 2002, 

Jang et al., 2004). Se propone además que los caminos interaccionan uno con el 

otro  y  que  son  estas  interacciones  las  responsables  de  la  regulación  de  la 

circulación de agua en la planta (Steudle, 2000).

1.2  El agua y su pasaje a través de una membrana biológica: rol de las 

acuaporinas

El replanteo del papel de la vía celular en el movimiento de agua de los 

vegetales  ha  reabierto  el  estudio  del  transporte  de  agua  a  través  de  las 

membranas biológicas.

Podemos preguntarnos, ¿cuál es el beneficio de utilizar esta vía? Si como 

barreras  ofrecen  resistencia  variable  al  pasaje  de  agua,  ¿qué  es  lo  que 

determina la velocidad a la cual se mueve el agua a través de una membrana de 

una célula? 

El estudio del transporte de agua a través de las membranas biológicas 

fue  durante  mucho  tiempo  un  tema  de  especial  interés  pero  generador  de 

grandes controversias (Boyer, 1985). Durante muchos años se asumió que el 

agua atravesaba las  membranas biológicas  únicamente por  difusión simple  a 

través  de  la  bicapa  lipídica.  Sin  embargo,  las  evidencias  experimentales 
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indicaban  que  la  permeabilidad  al  agua1 de  algunas  membranas  era 

extremadamente alta para ser explicada únicamente por difusión.

En la década del 50, Koefoed-Johnsen y Ussing sugirieron por primera vez 

la posible existencia de poros o canales en eritrocitos humanos y en los años 60 

se discutió la existencia de estos mismos poros en las células de las plantas 

(Ray, 1960; Dainty, 1963). En ambos casos, debido a problemas técnicos fue 

imposible  confirmar  la  hipótesis.  Años  más  tarde,  Parisi  y  colaboradores 

observaron en ciertos tejidos un alto coeficiente de permeabilidad osmótica, lo 

que hacía pensar nuevamente en la existencia de una vía alternativa específica 

para el pasaje de agua a través de la membrana independiente de la bicapa 

lipídica (Parisi y Bourguet, 1985).

Recién cuarenta años después de que se plantearan las hipótesis de la 

existencia de canales se identifica por primera vez un poro específico para el 

movimiento de agua. Una proteína muy abundante llamada CHIP28, fue aislada 

de  glóbulos  rojos  sin  poder  resolver  al  principio  su  función  hasta  que  se 

observara que al ser expresada en ovocitos de Xenopus laevis estos aumentaban 

rápidamente su volumen en respuesta a un gradiente hiposmótico. Esta fue la 

primera demostración unívoca de que esta proteína favorece el transporte de 

agua a través de la membrana (Preston  et al.,  1992). Este canal para agua 

recibió posteriormente el nombre de acuaporina o AQP (Agre et al., 1993), y por 

homología de su secuencia se verificó que pertenece a una gran familia: MIP 

(Membrane  Intrinsic  Protein). A partir de ese momento diferentes acuaporinas 

fueron  encontradas  en  distintos  organismos:  mamíferos,  insectos,  plantas, 

1 Las membranas poseen dos propiedades intrínsecas importantes con respecto a la permeabilidad al agua: la 
permeabilidad osmótica (Pf), que determina el flujo direccional de agua que se da a través de una membrana 
sometida a un gradiente de presión osmótica, y la permeabilidad difusional (Pd), que es una medida del flujo 
de agua a través de una membrana en ausencia de gradiente (Finkelstein, 1987).
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levaduras y bacterias (Preston et al., 1992; Le Cahérec et al., 1996; Maurel et 

al., 1993; Laize et al., 1999; Calamita et al., 1995).

Todas las MIPs pueden ser clasificadas en una gran familia basándose en 

rasgos típicos de la secuencia (Park y Saier, 1996). Si bien entre ellas varía el 

grado de homología el perfil de hidrofobicidad es invariable.

Estructuralmente, estas proteínas poseen seis dominios transmembrana 

separados por cinco  loops conectores (identificados   loops A hasta  E) con los 

extremos  amino  y  carboxi  terminal  del  lado  citoplasmático  (Figura  2  a). 

Generalmente poseen una secuencia que es de aproximadamente 250 a 300 

aminoácidos y una masa molecular que varía entre 27 y 31 kDa. La proteína 

presenta  dos  mitades  homólogas  orientadas  en  dirección  opuesta  en  la 

membrana.  El  origen  de  estas  dos  partes  simétricas  podría  deberse  a  una 

duplicación  intragénica  anterior  a  la  divergencia  de  procariotas  y  eucariotas 

(Reizer et al., 1993). Todas las MIPs contienen secuencias de residuos altamente 

conservados. Una de ellas es la secuencia NPA que se encuentra en los loops B y 

E.  Por  estudios  de  mutagénesis  dirigida  se  demostró  que  este  triplete  de 

nucleótidos está involucrado en la formación del poro del canal selectivo para 

agua.  Recientemente  estudios  de mayor  resolución  de  la  estructura  terciaria 

muestran que los loops B y E se hunden en la membrana como medias hélices e 

interaccionan para formar una séptima hélice que reviste el canal conductor de 

agua (Murata et al., 2000).

Según el modelo molecular del reloj de arena (hourglass), el cual deriva de 

estudios en acuaporinas de mamíferos, cada uno de los monómeros forma en la 

membrana  agregados  tetraméricos  con  una  depresión  central  creada  por  la 
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interacción de los loops B y E (Jung et al., 1994). La unidad conductiva, cuatro 

por tetrámero, está ubicada en el centro de esta estructura (Figura 2 b).

a b

Figura 2: Estructura típica de una acuaporina 
a) E
squema representativo de la estructura de un monómero de acuaporina 
con los seis dominios transmembrana (1-6) y los cinco  loops conectores 
(A-C-E  del  lado  apoplástico  o  vacuolar  y  B-D  citoplasmáticos).  Se 
muestran las secuencias NPA altamente conservadas e involucradas en la 
formación del poro y los sitios de fosforilación (residuos serina, S) en los 
loops B y extremo C-terminal.  Adaptado de Luu y Maurel, 2005.
b) Estructura tridimensional de la acuaporina mostrando la participación 
de los sitios NPA en la formación del poro por donde pasa el agua.

1.3  Caracterización funcional de las acuaporinas

La presencia de estas proteínas permitió sentar las bases de los estudios 

moleculares  del  transporte  de  agua  en  las  membranas  celulares  y  abrió  las 

puertas a la búsqueda de los posibles mecanismos de regulación.

Sin embargo, a diferencia de los canales iónicos, no existe para el estudio 

de las acuaporinas una técnica directa como las electrofisiológicas (patch-clamp) 

que permiten estudiar en forma unívoca la actividad del canal. El desarrollo de 

una técnica de estas características resulta muy dificultoso debido a dos hechos 

nada despreciables: la molécula de agua que atraviesa la acuaporina no tiene 
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carga, por lo que hace imposible medir una corriente eléctrica, y segundo las 

membranas  nativas  en  las  cuales  se  encuentran  las  acuaporinas  tienen  en 

general una permeabilidad al agua que es importante. 

Es por ello que el estudio de acuaporinas se lleva a cabo considerando una 

serie de parámetros para verificar su presencia en una membrana (Tyerman et 

al., 1999). A continuación se enumeran los más utilizados y se menciona la 

evidencia experimental  esperable si la membrana tuviera acuaporinas activas 

(Figura 3):  

CANAL DE AGUA
 Valores altos de Pf (100 -10000 µ  m s–1)
  Pf/Pd >1
  Baja energía de activación (<5 kcal mol–1)
  Inhibición por mercurio
  Apertura y cierre del canal (modulación?)

BICAPA LIPIDICA
  Valores bajos de Pf (10 µ  m s –1)
  Pf/Pd = 1
  Alta energía de activación (10-15 kcal mol–1)
  No hay mecanismos de apertura y cierre

Figura  3: Esquema de las  propiedades  de  pasaje  de 
agua a través de una membrana 
Se muestra  el  paso de agua a través  de la  bicapa lipídica  o de 
canales específicos (acuaporinas) y los parámetros que caracterizan 
cada uno de estos caminos. Adaptado de Capurro et al., 2004.
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a) La permeabilidad osmótica deber ser muy superior a la difusional. La 

relación Pf/Pd caracteriza el camino predominante del movimiento de 

agua. En el caso de que el agua se mueva únicamente atravesando los 

lípidos de la bicapa la relación Pf/Pd sería igual a 1 mientras que la 

relación es mucho mayor en membranas que contienen acuaporinas 

(Ye y Verkman, 1989). 

b) La permeabilidad osmótica debe ser muy alta.  En sistemas de baja 

permeabilidad se describen bajos Pf.  El reportado para vesículas de 

membrana  apical  de  vejiga  de  sapo  en  ausencia  de  hormona 

antidiurética  es de 3.9 µm s-1 (van Os et al., 1994) y por ejemplo, de 

6 µm s-1 para células de cebolla (Url, 1971). En cambio, membranas 

con  canales  de  agua  como  la  membrana  del  eritrocito,  que  posee 

AQP1, la permeabilidad es de 200 µm s-1 (Macey, 1984). Valores de Pf 

han sido informados para membranas vegetales, para el tonoplasto los 

valores oscilan entre 86 y 600 µm s-1 (Maurel et al., 1997; Niemietz y 

Tyerman, 1997). 

c) La energía de activación debe ser baja. El transporte a través de una 

proteína específica tiene una energía de activación de Arrhenius (Ea) 

mucho menor que la que existe cuando el agua debe difundir a través 

de  la  bicapa  (Tyerman  et  al.,  1999).  Los  valores  observados 

experimentalmente  muestran  que la  Ea del  transporte  a  través  de 

poros es menor a 5 kcal mol-1 mientras que esta varía entre 10 y 15 

kcal  mol-1 cuando las  moléculas  de  agua  difunden a  través  de  los 

lípidos.
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d) Inhibición de los canales de agua. Finalmente, el transporte a través 

de  acuaporinas  generalmente  es  inhibido  por  la  presencia  de 

compuestos mercuriales. Mediante estudios de mutagénesis dirigida se 

demostró que existe un residuo particular de cisteína (Cys189) sobre 

el cual el mercurio induce modificaciones covalentes dentro del poro 

de la proteína y en otras regiones de la molécula causando así  un 

bloqueo  o  cambio  conformacional  que  llevan  a  la  inhibición  del 

transporte de agua (Preston et al., 1993; Zhang et al., 1993; Daniels 

et al., 1996). La desventaja es que su inespecificidad puede provocar 

un  efecto  desestabilizador  sobre  la  membrana  y  no  directamente 

sobre la proteína. Para descartar esta posibilidad experimentalmente 

se  prueba  la  reversibilidad  del  efecto  de  mercurio  con  un  agente 

reductor como el  β-mercaptoetanol (Ishibashi  et al., 1994; Maggio y 

Joly,  1995).  Más  recientemente,  Tyerman  y  colaboradores 

demostraron  que  el  NO3Ag  también  inhibe  el  transporte  de  agua 

(Niemietz y Tyerman, 2002). Sin embargo, el mercurio sigue siendo el 

inhibidor más utilizado.

1.4  La abundancia de las acuaporinas en el mundo vegetal 

En mamíferos se han descubierto hasta el momento 11 acuaporinas, que 

se identifican con números de 0 a 11, esto es –AQP0 a AQP11- (Takata et al., 

2004). En plantas, la diversidad es asombrosamente mayor ya que luego de la 

secuenciación  del  genoma  de  Arabidopsis  thaliana (Arabidopsis  Genome 

Initiative,  2000)  se  han  identificado  35  genes  para  la  familia  MIP  en  esta 

especie. A diferencia de la nomenclatura animal de acuaporinas, en plantas, los 
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dos  principales  grupos  separados  por  homología  de  secuencias  fueron 

nombrados de acuerdo a su localización celular, PIP (Plasma Membrane Intrinsic 

Protein)  en  membrana  plasmática  y  TIP  (Tonoplast  Intrinsic  Protein)  en  la 

membrana de la vacuola. La tercer subfamilia recibe actualmente el nombre de 

NIP (Heymann y Engel, 1999), y reúne a las NOD26-like Intrinsic Protein, ya que 

la primer proteína identificada de esta subfamilia  (NOD26) se localizó en los 

nódulos de la membrana peribacteroidal de simbiosomas fijadores de nitrógeno 

de las raíces de leguminosas (Fortin  et al., 1987). Recientemente, se describió 

una cuarta subfamilia llamada SIP (Small Intrinsic Protein). Su nombre se debe 

a que son proteínas relativamente pequeñas, similares a las TIP, pero también a 

las PIP. Todavía no se conoce ni su localización ni su especificidad de sustrato. 

De los 35 genes encontrados 13 codifican para PIPs, 10 para TIPs, 9 para NIPs y 

3 para SIPs. 

Johanson  utilizó  las  secuencias  completas  de  todas  las  MIPs  de 

Arabidopsis  thaliana  (AtMIPs)  y  construyó  un árbol  filogenético  que  permitió 

confirmar  las  cuatro  subfamilias  y  distinguir,  dentro  de  cada  una  de  estas, 

grupos de proteínas relacionadas (Figura 4) (Johanson et al., 2001). Para PIP y 

SIP  hay  solo  dos  grupos  mientras  que  para  TIP  y  NIP  hay  cinco  y  siete 

respectivamente debido a la gran divergencia dentro de las subfamilias. El grupo 

de  las  PIPs  constituye  el  más  homogéneo,  se  subdivide  en  PIP1  y  PIP2,  la 

diferenciación entre estos está dada por ensayos específicos de aminoácidos al 

nivel de los extremos amino y carboxi terminales.
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Figura  4:  Comparación  filogenética  de  los  35 
genes MIP presentes en Arabidopsis thaliana 
Los  homólogos  MIPs  son  divididos  en  cuatro  subfamilias: 
PIPs,  TIPs,  NIPs  y  SIPs  de  acuerdo  a  su  localización 
subcelular. El primer número indica el grupo al que pertenece 
y el segundo genes diferentes. Las subfamilias se dividen en 
diferentes grupos, las PIPs y SIPs poseen dos grupos, las TIPs 
cinco y las NIPs siete. (Adaptado de Johanson et al., 2001)

Según los estudios iniciales sobre las acuaporinas se asumió la localización 

específica de PIP y TIP en membrana plasmática y tonoplasto respectivamente. 

En concordancia con esto, recientemente se verificó que diferentes homólogos 

de  TIPs  y  PIPs  unidos  a  la  GFP  muestran  una  localización  en  tonoplasto  y 

superficie celular respectivamente (Cutler  et al., 2000). Sin embargo, esto fue 

cuestionado por estudios realizados usando anticuerpos contra distintas MIPs de 

Mesembryanthemum crystallinum donde se probaron diferentes  fracciones de 

membrana  separadas  por  gradiente  de  densidad  de  sacarosa  (Barkla  et  al., 

1999; Kirch  et al., 2000). Anticuerpos contra TIP marcaron específicamente la 

fracción  de  tonoplasto  pero  los  anticuerpos  contra  PIP  reaccionaron  con 
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fracciones  subcelulares  diferentes  de  membrana  plasmática  mostrando  un 

complejo  patrón  de  expresión.  PIP1  es  acumulada  preferencialmente  en 

invaginaciones de membrana plasmática llamadas plasmalemosomas, que están 

casi  en  contacto  con  la  vacuola  (Robinson  et  al.,  1996),  las  cuales  podrían 

facilitar el pasaje de agua o solutos entre la vacuola y el apoplasto con mínimas 

perturbaciones del citoplasma. También se ha demostrado que un homólogo de 

PIP1  se  ubica  en  la  región  perinuclear  además  de  la  membrana  plasmática 

(Chaumont  et al.,  2000). La acumulación de ciertas PIPs en compartimentos 

intracelulares  podría  deberse  a  que  las  proteínas  siguen  la  ruta  normal  del 

camino  secretorio  o  a  que  exista  un  tráfico  entre  vesículas  intracelulares  y 

membrana  plasmática  como  ocurre  en  el  riñón  con  la  expresión  de  AQP2 

inducida por vasopresina (Gustafson  et al., 1998). En plantas, esto último fue 

recientemente investigado para la McTIP1;2 regulada durante estrés osmótico 

(Vera-Estrella et al., 2004). 

Es interesante remarcar además que por similitud de secuencia se estableció 

que  las  homólogas  MIP  son  acuaporinas,  pero  son  pocas  las  proteínas  así 

clasificadas que han sido caracterizadas funcionalmente como transportadoras de 

agua. PIP2 y γ-TIP han sido expresadas en ovocitos de Xenopus laevis (Chaumont 

et al., 2000; Fetter et al., 2004; Maurel et al., 1993) produciendo un importante 

cambio de volumen. PIP1, en cambio, muestra una baja permeabilidad osmótica al 

ser expresada en el mismo sistema (Chaumont  et al.,  2000; Johansson  et al., 

1998). Se postula que estas podrían estar involucradas en el transporte de otras 

sustancias todavía no identificadas. Por ejemplo, hay evidencias que indican que 

NtAQP1  de  tabaco  transporta  glicerol  en  adición  al  agua  (Biela  et  al.,  1999) 

mientras que NtTIP1 transporta agua, glicerol y urea (Gerbeau et al., 1999). 
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Mientras que las PIPs se dividen en dos grandes grupos antes mencionados, 

las  TIPs  presentan  un  mayor  número  de  isoformas  (Figura  4).  Estudios  de 

localización  de  estas  diferentes  isoformas  de  acuaporinas  de  tonoplasto 

(llamadas  α-TIP,  γ-TIP, y  δ-TIP) muestran que están asociadas con diferentes 

tipos de vacuolas (Tabla I) apoyando además el concepto de que las TIP no 

serían únicamente transportadoras de agua. Otra característica saliente de las 

TIPs es que son muy abundantes en el tonoplasto. Por ejemplo, en raíces de 

rabanito, γ-TIP alcanza el 30-50% de la proteína total de la membrana mientras 

que  la  H+-ATPasa  constituye  solo  el  10% (Higuchi  et  al.,  1998).  Esta  gran 

cantidad  de  proteína  sería  mucho  más  de  la  necesaria  únicamente  para  el 

transporte de agua y esto también ha sugerido que podría tener otras funciones 

(Higuchi et al., 1998; Hill et al., 2004).

Tipo de vacuola Isoforma TIP Referencia

PSV α-TIP y δ-TIP ó

 α-TIP, γ-TIP, y δ-TIP

Jauh et al., 1999

Líticas γ-TIP Paris et al., 1996

Pigmentos y 

proteínas 

vegetativas

δ-TIP ó

 δ-TIP y γ-TIP

Jauh et al., 1998

Autofágicas α-TIP Moriyasu et al., 2003

Tabla  I:  Isoformas  TIPs  marcadoras  de  los 
diferentes tipos de vacoulas
La tabla muestra las isoformas de TIPs presentes en cada tipo 
particular  de  vacuolas.  Más  de  una  isoforma  puede  estar 
presente en una misma vacuola. PSV vacuolas almacenadoras 
de proteínas.
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1.5  Regulación de las acuaporinas y su contribución al movimiento de 

agua en la planta

Nos preguntábamos cuál es el beneficio del transporte de agua a través de 

poros específicos y la respuesta está asociada a la capacidad de regulación de la 

velocidad del movimiento de agua. A diferencia del transporte de agua que se da 

a través de la bicapa lipídica, el hecho de que existan poros específicos para el 

pasaje de agua da la base molecular para la presencia de mecanismos capaces 

de regularlos. 

Los  mecanismos  de  regulación  hasta  ahora  descriptos  pueden  ser 

agrupados en varios niveles:

• Cambios en la expresión (constitutiva o inducida) del gen o de la 

proteína

• Tráfico y reubicación de acuaporinas de vesículas intracelulares a la 

membrana plasmática

• Control  directo  de  la  actividad  de  la  acuaporina  (referido  como 

activación del canal, gatillado2 –gating-)

De todos estos mecanismos, el campo en el que más se ha avanzado es el 

de los estudios involucrados en los cambios de expresión. Se ha visto que las 

acuaporinas  pueden  expresarse  constitutivamente  o  ante  un  estímulo 

determinado ya sea en un tipo celular o en muchos tipos celulares de diferentes 

órganos (Sarda et al., 1997; Karlsson et al., 2000).

Las  que  se  expresan  constitutivamente  pueden  alcanzar  el  20% de  la 

proteína total de la membrana plasmática o del tonoplasto (Johansson  et al., 

2 El término gatillado o gating se refiere a los cambios conformacionales que sufre la proteína para determinar 
la apertura o cierre del poro y por lo tanto permitir o no el pasaje de sustancias. Este tema está muy bien 
estudiado en canales iónicos (Blatt 1991, Czempinski et al., 1999) pero todavía no es claro cómo operaría este 
mecanismo en canales de agua.
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1996; Karlsson et al., 2000). En algunos casos la expresión es específica de un 

determinado órgano y está correlacionada con células a través de las cuales se 

dan grandes flujos de agua como por ejemplo la α-TIP de cotiledones de poroto 

y la TobRB7 de raíces de tabaco (Johnson et al., 1989; Conkling et al., 1990). 

Otras  son  expresadas  en  células  en  crecimiento  como So-δ-TIP  de  espinaca 

(Karlsson et al., 2000) y δ-VM23 y γ-VM23 de rabanito (Higuchi et al., 1998).

Por  otro  lado,  la  expresión  de  las  acuaporinas  puede  ser  regulada 

transcripcionalmente  ante  una  situación  fisiológica  determinada.  Algunas 

acuaporinas son inducidas por sequía (Guerrero et al., 1990; Fray et al., 1994) a 

través de dos vías diferentes, una activada por la presencia de ABA exógeno 

(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997) y otra independiente de ABA. Otras 

son reguladas por luz (Kaldenhoff et al., 1993) y hormonas como las giberelinas 

(Suga et al., 2002). También se ha reportado que el ARNm de un homólogo de 

AtPIP1 en Lotus japonicus varía su expresión a lo largo del día (Henzler et al., 

1999). Una homóloga MIP de membrana vacuolar de la leguminosa  Medicago 

truncatula es inducida después de la infección con un hongo (Roussel  et al., 

1997; Krajinski et al.,2000). El estrés salino, al igual que la falta de agua y de 

nutrientes,  produce una fuerte  reducción en la  permeabilidad al  agua de las 

raíces (Azaizeh et al., 1992; Carvajal et al., 1996).

El caso de regulación de la permeabilidad al agua por translocación de 

acuaporinas a la membrana plasmática esta muy bien documentado en la AQP2 

humana  (Sasaki  et  al., 1998).  En  plantas,  las  primeras  evidencias  de  un 

mecanismo  semejante  se  ha  documentado  por  primera  vez  en  McTIP1;2 

asociada a situaciones de estrés osmótico (Vera Estrella et al., 2004).
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Por ultimo, la regulación del transporte de agua puede darse en forma más 

rápida por diferentes mecanismos que actúan directamente sobre la proteína y 

que trataremos con más detalle en el capítulo II.

1.6  Las acuaporinas y el transporte de agua a nivel de la raíz

La raíz es un órgano de vital importancia para la planta dado que su función 

es anclarla al  suelo y absorber nutrientes y agua. Para llegar desde el suelo 

hasta los vasos del xilema, el agua debe atravesar una serie de capas celulares 

concéntricas  (Figura  5 a).  Estas  incluyen  la  epidermis,  exodermis  (solo  en 

algunas  raíces),  varias  capas  de  células  de  parénquima cortical,  endodernis, 

periciclo, células parenquimáticas del xilema y finalmente los vasos (Steudle y 

Peterson,  1998).  Las  células  de  la  endodermis  y  exodermis  poseen  una 

estructura particular llamada bandas de Caspari (Figura 5 b) las cuales consisten 

en depósitos de suberina o lignina que restringen el movimiento radial de agua 

en el apoplasto. Luego de ser absorbida desde el suelo, el agua se desplazará de 

acuerdo al modelo compuesto descripto en la Sección 1.1 pero a la altura de las 

bandas de Caspari, para llegar al xilema, el agua debe necesariamente entrar al 

simplasto, lo que implica cruzar las membranas celulares. Hace muchos años se 

pensaba  que  la  vía  celular  era  importante  únicamente  a  la  altura  de  la 

endodermis  dado  que  no  había  otra  alternativa  de  paso  posible.  Una  vez 

alcanzado  el  tejido  vascular,  el  agua  se  mueve  axialmente  hacia  las  partes 

aéreas de la planta. 
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Figura 5: Organización del tejido de raíz
a) Fotografía  de  un corte  de raíz  principal  de  soja  con las 
capas  celulares  concéntricas:  ep  epidermis,  cp  parénquima 
cortical,  ed endodermis,  xy xilema,  ph floema.  Tomado de 
Javot y Maurel, 2002. 
b) Fotografía  mostrando  en  detalle  la  endodermis  con  las 
paredes celulares engrosadas. Tomado de Jensen y Salisbury, 
1988.

Luego del descubrimiento de las acuaporinas se replantea el papel de la vía 

celular en todo el movimiento de agua. Las evidencias indicarían que la función 

predominante de las acuaporinas en las raíces pareciera ser la entrada de agua, 

y existe una relación entre cambios rápidos en la permeabilidad y la expresión 

de estas  proteínas (Henzler   et al.,  1999; Clarkson  et al., 2000).  Si  bien la 

entrada de agua es necesaria para un óptimo crecimiento de la planta es clave 

tener un sistema de raíces altamente regulado en condiciones de estrés para 

reducir la entrada o pérdida desde el suelo. Se necesitan estudios más profundos 

que permitan clarificar un poco más la función de las acuaporinas en la raíz y su 

relación con el balance de agua en la planta entera.

Usando como modelo experimental  la  raíz  almacenadora de remolacha 

(Beta vulgaris  L.) se iniciaron en el Laboratorio de Biomembranas los primeros 

trabajos  de  estudio  del  transporte  de  agua,  poniendo  el  énfasis  en  la 
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contribución de la vía celular. Empleando secciones de parénquima de raíces de 

remolacha y aplicando una técnica desarrollada en el laboratorio (Dorr  et al., 

1997) se realizaron mediciones de flujo de agua utilizando cortes transversales 

(camino axial)  y  longitudinales (camino radial)  para poder discriminar  ambos 

caminos.  Empleando  compuestos  mercuriales  se  pudo  bloquear  en  forma 

reversible el flujo de agua en cortes longitudinales en respuesta a un gradiente 

osmótico, lo que indica la presencia de canales de agua sensibles a mercurio 

involucrados en el pasaje de agua en el camino radial (Amodeo et al., 1999).

1.7  Objetivos de la presente tesis doctoral

Decidimos entonces estudiar en detalle el transporte de agua a través de 

la vía  celular de la raíz y sus posibles mecanismos de regulación, centrando 

nuestro  interés  en  aquellos  que  controlan  directamente  la  actividad  de  la 

acuaporina o gating del canal.

La estrategia de trabajo consistió en llevar a cabo un estudio comparativo 

respetando los diferentes niveles de organización para poder disecar las bases 

moleculares  y  el  mecanismo  acoplado  de  señalización.  Es  por  ello  que  se 

realizaron estudios de cambio de volumen en vacuolas aisladas del parénquima 

de raíz de remolacha (Beta vulgaris), sistema de trabajo que más se aproxima a 

la condición in vivo (Capítulo II). Estudiamos el comportamiento osmótico de las 

vacuolas y como se afecta el cambio de volumen en presencia de mercurio o pH 

ácido.  Posteriormente,  se  trabajó  con  vesículas  aisladas  de  tonoplasto, 

preparaciones  en  las  cuales  quedaron  expuestas  las  acuaporinas  en  su 

membrana nativa, lo que permitió independizarnos del contenido vacuolar y la 

composición del medio tanto intra como extravacuolar (Capítulo III). Probamos 
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el  efecto  de  la  acidificación  del  medio  sobre  el  coeficiente  de  permeabilidad 

osmótica  y  detectamos  molecularmente  la  presencia  de  acuaporinas. 

Finalmente, centramos los estudios en la sobrexpresión de la acuaporina (TIPs y 

PIPs)  en un sistema heterólogo (ovocitos  de  Xenopus laevis)  para  así  poder 

manipular  directamente  a  la  proteína  y  analizar  cómo  el  pH  participa  de  la 

regulación directa sobre la acuaporina  (Capítulo IV).  
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CAPITULO II

Movimiento de agua y solutos en vacuolas: efecto de la 

acidificación citoplasmática

2.1  Introducción

2.1.1  La vacuola vegetal

Las células vegetales se caracterizan por poseer una pared celular rígida 

básicamente compuesta de celulosa, cloroplastos involucrados en el proceso de 

fotosíntesis y una gran vacuola central. En células maduras las vacuolas pueden 

ocupar entre el 80 y 90% del volumen total, quedando el citoplasma restringido 

a una fina capa que rodea la vacuola (Marty, 1999).

Las  vacuolas  vegetales  son  organelas  multifuncionales  centrales  para  el 

desarrollo  celular.  En  tejidos  meristemáticos  son  menos prominentes  y  están 

siempre  presentes  como  pequeñas  provacuolas.  Estas  son  producidas  por 

brotación y fusión de vesículas de la cara  trans del aparato de Golgi (Taiz y 

Zeiger,  1998).  A  medida  que  la  célula  se  expande,  las  provacuolas  se  van 

fusionando gradualmente hasta formar la gran vacuola central característica de 

la  célula  vegetal  madura.  Son  compartimientos  líticos,  (semejante  a  los 

lisosomas animales) ya que contienen en su interior proteasas, ribonucleasas y 

glicosidasas, las cuales están relacionadas con senescencia (Smart et al., 1994), 

germinación, produciendo la ruptura de las proteínas almacenadas, y con otros 
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procesos  vinculados  con  la  detoxificación  celular.  Funcionan  también  como 

reservorio de una variedad de metabolitos incluyendo azúcares (Rausch, 1991), 

ácidos orgánicos (Ting, 1985), y proteínas (Chrispeels, 1991) los cuales pueden 

ser  recuperados  y  utilizados  en  los  diferentes  caminos  metabólicos.  Algunas 

vacuolas  acumulan  sustancias  que  en  altas  concentraciones  podrían  resultar 

tóxicas para la célula como por ejemplo cadmio (Vogeli-Lange y Wagner, 1990) y 

sodio  (Blumwald,  2000;  Blumwald  y  Poole,  1985).  También  almacenan 

pigmentos, en general flavonoides solubles en agua llamados antocianinas. En 

particular, las vacuolas de  Beta vulgaris almacenan betaxantinas (amarillas) y 

betacianinas (rojas). Estas últimas constituyen un 90% del pigmento total. La 

más importante de las betacianinas es la betaína, que confiere el color púrpura 

característico que posee la raíz (http://www.agsci.ubc.ca).

Otra  función  importante  de  la  vacuola  es  la  relacionada con respuestas 

celulares al ambiente y factores bióticos que provocan estrés. Está descripto que 

las  células  de  las  plantas  producen  un  grupo  de  compuestos  antibacteriales 

fenólicos o terpenoides conocidos como fitoalexinas (Ersek y Kiraly, 1986) que 

por  ejemplo  en  soja  son  producidos  cuando  la  planta  es  amenazada  por  un 

patógeno causando la disfunción de la membrana (Giannini et al., 1990). 

Por  otro  lado  son  las  encargadas  del  mantenimiento  de  la  homeostasis 

iónica y del pH dado que las reacciones en el citoplasma son muy sensibles a los 

cambios  en  estos  parámetros.  La  concentración  de  calcio  citoplasmática  es 

mantenida en niveles extremadamente bajos (100 nM) a costa de la vacuola que 

almacena calcio alcanzando una concentración mucho mayor (1 mM).
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Uno de los roles básicos de las vacuolas es la osmorregulación. En este 

proceso están involucrados dos componentes físicos: la presión osmótica y la 

presión  de  turgencia.  La  primera  es  la  presión  necesaria  para  impedir  el 

movimiento  de  agua  a  través  de  una  membrana  semipermeable  (membrana 

únicamente  permeable  al  agua)  mientras  que  la  presión  de  turgencia  está 

relacionada directamente con la presión que ejercen los componentes de la célula 

sobre  la  pared  celular.  El  proceso  de osmorregulación  le  permite  a  la  célula 

sobrevivir bajo un amplio rango de presiones osmóticas ejercidas por las células 

vecinas  y  por  cambios  en  el  apoplasto  derivados  del  ambiente.  Podemos 

mencionar  dos  mecanismos  de  osmorregulación  vacuolar:  uno  en  el  cual  un 

aumento o  disminución de la  presión osmótica  es revertido  por  la  síntesis  o 

degradación  de  osmolitos  almacenados  en  la  vacuola  y  otro  en  el  cual 

movimientos  de iones  y  agua a  través  del  tonoplasto  rápidamente restauran 

cualquier cambio osmótico (Bacon et al., 1965; Leigh et al., 1979).

2.1.2  Mecanismos de regulación del transporte de agua

Las  TIPs  son  muy  abundantes  en  vacuolas  y  se  piensa  que  son  las 

responsables de los movimientos rápidos de agua que se producen a través de 

las  mismas.  ¿Qué  mecanismos  son  los  que  se  disparan  para  regular  su 

funcionamiento? Como vimos sección 1.5 del capítulo I, las acuaporinas pueden 

expresarse constitutivamente o ante un estímulo determinado, siendo esta una 

forma de regulación a nivel transcripcional, materia en la que se han realizado 

grandes avances (Luu y Maurel, 2005).
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En particular, nos interesó investigar los mecanismos de regulación menos 

explorados  que  son  los  que  pueden  darse  a  nivel  postraduccional,  es  decir 

directamente  sobre  la  proteína.  Dentro  de  estos  mecanismos,  uno  de  los 

primeros propuestos fue la fosforilación. Se ha observado que la NOD26 de soja, 

la α-TIP de poroto y la PM28A de espinaca son fosforiladas in vivo (Miao et al., 

1992;  Johnson y  Chrispeels,  1992;  Johansson  et al.,  1998).  Por  estudios de 

mutagénesis dirigida se sabe también que la α-TIP es fosforilada en la Ser 7 del 

extremo N-terminal mientras que la NOD26 y la PM28A son fosforiladas en el 

extremo C-terminal en las Serinas 264 y 272 respectivamente. Usando expresión 

heteróloga  en  ovocitos  de  Xenopus,  los  mismos  autores  mostraron  que  la 

fosforilación de PM28A y α-TIP en estos sitios causa un aumento en la actividad 

de transporte de agua (Johansson et al., 1998; Maurel et al., 1995) mientras que 

la  fosforilación  de  la  NOD26 no  fue  correlacionada  con  un  incremento  de  la 

actividad del canal (Weaver y Roberts, 1992). También se ha informado que in 

vivo un  alto  potencial  agua  apoplástico  puede  disparar  la  fosforilación  de  la 

serina 274 en la PM28A (Johansson et al., 1996, 1998). A menor potencial agua, 

como por ejemplo durante la sequía, la proteína estaría menos fosforilada y por 

lo tanto disminuiría  la  actividad de transporte  de agua, como se sugiere por 

experimentos de expresión en ovocitos. La proteína kinasa que fosforila la PM28A 

está asociada a membrana plasmática y es dependiente de Ca+2 (Johansson et 

al., 1996) al igual que la que fosforila la α-TIP (Johnson y Chrispeels, 1992). 

Otro mecanismo de regulación de acuaporinas propuesto está relacionado 

con la presencia de cationes divalentes. Recientemente se ha demostrado que el 
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coeficiente de permeabilidad al agua (Pf) de vesículas de membrana plasmática 

de Arabidopsis thaliana y Beta vulgaris  disminuye fuertemente en presencia de 

calcio (Gerbeau et al., 2002; Alleva et al., 2004) y en menor proporción frente a 

otros  cationes.  Otros  trabajos  muestran  que  el  calcio  compensaría  el  efecto 

producido por el estrés salino (Carvajal et al., 2000), sugiriendo un efecto directo 

de este ion sobre la acuaporina. En animales existen evidencias para la acción 

directa del calcio sobre la proteína ya que se propone un sitio de unión a calcio 

en el  extremo C-terminal  de la  AQP1 fundamentado en la alta homología de 

secuencia encontrada entre este extremo y el “EF-hands” de las proteínas que 

unen calcio de la familia de la calmodulina (Fotiadis et al., 2002). Otra evidencia 

muestra que la disminución de calcio aumenta la permeabilidad al agua y que 

esta sensibilidad se pierde en la mutante His40 de la AQP0 (Németh-Cahalan y 

Hall, 2000).

Un nuevo mecanismo de regulación recientemente investigado propone el 

gatillado del canal mediante estimulo mecánico (Wan et al., 2004).

Por último, hace ya muchos años se propuso que la permeabilidad al agua 

en tejidos animales en los cuales ahora se sabe se expresan normalmente las 

AQP2, AQP3 y AQP4 era regulada por la  acidificación del medio (Parisi  et al., 

1983; Parisi y Bourguet, 1984; Parisi y Wietzerbin, 1984). Más recientemente se 

descubrió  que  la  concentración  de  protones  puede  regular  la  permeabilidad 

osmótica de ovocitos de  Xenopus laevis expresando AQP3 (Zeuthen y Klaerke, 

1999) y AQP0 (Németh-Cahalan y Hall, 2000). Sin embargo, hasta el inicio de la 

presente tesis no había evidencias de la dependencia del pH de los canales de 
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agua en las plantas. Este tipo de regulación sería de gran importancia para las 

plantas ya que muchos procesos asociados con el metabolismo, transporte de 

solutos o factores ambientales provocan perturbaciones en el pH. Por ejemplo, el 

pH citoplasmático es afectado bajo condiciones de salinidad y anoxia (Katsuhara 

et al.,1989; Felle, 2001). Entonces, la relación entre el movimiento de agua y la 

concentración de protones permitiría regular rápidamente el transporte evitando 

pérdidas o recuperando agua según sea la necesidad de la planta. 

2.1.3  Selectividad de transporte a través de acuaporinas

Respecto a la selectividad de transporte de las acuaporinas y debido a que 

las vacuolas son organelas con funciones de osmoregulación y acumulación de 

solutos  resulta  interesante  analizar  además  si  el  transporte  de  agua  está 

asociado a solutos. Se ha demostrado recientemente que algunas acuaporinas 

transportarían pequeños solutos no cargados en adición al agua, por ejemplo la 

urea  (Gerbeau  et  al.,  1999)  que  es  un  importante  compuesto  nitrogenado. 

Después del carbono, el nitrógeno es el elemento más limitante en la nutrición 

de las plantas y es uno de los macronutrientes esenciales. Sólo una pequeña 

parte  está presente en el  suelo  mayoritariamente en forma orgánica y de la 

cantidad de nitrógeno total sólo un 5% está directamente disponible para las 

plantas principalmente como nitrato (NO3
-) y amonio (NH4

+). Parte del amonio 

presente en el suelo proviene de la degradación de urea por la enzima ureasa. La 

urea es un compuesto que se genera a partir de la detoxificación de compuestos 

nitrogenados en humanos y animales y de fertilizantes basados en esta molécula 
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(http://www.fertilizer.org/ifa/publicat/techpprs/techdx3.asp). De todas maneras, 

la concentración de urea en el suelo es baja debido a la degradación producida 

por los microorganismos.

La mayor parte del nitrógeno derivado de urea entraría a las raíces de las 

plantas en forma de amonio (Marschner,  1995) aunque hay evidencias de que 

podría  entrar  como  urea  antes  de  su  degradación  (Hine  y  Sprent,  1988; 

Gerendás  et  al.,  1998).  Recientemente  se  demostró  la  presencia  del 

cotransportador  urea-H+ (AtDUR3)  en  plantas  superiores,  expresado 

diferencialmente  en  raíces  bajo  deficiencia  de  nitrógeno  (Liu  et  al.,  2003). 

Además de ser una fuente de nitrógeno externa, la urea es sintetizada en el 

interior de las células de las plantas durante la degradación de la arginina vía la 

arginasa, en el ciclo de la ornitina (Polacco y Holland, 1993).

Por  todo  lo  expuesto,  las  vacuolas  representan  un  modelo  ideal  para 

estudiar transporte de agua. Como describiéramos en el Capítulo I, las TIPs son 

muy abundantes en vacuolas y se piensa que los movimientos rápidos de agua 

se dan a través de las mismas. En particular, en nuestro material de estudio 

Marty-Mazars y colaboradores identificaron TIPs en el parénquima de remolacha 

(Marty-Mazars et al., 1995). Los estudios fueron de identificación y localización 

pero no funcionales y menos aún de regulación.

En  una  primera  etapa  de  nuestro  trabajo  nos  centramos  en  la 

caracterización de los movimientos de agua y solutos que podrían formar parte 

de los procesos de osmoregulación tomando como modelo vacuolas aisladas del 
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parénquima de la raíz de  remolacha. Estudiamos además si la concentración de 

protones, más específicamente la acidificación citoplasmática, estaría involucrada 

de alguna manera en la regulación del comportamiento osmótico.

2.2  Materiales y Métodos

2.2.1  Aislamiento de vacuolas de parénquima de raíces de remolacha

Para los experimentos se utilizaron remolachas (Beta vulgaris L.) adquiridas 

comercialmente, las cuales fueron mantenidas en el laboratorio en condiciones 

de humedad en potes con un suelo fértil hasta la realización de los experimentos. 

El material fue utilizado en un lapso de tres semanas. 

Las vacuolas se aislaron mecánicamente de acuerdo al método de Leigh y 

Branton  (Leigh  y  Branton,  1976).  Se  separaron  las  raíces  de  las  plantas  de 

remolacha, se lavaron, se cortaron en secciones de 1 cm3 y se incubaron durante 

20 minutos en una solución 2 M sacarosa. Estas secciones se colectaron y se 

apoyaron  sobre  un  material  absorbente  para  eliminar  el  exceso  de  solución. 

Luego de secarlas se transfirieron a la solución control (400 mM manitol, 1 mM 

EDTA, 20 mM Tris-MES, pH 7.6)  donde se cortaron finamente con un bisturí 

nuevo u hoja de afeitar tipo Gillette, lo que permitió la liberación de las vacuolas 

al medio. El aislamiento se realizó el mismo día del experimento y las vacuolas 

obtenidas se mantuvieron en la solución control a temperatura ambiente hasta la 

realización de los mismos. Todas las mediciones se realizaron dentro de las 4 

horas del aislamiento.
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2.2.2  Estudio de los cambios de volumen mediante videomicroscopía

A- Medición a tiempos largos

Para  estudiar  los  cambios  relativos  de  volumen  de  vacuolas 

individualizadas, se utilizó un soporte de observación construido especialmente 

en plexiglas. El mismo presenta una perforación central en forma de cono abierto 

que es mayor en la parte superior (15 mm) y que se reduce dejando en la parte 

inferior una abertura de 10 mm de diámetro. Esto permite colocar en la parte 

inferior un cubreobjetos de 12 mm de diámetro, cuyo borde hace contacto con la 

base  de  la  perforación  de  la  cámara  y  que  se  recubre  con  silicona  (Silicon 

Argentina). El cubreobjetos se sostiene con una placa de metal que a través de 

imanes queda adherida a la cámara de plexiglas (Figura 6 b). La presencia de 

silicona y la placa de metal impiden pérdidas o filtraciones cuando se llena la 

cámara  con  solución  (volumen  total  500  µl).  El  cubreobjetos  de  la  base  se 

reemplaza por uno nuevo en cada experimento. 

La  preparación  fue  perfundida  mediante  un  sistema  formado  por  tres 

jeringas  de  60 ml  con  catéteres  que  llevan  solución  a  la  cámara  donde  se 

encuentra la solución con vacuolas. Posee un sistema de válvulas que se regulan 

para garantizar un flujo fijo continuo y otras que permiten el intercambio fácil 

para  seleccionar  la  solución  que  llega  a  la  cámara  sin  perturbar  la  vacuola 

seleccionada. Un catéter pequeño conectado a una bomba retira el exceso de 

solución (Figura 6 a). Se realizaron perfusiones con soluciones con colorantes 

para calcular los flujos y espacios muertos del sistema. El flujo de perfusión fue 

de 430 µl min-1 y el espacio muerto fue de 250 µl. La solución en la cámara de 
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observación  alcanza  el  95%  de  la  concentración  de  la  de  perfusión  en  60 

segundos.  El  sistema de esta  manera garantiza  poder mantener  la  perfusión 

durante todo el experimento y poder medir el cambio de volumen en función del 

tiempo en vacuolas aisladas suspendidas en el medio apropiado.

Las  vacuolas  se  observan  con  un  microscopio  invertido  Olympus  IMT-2 

utilizando un aumento de 300X. Una conexión a través de una cámara de video 

digital (Electrim EDC-1000) permite visualizar las imágenes en una computadora 

y digitalizarlas a determinados tiempos (amplificación total 1300X) (Figura 6 a).

Microscopio
invertido

a

Bomba
 de vacío

Cámara de
video

Sistema de
adquisición

imanes
cubreobjetos

Perfusión (entrada)Perfusión (salida)

imanes

vacuola

objetivo

Placa metálica de sujeciónb

Figura  6: Sistema  de  medición  de  cambios  de  volumen 
mediante videomicroscopía: medición a tiempos largos
a) Sistema  de  perfusión:  consta  de  tres  jeringas  que  llevan  solución  a  la 
cámara  de  observación  y  una  bomba  que  retira  el  exceso  de  solución.  El 
microscopio está conectado a una cámara de video por medio de la cual se 
realiza la adquisición de imágenes.
b) Detalle de la cámara de observación conteniendo la vacuola. 
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Una  vez  finalizado  el  experimento,  los  diámetros  de  las  vacuolas  se 

midieron  a  partir  de  las  imágenes  almacenadas  empleando  el  programa 

Optimetric (Bioscan, USA). Para la calibración interna se utilizó un portaobjetos 

especial con una regla micrométrica con la cual se registraron imágenes para así 

poder  convertir  las  unidades  de  píxeles  en  unidades  métricas.  Utilizando  el 

programa de análisis de imágenes, el diámetro de cada vacuola se midió tres 

veces y los volúmenes se calcularon considerando la fórmula de la esfera.

Protocolo experimental

Para estudiar los cambios relativos de volumen de vacuolas individuales en 

medios externos hiposmóticos, se colocaron 10 µl de la solución conteniendo las 

vacuolas en la cámara de observación. Para comenzar el experimento, una vez 

que las vacuolas sedimentaron se seleccionó una al azar. Primero fue perfundida 

con una solución  isosmótica durante 6 min (adquiriendo imágenes cada 1 min) y 

luego se aplicaron diferentes protocolos cambiando la solución de perfusión (las 

imágenes fueron digitalizadas a intervalos de 30 s).

Los cambios de osmolaridad de la solución3 a la cual fue expuesta la vacuola 

se hicieron modificando la concentración final de manitol, desde la isosmolaridad 

(490 mOsm Kg-1) a una condición hiposmótica (290 mOsm Kg-1).  En algunos 

experimentos la isosmolaridad se mantuvo constante (490 mOsm Kg1) pero el 

3 A lo largo del texto se utilizará la expresión shock osmotico para referirse al cambio de osmolaridad del medio 
al que es expuesta la vacuola luego de una preincubación en una solución isoosmolar
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manitol  se  reemplazó parcialmente por  100 mM de urea,  con la  finalidad de 

estudiar la permeabilidad a este soluto. 

Para probar inhibición a través de compuestos mercuriales, las vacuolas se 

incubaron durante 5 min en presencia de diferentes concentraciones finales de 

HgCl2 (0.3,  3,  30 y  300  µM).  Luego se  comenzó la  perfusión  y  se  aplicó  el 

gradiente  osmótico  siempre  en  presencia  del  inhibidor.  La  reversibilidad  se 

estudió preincubando las vacuolas durante 5 min con 300 µM HgCl2, y después 

perfundiendo  con  5  mM  de  β-mercaptoetanol  antes  y  durante  el  cambio 

osmótico.  Las soluciones de  HgCl2 fueron preparadas para cada experimento a 

partir de una solución madre 0.1 mM. La osmolaridad de la solución final fue 

medida para confirmar que ésta permaneció inalterada luego del agregado del 

inhibidor.

Para  estudiar  el  efecto  del  pH  externo,  el  cual  aquí  representa  el  pH 

citosólico, las vacuolas fueron sometidas a condiciones hiposmóticas (200 mOsm 

Kg-1) a diferentes concentraciones de protones. Para esto se manipuló el pH del 

buffer empleado, 20 mM Tris-MES, pH 7.6, aumentando o disminuyendo su valor 

a  6.6, 6.8, 7 o 8.6. 

Para verificar la reversiblidad del pH, las jeringas del sistema de perfusión 

se cargaron con medio isosmótico (pH 7.6), hiposmótico (pH 6.6) e hiposmótico 

(pH  7.6).  La  misma  vacuola  fue  así  perfundida  a  lo  largo  del  experimento 

alternando la solución perfundida sin perturbarla. 

Todas  las  osmolaridades  de  las  soluciones  empleadas  fueron  medidas 

usando un osmómetro (Wescor 5100C). 
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Todos los experimentos se hicieron a temperatura ambiente. Se realizaron 

de  tres  a  cinco  aislamientos  independientes  para  probar  cada  condición 

experimental. Los resultados son expresados como cambios relativos de volumen 

en función del tiempo.

B- Medición a tiempos cortos 

Para medir la permeabilidad al agua en vacuolas aisladas se empleó además 

una técnica rápida que permite minimizar el tiempo de transferencia desde un 

medio isosmótico a uno hiposmótico. Para ello, una pequeña gota de 20  µl de 

solución conteniendo vacuolas se colocó en el medio de un portaobjetos, cercana 

a una segunda gota de igual  volumen conteniendo únicamente solución.  Una 

vacuola es seleccionada al azar y enfocada con el microscopio. Luego se usa una 

pipeta pequeña para colectar la vacuola seleccionada y transferirla a la segunda 

gota, que puede contener una solución iso (control) o hiposmótica (Figura 7). La 

manipulación con la pipeta y la disposición de ambas gotas permite realizar una 

transferencia rápida y minimizar el tiempo de un reenfoque. 

Se  realizaron  controles  de  osmolaridad  en  función  de  tiempo  para  ver 

posibles cambios por evaporación. Se observó que la evaporación causó menos 

del  1% de incremento  en  la  osmolaridad  en  120 segundos.  Como todas  las 

mediciones fueron hechas dentro de los primeros 20 segundos se asume que la 

osmolaridad final permaneció constante.

 

-44-



Capítulo II

Iso Hipo

Iso Hipo

Figura  7:  Sistema  de  medición  de  cambios  de 
volumen mediante videomicroscopía:  medición a 
tiempos cortos
Sistema  experimental:  una  pequeña  pipeta  se  utiliza  para 
tomar la vacuola elegida de la primera gota (Iso) y transferirla 
a la segunda (Hipo).

2.2.3  Medida de la permeabilidad osmótica

El flujo de agua transmembrana (Jv) fue calculado de la pendiente de la 

porción lineal del gráfico de cambio relativo de volumen en función del tiempo. El 

coeficiente  de  permeabilidad  osmótica  aparente  se  calculó  con  la  siguiente 

ecuación:

Pfap = Jv / [Va. S. (Osmi – Osme)]

donde Va es el volumen molar parcial del agua, S es la superficie inicial de la 

vacuola y (Osmi - Osme) el gradiente osmótico aplicado.
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Debido  a  la  transferencia  de  la  vacuola  con  una  pipeta,  en  nuestras 

condiciones experimentales existe probablemente una "capa de agua adherente" 

transferida  junto  con  la  vacuola  a  la  gota  hiposmótica.  Es  por  ello  que 

consideramos más apropiado utilizar el término de coeficiente de permeabilidad 

osmótica aparente. 

2.3  Resultados

2.3.1  Caracterización de la población vacuolar 

El método utilizado para aislar las vacuolas permitió obtener preparaciones 

que pudieron ser empleadas tanto para el método de medición a tiempos cortos 

como para el de perfusión. Para verificar que a partir de la preparación se obtiene 

una población homogénea se adquirieron imágenes de vacuolas recién aisladas 

elegidas al azar y se midió posteriormente su diámetro. En la Figura 8 se presenta 

el  histograma con la  distribución de frecuencia de los diámetros medidos.  Los 

resultados  muestran  que  la  preparación  obtenida  mediante  el  aislamiento 

mecánico  contiene  una  población  de  vacuolas  homogéneas  con  un  diámetro 

promedio de 27.47 ± 0.37 µm (n=140).
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Figura 8: Caracterización de la población vacuolar 
Distribución de frecuencias de los diámetros obtenidos para 
las vacuolas aisladas. La preparación contiene una población 
homogénea. 

2.3.2  Estudios de los cambios de volumen a tiempos largos 

Efectos de un   shock   hiposmótico  

En nuestros primeros experimentos utilizamos el sistema de perfusión para 

estudiar el cambio de volumen de vacuolas aisladas cuando se sometían a una 

solución hiposmótica (290 mOsm Kg-1).

En los experimentos controles se realizaron mediciones intercambiando las 

soluciones que perfundían la cámara pero sin modificar la osmolaridad del medio. 

Como  se  puede  observar  en  la  Figura  9,  condiciones  Iso-Iso,  las  vacuolas 

alcanzaron un equilibrio  osmótico  sin  que se produzcan cambios  de volumen 

detectables aún en períodos prolongados (mayor de 10 minutos). En el resto de 

los experimentos,  se  llevó a cabo siempre un período de equilibración inicial 

perfundiendo  con  la  solución  isosmótica.  A  los  6  minutos,  se  intercambió  la 

solución de perfusión por una solución hiposmótica en la cual  únicamente se 
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redujo la concentración de manitol en el medio externo. En estas condiciones, se 

observó un aumento de volumen relativo del 8% (Figura 9, Iso-Hipo).
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Figura 9: Cambios de volumen inducidos por un 
gradiente hiposmótico: medición a tiempos largos 
En  condiciones  control  (círculos  grises)  la  solución  de 
perfusión fue isosmótica durante  todo el experimento (490 
mOsm kg-1).  En la condición experimental  (círculos negros), 
después de un período de equilibración inicial  de 360 s, se 
realizó un cambio osmótico reemplazando la solución por una 
hiposmótica  (290  mOsm  kg-1).  Se  muestra  la  media  del 
cambio de relativo de volumen  ± SEM para 12-14 vacuolas 
obtenidas de 3-4 preparaciones independientes.

Inhibición por reactivos mercuriales

Para verificar si los cambios de volumen eran afectados por la presencia de 

HgCl2 (conocido  inhibidor  de  acuaporinas)  se  llevaron  a  cabo  experimentos 

preincubando con el bloqueante en condiciones isosmóticas (control). De esta 

manera, se observó que cuando las vacuolas fueron preincubadas durante 5 min 

en  300  µM  HgCl2 y  luego  perfundidas  con  la  misma  solución,  siempre  en 
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presencia del inhibidor, no se produjo ningún cambio de volumen (Figura 10). 

Los resultados fueron idénticos a los experimentos control en donde se perfundía 

con solución isosmótica en ausencia de mercurio. 

Figura 10: Efecto de compuestos mercuriales en 
condiciones isosmóticas
En condiciones control (cuadrados grises) las vacuolas fueron 
perfundidas  durante  todo  el  experimento  con  una  solución 
isosmótica. En la condición experimental, primero se perfundió 
con  la  solución  control  y  luego  esta  fue  cambiada  a  una 
conteniendo  300  µM HgCl2 manteniendo  siempre  la  misma 
osmolaridad  (cuadrados  negros)  (n=  12  vacuolas  de  5 
preparaciones independientes).

En cambio, cuando se aplicó un gradiente hiposmótico similar al descripto 

anteriormente a vacuolas preincubadas en condiciones isosmóticas con HgCl2, se 

observó una marcada inhibición del cambio de volumen (Figura 11 a). Al igual 

que en el  control,  el  HgCl2 estuvo presente durante todo el  experimento.  La 

Figura 11 b muestra que la inhibición del cambio de volumen fue función lineal 
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de la concentración de HgCl2 utilizada. Cuando la concentración de HgCl2 llegó a 

300 µM el cambio de volumen se anuló completamente.
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Figura 11: Efecto de compuestos mercuriales en 
condiciones hiposmóticas
a) Las  vacuolas  fueron  preincubadas  por  5  minutos  en 
solución  control  (círculos  abiertos)  o   con  diferentes 
concentraciones de HgCl2 (círculos cerrados negros y grises) 
antes de aplicarles el shock osmótico. 

b) Curva dosis respuesta para valores finales de cambio de 
volumen en presencia de diferentes concentraciones de HgCl2 

(0.3, 3, 30 y 300  µM). Cada punto representa la diferencia 
media entre V/Vo en condiciones hiposmóticas (t=720 s) y V/
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Vo en condiciones isosmóticas (t=180 s) (n= 4 a 14 vacuolas 
obtenidas de 2-5 preparaciones independientes).

La formación de uniones disulfuro causadas por compuestos mercuriales 

puede ser revertida con agentes reductores como el β-mercaptoetanol. La Figura 

12 muestra que cuando las vacuolas fueron preincubadas en 300  µM HgCl2 y 

luego  perfundidas  durante  el  experimento  con 5  mM de  β-mercaptoetanol  la 

inhibición por mercurio fue completamente revertida. Esto sugiere fuertemente 

que no se afectó la integridad de la membrana.
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Figura 12: Reversibilidad del efecto producido por 
compuestos mercuriales 
En la condición control (círculos abiertos) las vacuolas fueron 
perfundidas  en presencia  de 300  µM HgCl2 durante  todo el 
experimento. En la condición experimental las vacuolas fueron 
preincubadas con 300 µM HgCl2 durante 5 minutos y después 
perfundidas con 5 mM de β-mercaptoetanol antes y durante el 
cambio  osmótico  (círculos  cerrados).  Media  ± SEM  para  4 
vacuolas obtenidas de 2 preparaciones independientes.

Ajustes del volumen a diferentes pHs
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En  los  experimentos  de  perfusión,  las  vacuolas  fueron  sometidas  a 

variaciones de pH en ausencia de gradiente (condiciones isosmóticas) lo que nos 

permitió descartar un efecto per se del pH. Este se redujo a 6.6 o se incrementó 

a 8.6 sin afectar el volumen de la vacuola (Figura 13 a) lo que confirma que el 

modificar el gradiente de protones no produce ninguna alteración en el volumen.
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Figura  13:  Efecto  del  pH  externo  sobre  las 
propiedades osmóticas
a) Después de un período de perfusión inicial en condiciones 
isosmóticas  (Iso  pH  7.6)  las  vacuolas  fueron  sometidas  a 
diferentes pHs (Iso + cambio pH; 6.6, 7.6 y 8.6) manteniendo 
la isosmolaridad de la solución.
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b) Después de un período de perfusión inicial en condiciones 
isosmóticas a pH 7.6 (Iso) las vacuolas fueron sometidas a un 
gradiente osmótico de 200 mOsm Kg-1 a diferentes pHs (Hipo 
+ cambio pH; 6.6, 7.6 y 8.6). 
Media  ± SEM  para  6-14  vacuolas  obtenidas  de  3-4 
preparaciones independientes.

Sin  embargo,  los  cambios  de  volumen  inducidos  por  una  condición 

hiposmótica (290 mOsm Kg-1) fueron fuertemente dependientes del pH del medio 

(Figura 13 b). Cuando el gradiente fue aplicado a pH 8.6 no hubo diferencias en 

el volumen con respecto a la condición control, por lo que podemos decir que el 

pH alcalino no altera la respuesta de las vacuolas al shock osmótico. En cambio, 

cuando el gradiente fue aplicado en un medio a pH 6.6 no se produjo cambio de 

volumen, siendo la respuesta a la hiposmolaridad del medio completamente nula 

(Figura 13 b).

Para  probar  si  el  efecto  del  pH  sobre  el  volumen  era  reversible,  las 

vacuolas fueron inicialmente equilibradas en condiciones isosmóticas a pH 7.6, 

luego se aplicó el gradiente hiposmótico a pH 6.6 y al igual que antes no se 

registraron cambios de volumen (Figura 14).  Finalmente, se perfundió con la 

solución hiposmótica a pH 7.6 observándose un aumento en el volumen de la 

vacuola  semejante  al  observado  en  la  condición  control  (Figura  9).  Este 

experimento  verifica  la  reversibilidad  del  efecto  de  pH y  muestra  que  no se 

indujeron alteraciones irreversibles de la estructura de la membrana durante la 

acidificación del medio. 
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Figura 14: Reversibilidad del efecto del pH 
Las  vacuolas  fueron  inicialmente  incubadas  en  condiciones 
isosmóticas  a  pH  7.6  (Iso  pH 7.6).  Luego  se  aplicó 
simultáneamente un gradiente hiposmótico y un cambio de pH 
(Hipo pH 6.6) y finalmente las  vacuolas fueron perfundidas 
nuevamente a pH 7.6 pero manteniendo el gradiente osmótico 
(Hipo pH 7.6). Media  ± SEM para 6 vacuolas obtenidas de 3 
preparaciones independientes.

Papel de la urea en los cambios de volumen

La  siguiente  figura  muestra  experimentos  en  los  cuales,  luego  de  un 

período de equilibración inicial en la solución control la perfusión se realizó con 

una solución donde el manitol fue reemplazado parcial e isosmóticamente por 

100  mOsm  Kg-1 de  urea  (osmolaridad  final  490  mOsm  Kg-1).  Las  vacuolas 

presentaron un aumento de volumen de un 6% que fue revertido cuando la 

solución de perfusión contenía únicamente manitol (Figura 15 a).
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Figura 15:  Cambios de volumen asociados  a  la 
urea 
a) Luego de un período de equilibración inicial en la solución 
conteniendo  manitol,  este  soluto  fue  parcialmente 
reemplazado por 100 mM urea. Finalmente, las vacuolas son 
nuevamente  perfundidas  con  la  solución  inicial  (cuadrados 
negros).  En  la  condición  control  las  vacuolas  fueron 
perfundidas con la misma solución de manitol a lo largo de 
todo el experimento (cuadrados grises). 

b) Vacuolas  preincubadas  durante  5  minutos  en  300  µM 
HgCl2 fueron perfundidas con la solución de manitol y luego de 
manitol más urea como de igual forma que en la parte a). 

Nuestro siguiente paso fue estudiar si el movimiento de urea era afectado 

por compuestos mercuriales. Para ello las vacuolas fueron incubadas durante 5 

min  en  presencia  de  300  µM  HgCl2  y  luego  sometidas  al  mismo  esquema 

experimental siempre con el agregado del mercurio. En este caso el cambio de 
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volumen desarrollado anteriormente tuvo una fuerte inhibición que alcanzó el 

95% (Figura 15 b).

Finalmente, probamos si el pH tenía algún efecto sobre el transporte de 

urea. Para ello la concentración de protones fue modificada cuando las vacuolas 

fueron expuestas a soluciones isosmóticas preparadas con urea y manitol como 

osmolitos.  La  Figura  16   muestra  que  el  incremento  en  volumen  observado 

cuando la solución contiene urea fue completamente nulo a pH 6.6. Cuando las 

vacuolas  son  nuevamente  perfundidas  a  pH  7.6  se  observa  un aumento  del 

volumen semejante al desarrollado en la condición control (Figura 15 a) lo cual 

muestra  que  el  efecto  del  pH  sobre  el  movimiento  de  urea  es  totalmente 

reversible.
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Figura  16:  Efecto  del  pH  sobre  los  cambios  de 
volumen asociados  a la urea 
Luego  de  un  período  de  equilibración  inicial  en  una  solución 
isosmótica de manitol pH 6.6, este fue reemplazado parcialmente 
por 100 mM urea manteniendo la osmolaridad y el pH. Finalmente, 
el  pH  del  medio  fue  cambiado  a  7.6.  Media  ± SEM  para  10 
vacuolas obtenidas de 4 preparaciones independientes.
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2.3.3  Estudios de los cambios de volumen a tiempos cortos 

Efectos de un   shock   hiposmótico: medición de P  f

La técnica utilizada hasta aquí nos permitió estudiar la respuesta de las 

vacuolas frente a condiciones hiposmóticas a largo plazo y analizar el  estado 

estacionario  que  alcanzan  en  las  diferentes  condiciones  experimentales 

mencionadas.

Para comprender un poco más acerca de lo que ocurre a tiempos cortos 

empleamos un método rápido de medición utilizado anteriormente en nuestro 

laboratorio para medir permeabilidad en ovocitos de rata (Ford et al., 2000).

En los experimentos controles las vacuolas inicialmente inmersas en una 

solución  isosmótica  fueron  transferidas  a  una  gota  conteniendo  la  misma 

solución.  En  estas  condiciones  no  se  observaron  cambios  de  volumen  (el 

volumen relativo a los 20 s de realizada la transferencia de la vacuola fue de 

1.006 ± 0.002). 

Cuando las vacuolas fueron sometidas a un  shock hiposmótico, es decir, 

que  fueron  transferidas  a  una  gota  conteniendo  la  misma  solución  con  una 

osmolaridad  de  290 mOsm kg-1,  estas  aumentaron su  volumen rápidamente, 

siendo el cambio relativo de 14 %, 20 s después de aplicado el gradiente (Figura 

17). 
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Figura  17:  Cambios  de  volumen 
inducidos  por  un  gradiente 
hiposmótico: medición de Pf

Experimento  representativo  mostrando  la 
variación  del  volumen a lo  largo  del  tiempo 
para una vacuola transferida desde un medio 
isosmótico a uno hiposmótico.

La pendiente obtenida al graficar el cambio relativo de volumen en función 

del tiempo nos permitió calcular la permeabilidad osmótica aparente (Pfap) que 

fue 19.87 ± 2.21 µm s-1 (± SEM, n=6). Este valor es inferior al informado en la 

literatura para vacuolas de remolacha (270  ± 104  µm s-1,  Morillón y Lasalles, 

1999), donde se emplea una técnica que minimiza el efecto de las capas no 

mezcladas. Es por ello que consideramos en nuestro caso la contribución de este 

efecto  con  la  posibilidad  de  estar  subestimando  el  valor  de  Pf debido  a  la 

presencia de estas capas arrastradas con la transferencia de la vacuola a la gota 

hiposmótica. 

Inhibición del Pf por compuestos mercuriales

Probamos si había alguna modificación del Pfap en presencia de compuestos 

mercuriales. Para ello las vacuolas fueron incubadas durante 10 min en una gota 

de solución isosmótica en presencia de 300  µM HgCl2 antes de transferirla a la 
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siguiente gota para aplicarle el shock hiposmótico (Figura 18). La permeabilidad 

osmótica aparente fue en esta condición de 3.18  ± 0.59  µm s-1 (media  ± SEM, 

n=4), lo que implica una reducción de la misma en un 84%.
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Figura  18:  Efecto  de  compuestos  mercuriales 
sobre el Pf

Valores  de  coeficiente  de  permeabilidad  calculados  para 
vacuolas incubadas en solución isosmótica (barra blancas) o 
en 300  µM HgCl2 (barra gris)  antes de ser sometidas  a un 
gradiente osmótico. Los datos son expresados como media  ± 
SEM, n=4.

Efectos del pH sobre el Pf

Para estudiar  cúal  era el  efecto del  pH sobre la  permeabilidad al  agua 

realizamos experimentos en los cuales las vacuolas fueron transferidas desde 

una gota en condiciones isosmóticas a pH 7.6 a otra conteniendo una solución 

hiposmótica a pH 6.6. En este caso el cambio de volumen se redujo en un 55% y 

el valor de permeabilidad osmótica fue 8.89 ± 3.35 µm s-1 (media ± SEM, n=4) 

(Figura 19). 
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Figura 19: Efecto del pH sobre el Pf

Valores  de  coeficiente  de  permeabilidad  calculado  para 
vacuolas incubadas en solución isosmótica (barra gris) o a pH 
6.6  (barra  negra)  antes  de  ser  sometidas  a  un  gradiente 
osmótico. Los datos son expresados como media ± SEM, n=4.

2.4  Discusión

Con el objetivo de estudiar cual era la respuesta osmótica de vacuolas de 

remolacha aisladas realizamos experimentos de cambio de volumen tratando de 

discriminar la vía a través de la cual pasaba el agua. 

Para ello empleamos dos técnicas que tienen como ventaja en común que 

no  se  utiliza  la  información  del  promedio  de  una  población  de  vacuolas  en 

situación control o tratadas sino que se sigue en función del tiempo la imagen de 

una  vacuola  individualizada.  Este  aspecto  es  esencial  para  el  estudio  de 

transporte de agua. En el caso de la técnica de perfusion además, al ser continua 

durante toda la experiencia se impide acumulación de osmolitos en la solución 

extravacuolar o aquellos que puedan producir cambios de composición.
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Los  experimentos  muestran  que  independientemente  de  la  técnica 

utilizada existe  un cambio de volumen ante un  shock hiposmótico el  cual  es 

reversiblemente inhibido por  HgCl2.  Estos resultados sugieren la  presencia de 

canales específicos para el paso del agua.

En  los  experimentos  de  perfusión,  las  vacuolas  alcanzaron  el  equilibrio 

osmótico en condiciones control ya que en los primeros seis minutos muestran 

un volumen constante. La permeabilidad de la membrana vacuolar al  manitol 

generalmente es considerada como muy baja siendo su coeficiente de reflexión4 

(σ) cercano a uno. Esto se observó por ejemplo en experimentos con vesículas 

de tonoplasto de tabaco (Gerbeau et al., 1999). Se descarta entonces que en los 

experimentos propuestos se produzcan flujos de manitol, siendo los cambios de 

volumen  debidos  únicamente  al  movimiento  de  agua  hacia  el  interior  de  la 

vacuola. 

Una de las observaciones más interesantes  es que la  repuesta  al  shock 

hiposmótico  no  fue  la  misma  con  las  dos  técnicas  empleadas.  Cuando  las 

vacuolas  fueron  expuestas  a  un  gradiente  hiposmótico  estas  aumentaron  su 

volumen  en  un  8%  llegando  a  un  valor  estacionario  o  plateau luego  de 

aproximadamente  5  min.  En  cambio,  cuando  fueron  expuestas  al  mismo 

gradiente en los experimentos rápidos, las vacuolas aumentaron su volumen un 

14% dentro de los 20 s de realizado el cambio. Estos resultados indican que la 

forma de aplicar el gradiente influye sobre la respuesta de las vacuolas ante el 

gradiente hiposmótico y que posiblemente la modificación de la permeabilidad al 

4 El coeficiente de reflexión tiene en cuenta la permeabilidad de la membrana a un determinado soluto. Varía en 
entre 0 (soluto totalmente permeable) y 1 (soluto totalmente impermeable). 
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agua previene el aumento de volumen excesivo durante el shock osmótico. Se ha 

sugerido que las vacuolas podrían ayudar a minimizar fluctuaciones a corto plazo 

del volumen citoplasmático evitando daños estructurales o metabólicos (Tyerman 

et al., 1999). En el tejido parenquimático de raíz de Beta vulgaris está descripta 

la presencia de acuaporinas (Marty-Mazars et al., 1995), por lo que podríamos 

suponer,  junto con resultados previos a nivel  de raíz  entera (Amodeo et al., 

1999) que en estos movimientos  rápidos  de agua podrían estar  involucradas 

estas  proteínas.  En  la  primera  referencia  que  se  menciona  no  se  realizaron 

estudios funcionales mientras que en la segunda el bloqueo de flujo de agua 

afectó  la  vía  celular  sin  poder  discriminar  dentro  de  ella  la  membranas 

plasmática o el tonoplasto como podemos hacer al aislar vacuolas. Dada esta 

información previa realizamos experimentos en presencia de mercurio que es el 

bloqueante más utilizado para los canales de agua. En los experimentos rápidos 

las vacuolas incubadas con HgCl2 redujeron el valor de permeabilidad osmótica 

en un 84% (Figura 18). Cuando las vacuolas fueron perfundidas en presencia de 

HgCl2 se  vio  una  reducción  totalmente  reversible  del  cambio  de  volumen 

dependiente  de  la  concentración  de  mercurio  utilizada,  que  se  hizo 

completamente nula cuando se alcanzó 300 µM. Experimentos control mostraron 

que el mercurio por sí mismo no afecta el cambio de volumen de la vacuola. La 

inhibición  dosis  dependiente  y  reversible  del  valor  plateau producida  por  el 

mercurio  puede  ser  parcialmente  atribuida  a  un  efecto  bloqueante  sobre  las 

acuaporinas. Es importante remarcar el hecho de que un cambio únicamente en 

la permeabilidad osmótica llevaría a un cambio en la pendiente del cambio de 
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volumen en el tiempo y no en el valor final alcanzado. Entonces los resultados no 

pueden ser explicados únicamente con un efecto sobre la permeabilidad, sino 

que  debe  existir  algún  otro  mecanismo  responsable  de  esta  disminución. 

Probablemente el  hecho de que el  gradiente sea aplicado más lentamente le 

permite  a  la  vacuola  reacomodar  su  composición  interna  de  osmolitos  para 

regular su volumen más rápidamente. 

Con la técnica rápida de medición, a partir de la pendiente del cambio de 

volumen  relativo  en  función  del  tiempo,  calculamos  el  coeficiente  de 

permeabilidad osmótica al que denominamos “aparente”. El valor obtenido fue 

significativamente  más  bajo  que  el  reportado  previamente  en  la  literatura 

utilizando otra técnica y el cual tiene un rango de dispersión muy grande (270 ± 

104  µm  s-1)  (Morrillón  y  Lasalles,  1999).  Si  bien  con  nuestro  sistema 

experimental  probablemente  estamos  subestimando el  verdadero  valor  de  Pf, 

pudimos  observar un efecto de mercurio sobre la permeabilidad al agua.

Estos resultados nos muestran que las vacuolas de raíz de  Beta vulgaris 

responden rápidamente a cambios osmóticos generándose movimientos de agua 

que podrían ocurrir a través de canales específicos como las acuaporinas. Esto es 

avalado por el hecho de que el cambio de volumen se reduce significativamente 

en presencia de un inhibidor utilizado ampliamente para estos canales. Si bien en 

los  experimentos  de  perfusión  a  largo  plazo  existiría  un  mecanismo  que  le 

permite  a  la  vacuola  regular  efectivamente  el  cambio  de  volumen,  podemos 

concluir  que  las  acuaporinas  son  responsables  de  los  movimientos  de  agua 

observados.
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Como  vimos,  la  vacuola  es  una  organela  multifuncional  y  es  clave 

fundamentalmente  en  mantener  el  equilibrio  osmótico  con  el  citoplasma, 

evitando que este sufra cambios bruscos (Wink, 1993; Deepesh, 2000). Por otro 

lado la diferencia de pH observada entre el citoplasma (7-7.2) y la vacuola (5-

5.5) es mantenida por las bombas y transportadores presentes en el tonoplasto y 

es de vital importancia para el metabolismo celular (Taiz, 1992). Es por eso que 

nos  pareció  interesante  estudiar  como  estaban  relacionados  el  pH  y  los 

movimientos de agua impulsados por gradientes osmóticos.    

Como control se realizaron experimentos en los cuales las vacuolas fueron 

sometidas a diferentes pHs, observando que si el cambio de pH era realizado en 

ausencia de gradiente las vacuolas permanecían en equilibrio, confirmando que 

la concentración de protones por sí misma no genera una respuesta de cambio 

de volumen (Figura 13 a).

Luego de un  shock hiposmótico el  pH alcalino tampoco produjo ningún 

efecto  mientras  que  los  experimentos  a  pH 6.6  muestran  claramente  que el 

cambio de volumen fue totalmente inhibido en forma completamente reversible. 

El  pH ácido inhibe  el  movimiento  de agua en las  vacuolas.  Debido a que la 

manipulación del pH se llevó a cabo a través del sistema de perfusion, el pH 

correponde  al  medio  externo,  que  representa  para  la  vacuola  el  lado 

citoplasmático. Por lo tanto este efecto equivaldría a exponer a la vacuola a una 

acidificación citoplasmática.

En los experimentos rápidos, cuando las vacuolas fueron sometidas a las 

mismas  condiciones  de  gradiente  osmótico  y  pH  el  valor  de  Pf se  redujo 
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significativamente  con  respecto  a  la  condición  control,  a  un  55%.  Nuestra 

interpretación es que un efecto bloqueante de la acuaporina es la principal razón 

para este resultado.

Los resultados presentados demuestran que 1) a bajo pH, la permeabilidad 

al agua fue fuertemente reducida (como se confirma por las mediciones de Pf, 

Figura 19) y 2) cuando el valor de pH volvió a los valores controles la respuesta 

osmótica fue igual a la observada en los experimentos controles. El efecto del pH 

sobre el cambio de volumen es totalmente reversible. Esta reversibilidad también 

prueba la integridad del tonoplasto.

En el caso de los experimentos de perfusión sería irreal suponer que la 

permeabilidad al  agua fue completamente bloqueada. Teniendo en cuenta los 

resultados  presentados  podríamos  especular  sobre  la  existencia  de  un 

mecanismo compensatorio que modificaría la respuesta de volumen de la vacuola 

frente a un gradiente osmótico. Este sería el mismo que planteamos en el caso 

de  los  resultados  obtenidos  con  HgCl2.  Si  el  gradiente  osmótico  es  aplicado 

progresivamente, como en el caso de los experimentos de perfusión, a pH bajo o 

bajo el efecto de mercurio la eficiencia de este mecanismo compensatorio es del 

100%. La hipótesis sería que tanto a pH ácido como después del agregado de 

HgCl2 la  permeabilidad al  agua es lo  suficientemente baja como para que el 

movimiento de solutos permeables pueda compensar el flujo osmótico. Desde un 

punto  de  vista  teórico  esto  es  equivalente  a  una  fuerte  reducción  en  el 

coeficiente de reflexión de los solutos permeables que en ciertas circunstancias 

puede ser considerado cercano a cero. Existen claras evidencias en la literatura 
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que indicarían que la concentración de TIP en la membrana de la vacuola es 

extremadamente alta (Higuchi  et al.,  1998), por lo que la superficie de bicapa 

lipídica  “libre”  sería  relativamente  baja.  Esto  podría  explicar  por  que  la 

permeabilidad al agua después del bloqueo de las acuaporinas es tan baja.

En cuanto a la especificidad de transporte se sabe que las TIPs permiten el 

pasaje de pequeños solutos no cargados en adición al agua. Realizamos entonces 

experimentos empleando urea como osmolito. En estos experimentos parte del 

manitol fue reemplazado isosmolarmente por urea. La Figura 15 muestra una 

evidencia clara y clásica de que su coeficiente de reflexión es menor que para el 

manitol (Zadunaisky  et al.,  1963). En presencia de 300  µM HgCl2 la respuesta 

osmótica  a  la  urea  se  redujo.  Una  de  las  posibles  explicaciones  para  esta 

observación experimental es que la urea y el agua se mueven por el mismo poro. 

En la  literatura hay descriptos canales para agua en plantas que además de 

transportar agua tienen alta permeabilidad a solutos no cargados como urea y 

glicerol (Gerbeau et al.,  1999, Biela et al., 1999). También se caracterizó una 

acuaporina  animal  (AQP9)  capaz  de  mover  simultáneamente  agua,  urea  y 

manitol (Ishibashi et al., 1998). Más recientemente levaduras mutantes carentes 

del transportador de urea restablecieron la capacidad de utilizarla como fuente 

de nitrógeno al  ser  complementadas con  δ-TIP,  γ-TIP y CpNIP1 (Klebl et  al., 

2003).

Otra observación importante fue que el cambio de volumen que sufren las 

vacuolas en condiciones isosmolares con urea fue inhibido a pH ácido (Figura 

16), siendo este efecto totalmente reversible. El pH tuvo el mismo efecto que el 
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mercurio  sobre  los  cambios  de  volumen que  involucran  urea.  Este  resultado 

también apoyaría la idea de que la urea se está moviendo por el mismo poro que 

utiliza el agua para atravesar la membrana. Sin embargo, otra posibilidad sería 

que la urea ingrese a las vacuolas por una vía independiente y si bien genera un 

gradiente para la entrada de agua, la baja permeabilidad de la membrana a esta, 

ya sea por efecto del mercurio o del pH, provoca un menor aumento de volumen. 

Recientemente se ha descripto un transportador de urea en Arabidopsis thaliana 

(Liu et al., 2003).

Dado  que  las  acuaporinas  están  abundantemente  expresadas  y 

ampliamente distribuidas, el transporte de otras moléculas en adición al agua 

sería una importante función para la fisiología de las plantas.
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CAPITULO III

Estudios de permeabilidad al agua en vesículas de 

tonoplasto y su regulación por pH

3.1  Introducción

Si  bien  hace  muchos  años  se  conocían  las  múltiples  funciones  de  las 

vacuolas, los estudios de transporte a través del tonoplasto eran limitados debido 

a que no era posible lograr un sistema de medición adecuado. El desarrollo de 

métodos  de  obtención  de  grandes  cantidades  de  vacuolas  aisladas  libres  de 

contaminación citoplasmática hizo posible el estudio de transporte de solutos y 

caracterización de actividades enzimáticas del tonoplasto (Wagner y Siegelman, 

1975;  Leigh  et  al.,  1976).  Más  aún,  se  identificaron  funciones  enzimáticas 

características de esta membrana en preparaciones de vacuolas que podían ser 

utilizadas luego como marcadoras durante el proceso de aislamiento (Leigh y 

Walker, 1980).

La ventaja de utilizar vacuolas aisladas es que permite aproximarse más a 

lo  que  ocurre  fisiológicamente.  La  membrana  conserva  todo  el  conjunto  de 

transportadores y bombas presentes in vivo y el contenido vacuolar permanece 

en principio inalterable. Esto permite evaluar las posibles interacciones entre los 

distintos componentes y un acercamiento interesante a la visión completa del 

sistema, pero lo vuelve mucho más complejo y a veces de difícil  acceso a la 

proteína de interés.
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El  estudio  y  caracterización  de  sistemas  de  transporte  requiere  un 

dispositivo experimental que permita controlar y manipular a ambos lados de la 

membrana  algunos  parámetros  como  pH,  potencial  de  membrana  y 

concentración iónica. Buscando un sistema que cumpliera con estos requisitos se 

desarrollaron métodos para aislar vesículas selladas de membrana a partir de 

homogenatos  de  tejidos  de  plantas  (Sze  et  al.,  1980).  Las  vesículas  son 

fragmentos  de  membrana,  rotas  durante  la  homogeneización  del  tejido,  las 

cuales  se  sellan espontáneamente para formar esferas  huecas.  En particular, 

después  de  la  homogeneización  del  tejido  los  fragmentos  de  tonoplasto  se 

resellan más rápidamente que fragmentos derivados de otras membranas. 

Las  vesículas  de  tonoplasto  tienen  varias  ventajas  sobre  las  vacuolas 

aisladas:  1)  muestran  altos  índices  de  transporte  debido  a  la  gran  relación 

superficie/volumen, 2) están esencialmente desprovistas de solutos endógenos, 

3) se equilibran rápidamente con el medio y pueden entonces ser cargadas con 

el contenido deseado y 4) pueden ser despojadas de proteínas unidas débilmente 

que podrían interferir con las mediciones.

Estudios a partir  de vesículas de membrana se han hecho mediante la 

técnica de espectrofotometría de stopped flow, la cual permite una medición más 

exacta de la permeabilidad al agua (Verkman, 1995). El cambio de volumen que 

sufren las vesículas luego de aplicarles un gradiente osmótico provoca cambios 

en la luz dispersada (light scattering) que son registrados a lo largo del tiempo. 

Así mediante los cambios de dispersión de luz puede estimarse el cambio de 

volumen. Esta técnica permite medir los cambios volumen a tiempos muy cortos: 

una vez aplicado el  shock osmótico el cambio de luz dispersada se mide en el 

orden de milisegundos.
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Niemietz  y  Tyerman caracterizaron  canales  de  agua de  raíces  de  trigo 

utilizando por un lado vesículas de membrana plasmática y por otro una fracción 

de endomembranas conteniendo principalmente tonoplasto (Niemietz y Tyerman, 

1997). En esta última obtuvieron altos valores de Pf, inhibición por mercurio y 

baja energía de activación. En la fracción de membrana plasmática en cambio, si 

bien obtuvieron una alta relación Pf/Pd, lo que indicaría la presencia de canales 

para agua, no detectaron inhibición por mercurio y midieron una alta energía de 

activación. Los autores atribuyen estos resultados a las condiciones utilizadas 

durante el aislamiento de las vesículas.

Por  otro  lado,  mediante  la  misma  técnica,  Maurel  y  colaboradores 

caracterizaron canales de agua utilizando vesículas de membrana plasmática y 

de tonoplasto de células de tabaco (Maurel  et al.,  1997). Encontraron que la 

permeabilidad  del  tonoplasto  es  diez  veces  mayor  que  la  de  la  membrana 

plasmática. 

Más  recientemente,  Ohshima  y  colaboradores  utilizaron  vesículas  de 

membrana  para  caracterizar  funcionalmente  el  transporte  de  agua  en 

Graptopetalum paraguayense, una planta CAM (Ohshima et al., 2001). 

Para profundizar el estudio de la permeabilidad al agua del tonoplasto de 

Beta  vulgaris  decidimos  aislar  vesículas  de  esta  membrana.  Utilizando  este 

sistema podemos manipular el medio intra y extravesicular independizándonos 

del contenido vacuolar. El empleo de la técnica de espectrofotometría de stopeed 

flow nos  permitió  obtener  valores  no  subestimados  de  Pf,  poder  estudiar  la 

funcionalidad  de  las  acuaporinas  presentes  empleando  parámetros  mas 

biofísicos, identificar por Western Blot la presencia de TIPs y finalmente estudiar 

el efecto de pH . 
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3.2  Materiales y Métodos

3.2.1  Aislamiento de vesículas de tonoplasto 

Las  vesículas  de  tonoplasto  fueron  aisladas  utilizando  un  protocolo 

modificado  a  partir  de  la  técnica  de  Poole  (Poole  et  al.,  1984).  Todo  el 

procedimiento se realizó a 4°C, de acuerdo al esquema de la Figura 20. Se partió 

de 400 g (peso fresco) de raíces de remolachas previamente lavadas y peladas. 

Estas fueron cortadas en pequeños trozos, separadas en dos fracciones de 200 g 

y procesadas por separado en una licuadora comercial empleando en cada caso 

200 ml de medio de homogeneización (250 mM sacarosa, 5 mM EDTA, 0.1% p/v 

BSA,  1%  p/v  PVP-40,  25  mM  β-Mercaptoetanol  y  70  mM  Tris,  pH  8).  El 

homogenato se filtró a través de cuatro capas de gasa. Se repitió el proceso con 

los  otros  200 g de raíces  y  ambos filtrados  fueron centrifugados a  13000 g 

durante 10 minutos. El sobrenadante se filtró empleando en este caso un filtro 

comercial  Miracloth (Calbiochem,  La  Jolla,  USA)  y  se  centrifugó  a  80000  g 

durante 30 minutos. Para obtener la fracción microsomal (de la cual se guardó 

una  alícuota  para  ensayos  enzimáticos  y  Western  Blot)  se  descartó  el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 8 ml de medio de resuspensión (124 

mM sacarosa, 5 mM DTT, 15 mM MES, pH 6.8 con Bis-Tris Propano) utilizando un 

homogeneizador. Se prepararon gradientes que consistieron en 4 ml de 23% y 

10% p/v sacarosa (con el agregado de 1 mM DTT, 15 mM MES, pH 6.8) sobre los 

cuales se apoyaron 4 ml de la fracción microsomal. Se centrifugaron a 80000 g 

durante 2 h. Las vesículas de tonoplasto fueron recuperadas de la banda formada 

en  la  interfase  23%  y  10%.  Se  llevaron  a  volumen  con  la  solución  de 

resuspensión final (250 mM sacarosa, 1 mM EGTA, 1mM MgCl2, 2 mM DTT, 20 

mM Tris 20, pH 7.5) y se centrifugaron a 80000 g durante 30 minutos. Luego de 
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descartar el sobrenadante, el  pellet conteniendo a las vesículas se resuspendió 

en  500  µl  de  la  misma  solución.  Alícuotas  de  50  µl  fueron  congeladas  en 

nitrógeno líquido y almacenadas a -80°C hasta la realización de los experimentos. 

Las vesículas utilizadas fueron descongeladas solamente una vez. 

Homogenato de
tejido de raíz

10 min x 13000g

30 min x 80000g

FRACCION 
MICROSOMAL

VESICULAS TP 
PURIFICADAS

 30min 
x 80000g

2 h x 80000g
10%
23%

10%
23%

10%

23%

Figura  20:  Esquema  de  aislamiento  de  vesículas 
purificadas de tonoplasto de Beta vulgaris
Se realiza un homogenato con trozos de tejido fresco que luego es 
centrifugado y filtrado para obtener la fracción microsomal. Esta es 
colocada en un gradiente de sacarosa para purificar la fracción final 
conteniendo las vesículas de tonoplasto de la interfase del gradiente. 
Finalmente, luego de centrifugar a alta velocidad se obtiene un pellet 
que es resuspendido en el buffer final.
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3.2.2  Caracterización de vesículas de tonoplasto

Medición de proteínas

La concentración de proteínas presente en la fracción de vesículas se midió 

utilizando  la  técnica  de  Bradford  (Bradford,  1976).  Para  esto  se  prepararon 

diferentes diluciones de la muestra (1/10, 1/20 y 1/100) y 10 µl de cada una se 

mezclaron en la  placa de reacción con 10  µl  de 1 M NaOH y 250  µl  de una 

dilución 1/5 de reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se realizó en simultáneo una 

curva de calibración utilizando diferentes concentraciones de BSA (0, 0.5, 0.75, 

1, 1.5 y 2 µg BSA en 10 µl). La absorbancia de cada muestra fue medida a 578 

nm en un espectrofotómetro.

Ensayos de marcadores de membrana

Para verificar la pureza de la fracción enriquecida de tonoplasto se midió la 

actividad  específica  de  enzimas  marcadoras  empleando  como  control  a  la 

fracción microsomal (Briskin et al., 1987).

a) ATPasas

La H+-ATPasa del  tonoplasto transporta protones hacia el  interior de la 

vacuola hidrolizando ATP. Esta enzima es estimulada por Cl-, Br- e I-, su actividad 

es óptima a pH 8 y es inhibible por NO3
-. La H+-ATPasa de membrana plasmática, 

en cambio es inhibible por vanadato. Esto hace que la utilización de estas dos 

enzimas  marcadoras  nos  permita  identificar  la  presencia  de  membrana 

plasmática  y tonoplasto.  Para ambas fracciones,  microsomal  y tonoplasto,  se 

midió por lo tanto la actividad específica de estas dos enzimas en presencia y 

ausencia del inhibidor y en presencia y ausencia de 3 mM ATP.
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En ambos casos se agregaron 45 µl de medio de reacción (ver más adelante), 10 

µl de  0.02%  v/v  Brij,  10  µl  de  ATP  o  agua  y  10  µl  de  muestra  en  una 

concentración 2-5 µg de proteína. Se incubó a 37°C durante 25 min y se evaluó 

la  producción  de  fosfato  inorgánico  (Pi)  mediante  la  reacción  de  Fiske  y 

Subbarrow (Fiske y Subbarow, 1925). Para esto se agregaron 175 µl de reactivo 

de Fiske, se incubó a 37°C durante 20 min y se midió la absorbancia a 620 nm.

Medio de reacción para  H+ ATPasa (vanadato sensible): 160 mM sacarosa, 0.1 

mM (NH4)6Mo7O2 (molibdato de Na), 5 mM MgSO4, 1 mM NaN3, 25 mM K2SO4, 50 

mM MES, 1 mM DTT, pH 6,5, con o sin el agregado 0.6 mM o-vanadato.

Medio de reacción para H+ ATPasa (nitrato sensible): 160 mM sacarosa, 0.1 mM 

(NH4)6Mo7O2, 5 mM MgSO4, 1 mM NaN3, 50 mM KCl, 50 mM MES, 1 mM DTT, pH 

8, con o sin el agregado 25 mM KNO3.

B) IDPasa

Como enzima  marcadora  del  aparato  de  Golgi  se  utilizó  el  ensayo  de 

latencia de IDPasa (inosina 5' difosfatasa). La actividad específica de esta enzima 

se midió evaluando la producción de Pi en presencia o ausencia de 9 mM IDP. En 

ambos casos se agregaron 45 µl de medio de reacción (ver más adelante), 10 µl 

de 0.02% v/v Brij, 10 µl de IDP o agua y 10 µl de muestra en una concentración 

2-5 µg de proteína. Se incubó a 37°C durante 25 min y se evaluó la producción 

de fosfato inorgánico (Pi) mediante la reacción de Fiske y Subbarrow (Fiske y 

Subbarow, 1925). El ensayo se repitió para las mismas muestras 7 días después 

de la primera medición. 
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Medio de reacción para IDPasa: 160 mM sacarosa, 0.1 mM (NH4)6Mo7O2, 5 mM 

MgSO4, 1 mM NaN3, 50 mM KCl, 50 mM MES, 1 mM DTT, pH 8 y presencia o no 

de 25 mM KNO3.

C) Citocromo C

Como enzimas marcadoras de mitocondria y retículo endoplasmático se 

midió  la  actividad  específica  de  la  citocromo  C  oxidasa  y  reductasa 

respectivamente. La citocromo C oxidasa se ensayó como la oxidación de 4 mM 

de citocromo C reducido.  Para la  reacción  se agregaron 880  µl  de medio de 

reacción (ver más adelante), 100 µl  Brij, 10 µl 4 mM citocromo C reducido (en 

presencia  de Na2O4S2)  y 10  µl  de muestra  en una concentración 5-10  µg de 

proteína.  Para  analizar  la  actividad  enzimática  se  siguió  cinéticamente  la 

disminución de absorbancia a 550 nm.

La citocromo C oxidasa se probó utilizando citocromo C no reducido en presencia 

de 120 µM NADH. Para la reacción se agregaron 870 µl de medio de reacción (ver 

más adelante), 100  µl  Brij,  10 µl  4 mM citocromo C, 10  µl  NADH y 10  µl  de 

muestra en una concentración 5-10  µg de proteína. Para analizar la actividad 

enzimática se siguieron cinéticamente los cambios en absorbancia a 550 nm.

Medio de reacción para citocromo C oxidasa: 20 mM K2HPO4, 0.5 mM EDTA, pH 

7.5.

Medio de reacción para citocromo C reductasa: 20 mM K2HPO4, 0.5 mM EDTA, pH 

7.5 más el agregado de 1.5 mM KCN en 100 ml buffer fosfato.
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Microscopía electrónica

Se siguió un protocolo sugerido por la técnica Mariana López Ravasio del 

Instituto  de  Biología  Celular  y  Neurociencias  “Prof.  Dr.  Eduardo  de  Robertis” 

(LANAIS-MIE). La fracción purificada de vesículas que se obtuvo de la interfase 

del gradiente de densidad de sacarosa se completó hasta un volumen de 4 ml 

con buffer fosfato (0.1 M Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7.2) y se centrifugó a 80000 g 

durante 20 min. Para la primer fijación el pellet se dejó durante 1 h 40 min en 

2.5% v/v glutaraldehído en  buffer fosfato a 4°C. Luego se lavó con 100 mM 

buffer fosfato en las mismas condiciones de centrifugación anterior. El pellet se 

resuspendió en 500 µl del mismo buffer y se mantuvo durante toda la noche a 

4°C. La segunda fijación se realizó sobre hielo a temperatura ambiente con 1% 

p/v tetróxido de osmio durante 1h. Se lavó dos veces con agua destilada y se 

trató con el tercer fijador 5% p/v acetato de uranilo sobre hielo a temperatura 

ambiente durante 2 h. Nuevamente se hicieron dos lavados con agua destilada. 

Para la deshidratación de la muestra se utilizaron concentraciones crecientes de 

alcohol: 50% durante 15 min, 70% durante 15 min por duplicado, 96% durante 

15 min realizado por duplicado, 100% durante 15 min. Se dejó durante 15 min 

en  óxido  de  propileno.  La  inclusión  se  realizó  en  la  resina  Durcupam  y  se 

polimerizó durante 3  días  en estufa a 60°C. Finalmente se  talló  con hoja de 

afeitar  (Gilette,  USA)  y  se  cortó  con  un  ultramicrótomo  (Reichert-Jung)  con 

navaja de vidrio.

Las vesículas fueron observadas al microscopio electrónico con un aumento 

de  20000x  y  se  fotografiaron  distintas  secciones  de  la  preparación  con  un 

aumento final de 40000x. Se utilizó un patrón de tamaño conocido para poder 

calcular el diámetro de las vesículas a partir de fotografías. 
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3.2.3   Experimentos  de  cambio  de  volumen  mediante  dispersión 

luminosa: espectrofotometría de Stopped Flow

El cambio de volumen de las vesículas de tonoplasto se siguió registrando 

los  cambios  en  la  intensidad  de  luz  dispersada  a  90° y  500  nm  en  un 

espectrofotómetro  de  stopped-flow (Applied  Photophysics,  UK).  El  equipo  se 

encuentra en el IQUIFIB, laboratorio del Dr. Rolando Rossi, quien gentilmente 

nos facilitó su acceso y uso sin restricción.

Para los experimentos una alícuota de 10  µl  de vesículas se mezcló con 

1000 µl de la solución experimental (50 mM manitol, 25 mM NaCl, 10 mM Tris-

MES,  pH  8.3).  El  shock hiposmótico  asociado  con  esta  dilución  indujo  una 

apertura transiente de las vesículas las cuales se resellan equilibrando su interior 

con la solución extravesicular (Biber et al., 1983). Las vesículas equilibradas en 

este  nuevo medio  se  consideran  en medio  Iso  y  se  cargaron en uno de los 

inyectores  del  equipo.  En  el  otro,  se  cargó  la  solución  experimental  pero 

suplementada  con  500  mM  manitol  (medio  Hiper).  En  estas  condiciones  se 

genera un gradiente osmótico de aproximadamente 200 mOsm kg-1 responsable 

de  la  salida  de  agua  (Figura  21).  En  cada  experimento  el  equipo  mezcla 

volúmenes iguales de ambas soluciones (tiempo muerto menor a 3 ms) y se 

obtiene un registro (trazo) de cambio de intensidad de luz dispersada en función 

del tiempo. Partiendo de un volumen de cargado de 1 ml se obtienen en general 

de  8  a  12  trazos  individuales  que  luego  son  promediados.  Los  trazos 

promediados de cada experimento se ajustaron a una función exponencial doble 

y se calculó la permeabilidad osmótica (Pf) según la siguiente ecuación: 
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Pf = k Vo / S Va (Cext)

donde k es la constante exponencial,  Vo es el volumen inicial  promedio de la 

vesícula,  S es la  superficie  promedio de la  vesícula,  Va es el  volumen molar 

parcial del agua y Cext es la osmolaridad externa. 

Gradiente
osmótico

S1 S2

Vesículas TP

Mezclador

cu
b
et

a

Luz Detección

Figura 21: Esquema del equipo de espectrofotometría 
de stopped flow
Las jeringas controladas por pistones motorizados permiten mezclar 
eficientemente un pequeño volumen de solución hiperosmótica (S2) 
con un volumen igual de la suspensión de vesículas (S1). La mezcla 
resultante pasa a través de una cubeta donde se siguen los cambios 
de luz en función del tiempo.

Las  osmolaridades  de  las  soluciones  fueron  rutinariamente  medidas  en  un 

osmómetro (Wescor, Logan, UT).

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente excepto los de 

energía de activación.
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Efecto de diferentes gradientes sobre el cambio de volumen

Para estudiar la respuesta osmótica de las vesículas el transporte de agua 

se ensayó mezclando vesículas equilibradas con un volumen igual de la misma 

solución  experimental  pero  suplementada  con  distintas  concentraciones  de 

manitol para generar diferentes gradientes (375, 267, 162, 940 mOsm kg-1).

 

Efecto de la temperatura: energía de activación

Para los ensayos de energía de activación los experimentos se realizaron a 

diferentes  temperaturas:  10,  15,  20,  25  y  30°C,  empleando  un  baño 

termostatizado de circulación adosado al equipo de stopped-flow. La energía de 

activación (Ea) se calculó a partir de la relación de Arrhenius: 

ln k= Ea R-1 T-1

donde  ln  k  es  el  logaritmo  nartural  de  la  constante  exponencial,  medida  a 

diferentes temperaturas, R es la constante general de los gases (1.9872 cal mol-1 

°K-1) y T es la temperatura absoluta (°K).

Inhibición por compuestos mercuriales 

Para los estudios con HgCl2 las soluciones de trabajo fueron suplementadas 

con 0.1 mM y 1 mM de HgCl2.  Este último fue preparado siempre el  día  del 

experimento a partir de una solución madre 10 mM. El tiempo de preincubación 

con el inhibidor fue el requerido para el montaje del experimento, que es de 

aproximadamente  un  minuto.  Se  verificó  que  el  agregado  de  mercurio  no 
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alterara  la  osmolaridad  de  las  soluciones,  midiendo  en  todos  los  casos  las 

osmolaridades de los medios de incubación.

Efecto del pH

Las soluciones de trabajo empleadas en los experimentos control  fueron 

realizadas  a  pH  8.3  utilizando  10  mM  Tris-MES  como  buffer.  Este  es  muy 

eficiente  ya  que  no  solamente  reúne  a  dos  solutos  no  permeables  sino  que 

además tiene un pKa de 8.1 (Tris) y 6.1 (MES) que permiten poder trabajar a 

diferentes concentraciones de protones respetando la concentración final de 10 

mM. Para estudiar el efecto de la acidez del medio sobre el cambio de volumen 

en vesículas de tonoplasto se prepararon soluciones a pH 5.6, 6.3, 6.8, 7.3, 7.8, 

8.3 y 9.5. 

3.2.4  Estudios de Western Blot

Los estudios  de  Western  Blot se  realizaron  a  partir  de la  fracción  de 

vesículas  purificadas  de  tonoplasto  empleando  como  control  la  fracción 

microsomal. Se sembraron 30 µg de proteína en geles de poliacrilamida 10% p/v 

para someterlos a un SDS-PAGE (Laemmli,  1970).  Para ello los minigeles se 

prepararon  en  un  equipo  comercial  (Mini-Protean  II  Cell,  Bio-Rad)  y  la 

electroforesis se realizó a 100 V durante aproximadamente 2 h. Posteriormente 

los minigeles se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Towbin, 1979). 

La  transferencia  se  realizó  en  otra  cuba  del  mismo  equipo  (Mini  Trans-Blot 

Transfer  Cell,  Bio-Rad,  USA)  a  100 V durante  2  h.  Como marcador de peso 

molecular se utilizó el Rainbow-high molecular weight range (Amersham, USA). 

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se tiñó con una solución de 
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Rojo Ponceau (SIGMA) para visualizar las proteínas y comprobar la eficiencia. La 

membrana  de  nitrocelulosa  se  lavó  reiteradamente  con  agua  destilada  y  se 

realizó el bloqueo en una solución de PBS (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na2HPO4 y 

0.25 g KH2PO4, pH 7.5, en 1 l de agua destilada) conteniendo 3% p/v BSA y 

0.1% v/v  Tween  20  (PBST+BSA)  con  agitación  durante  1  h  a  temperatura 

ambiente. Luego se incubaron con los anticuerpos específico anti α-TIP (dilución 

1:1000) durante toda la noche y anti PIP1 y  anti PIP2 (dilución 1:1000) 2 h. Se 

realizaron 3 lavados de 15 min cada uno en la solución PBST+BSA y 2 lavados 

más en PBS. La membrana se incubó con el anticuerpo secundario (anti IgG de 

conejo  conjugado  con  la  peroxidasa  de  rabanito,  dilución  1:7500,  SIGMA) 

durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron nuevamente varios lavados 

en PBST+BSA y luego en PBS. La proteína inmovilizada fue entonces detectada 

por  quimioluminiscencia  (Bollag  y  Edelstein,  1983)  utilizando  un  reactivo 

comercial  (Western  Lightning  Chemiluminescence  Reagent  Plus  NEL  103, 

PerkinElmer,  Boston,  USA).  La  membrana  fue  sumergida  en  este  reactivo  y 

seguidamente a la reacción de quimiluminiscencia las membranas se expusieron 

a placas radiográficas (Kodad XAR) para revelar las bandas positivas.

Los anticuerpos anti  α-TIP (anticuerpo para  Phaseolus vulgaris;  Johnson  et al., 

1989), anti PIP1 (específico para  Triticum aestivum;  Aroca  et al., 2005)  y anti 

PIP2  (específico  para  Arabidopsis  thaliana,  Daniels  et  al.,  1994) fueron 

gentilmente cedidos por los Dres. Chrispeels y Aroca (UCSD, La Jolla California, 

USA). Se probó además TIP-MA27  (Marty-Mazars  et al., 1995) que nos fuera 

cedido por el Dr. Francis Marty (Université de Bourgogne, Dijon Cedex, France).
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3.3  Resultados

3.3.1  Caracterización de vesículas de tonoplasto

Ensayos de marcadores de membrana

Partiendo en promedio de 400 g de tejido fresco de raíces de remolacha 

obtuvimos  una  fracción  purificada  de  vesículas  de  tonoplasto  con  una 

concentración de proteínas de 3.85 ± 0.55 µg µl-1 (n=7). 

La Tabla II muestra las actividades específicas de las diferentes enzimas 

marcadoras ensayadas que nos permitió comprobar la pureza de las fracciones 

obtenidas.

La fracción final se enriqueció en vesículas de tonoplasto con respecto a la 

fracción  microsomal  en  un  factor  de 1.56 dato  que se  infiere  a  partir  de  la 

actividad específica de la H+-ATPasa sensible a nitrato.

La  posible  contaminación  con  vesículas  de  membrana  plasmática  se 

estudió midiendo la actividad de la H+-ATPasa sensible a vanadato. Esta mostró 

un valor de 5.38  µmoles Pi h-1  mg-1  proteína en la fracción microsomal y 1.98 

µmoles en la enriquecida con tonoplasto (n=4). La actividad medida fue por lo 

tanto 2.7 veces menor en la fracción de vesículas con respecto a los microsomas 

totales.

Los  valores  encontrados  para  la  enzima  marcadora  de  retículo 

endoplasmático (citocromo C reductasa) revelan que hay una disminución del 

valor  de  la  actividad  enzimática  de  la  fracción  vesicular  de  tonoplasto  con 

respecto a la microsomal.
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La citocromo C oxidasa, enzima utilizada como marcadora de mitocondria, 

no pudo ser determinada en ninguna de las dos fracciones. Esto era esperable ya 

que con el protocolo utilizado las mitocondrias son removidas de la preparación 

en la centrifugación previa a la obtención de la fracción microsomal. Podemos 

entonces concluir que la fracción final que posee las vesículas de tonoplasto no 

posee contaminación con mitocondrias.

Para  detectar  la  posible  contaminación  con  vesículas  de  membrana  de 

Golgi se realizó el ensayo de latencia de la inosina 5' difosfatasa (IDPasa). La 

actividad de esta enzima es latente y aumenta a lo largo del tiempo, entonces se 

determinó en membranas recién aisladas y siete días después de almacenarlas a 

4°C. La latencia de esta enzima representa la diferencia observada en actividad 

luego  del  almacenamiento  en  frío.  En  nuestra  preparación  el  aumento  de  la 

actividad de la enzima no es significativo con lo que podemos concluir que la 

fracción  final  de  vesículas  de  tonoplasto  no  se  enriqueció  con  vesículas  de 

membrana de Golgi con respecto a la fracción microsomal.

ATPasa sensible a 
Nitrato

(µmol h-1 mg prot-1)
(TP)

ATPasa sendible a 
Vanadato

(µmol h-1 mg prot-1)
(MP)

Citocormo C 
Reductasa

(µmol min-1 mg prot-1)
(RE)

Citocromo C 
oxidasa

(µmol min-1 mg prot-1) 
(MIT)

Fracción 
Microsomal

11.58 ± 1.92
(n=4)

5.38 ± 0.37
(n=4)

3.16 ± 0.85
(n=5) ND

Fracción 
Tonoplasto 

18.09 ± 1.66
(n=4)

1.98 ± 0.82
(n=4)

1.23 ± 0.22
(n=5) ND

Tabla II: Caracterización bioquímica de la fracción  microsomal y purificada de 
tonoplasto
Valores de actividades de enzimas marcadoras para la fracción microsomal y de tonoplasto. Los 
valores de actividades específicas están expresados como micromoles de sustrato por miligramo de 
proteína (media  ± SEM). Entre paréntesis se indica el número de preparaciones independientes 
utilizadas en cada caso. TP: tonoplasto, MP: membrana plasmática, RE: retículo endoplasmático, 
MIT: mitocondria, ND: indica valores no determinados.
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Microscopía electrónica

El  diámetro de las vesículas  se midió  a partir  de diferentes fotografías 

tomadas con el microscopio electrónico (Figura 22). El diámetro promedio fue de 

142  ± 5 nm (media  ± SEM, n=340). El histograma muestra la distribución de 

frecuencia de los diámetros medidos. Los resultados muestran que la preparación 

de vesículas representa una población homogénea.
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Figura 22: Caracterización de la fracción enriquecida 
de tonoplasto de Beta vulgaris
a) Fotografía de una muestra típica de vesículas de tonoplasto 
visualizada  al  microsciopio  electrónico.  El  diámetro  de  las 
vesículas  fue  determinado  por  medio  de  las  imágenes 
obtenidas  siendo  su  valor  de  142  ± 5  nm (media  ± SEM, 
n=340). Aumento 40000x.
b) Distribución de frecuencias de los diámetros obtenidos para 
las  vesículas  de  tonoplasto.  La  preparación  contiene  una 
población homogénea.  
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3.3.2  Medición de la permeabilidad osmótica en vesículas de tonoplasto

La Figura 23 muestra un experimento tipo donde se observa la variación 

de la intensidad de luz dispersada en función del tiempo en presencia de un 

gradiente hiperosmótico (200 mOsm kg-1) en vesículas de tonoplasto.
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Figura 23: Mediciones de cambios de volumen en 
las vesículas de tonoplasto 
Cambios de luz dispersada en función del tiempo en vesículas 
de  tonoplasto  debido  a  la  variación  en  el  volumen  de  la 
vesícula cuando se impone un gradiente osmótico (Iso-Hiper). 
La  curva  corresponde  a  un  promedio  de  12-14  trazos 
independientes. Como control las vesículas fueron mezcladas 
con  una  solución  isosmótica  (Iso-Iso).  Los  experimentos 
fueron repetidos para cinco preparaciones independientes.

Las vesículas de tonoplasto sometidas a un gradiente osmótico mostraron 

un cambio de volumen significativo (Iso-Hiper), mientras que no hubo cambio de 

volumen en ausencia de gradiente (Iso-Iso). 

Para  estudiar  el  comportamiento osmótico  de las  vesículas  se realizaron 

experimentos en los cuales éstas fueron sometidas a diferentes gradientes. Se 
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encontró  un  aumento  en  la  amplitud  de  cambio  de  la  luz  dispersada  con  el 

gradiente osmótico aplicado. Este incremento fue proporcional a la relación entre 

el gradiente intra y extravesicular lo que también corresponde al volumen inicial 

y final de la vesícula (Figura 24). Estos resultados son consistentes con la teoría 

de que las vesículas presentan una relación inversa entre la intensidad de luz 

dispersada y el  volumen y que el  aumento en la intensidad de luz refleja el 

cambio de volumen que sufren las vesículas luego del gradiente osmótico (van 

Heeswijk y van Os, 1986). 

Los experimentos fueron realizados a 26°C y el Pf calculado fue de 485 ± 69 

µm s-1 (media ± SEM, n=5). 
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Figura  24:  Dependencia  de  la  permeabilidad  al 
agua con el gradiente osmótico 
El  gráfico  representa  la  relación  lineal  entre  la  amplitud 
máxima de cambio  en la  intensidad  de luz  dispersada  y el 
gradiente osmótico impuesto expresado como Cext/Cin.
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Efecto de la temperatura: energía de activación

Para estudiar la dependencia del Pf con la temperatura las vesículas fueron 

expuestas a un gradiente osmótico a temperaturas que variaron entre 10°C y 

30°C. Los resultados se muestran como un gráfico de Arrhenius en la Figura 25. 

El ajuste lineal de los datos indican una energía de activación aparente de 5.44 

Kcal mol-1 para el transporte de agua en las vesículas de tonoplasto. Esto sugiere 

que en esta membrana predomina una vía específica para el pasaje de agua 

(acuaporinas).
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Figura  25:  Dependencia  de  la  permeabilidad  al 
agua con la temperatura
Gráfico representativo de la dependencia del Pf de vesículas de 
tonoplasto con la temperatura. Esta se determinó entre 10°C y 
30°C. La energía de activación calculada  fue de 5.4 Kcal mol-1.

Inhibición por compuestos mercuriales 

Para investigar si el movimiento de agua se daba a través de acuaporinas 

las  vesículas  de  tonoplasto  fueron  sometidas  a  un  gradiente  osmótico  en 

presencia de diferentes concentraciones de HgCl2. 

-87-



Capítulo III

La  Figura  26  muestra  el  efecto  de  0.1  mM o  1  mM de HgCl2 sobre  el 

transporte  de  agua  expresado  como  porcentaje  del  control,  en  ausencia  del 

inhibidor. El coeficiente de permeabilidad osmótica se redujo en un 76.4 ± 0.3 % 

y 84.4 ± 2.2 % (± SEM, n=4) respectivamente en relación al control. 
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Figura  26:  Efecto  de  compuestos  mercuriales 
sobre la permeabilidad al agua 
Se muestran valores de Pf como porcentaje del control (barra 
blanca, sin HgCl2). Se probaron dos concentraciones de este 
inhibidor 0.1 mM (barra gris) y 1 mM (barra negra) que fueron 
mantenidas durante todo el experimento en ambas soluciones. 
Media ± SEM, n=4.

Efecto del pH sobre el Pf

La Figura 27 muestra el efecto de la concentración de protones sobre el 

transporte  de  agua.  Los  valores  son  expresados  como  porcentaje  del  valor 

control,  pH  8.3.  Cuando  las  vesículas  fueron  incubadas  durante  2  min  en 

presencia de la solución experimental a pH 5.6 y se aplicó el gradiente osmótico, 

el Pf se redujo a 58 ± 3 % (media ± SEM, n=6).
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Figura 27: Efecto del pH sobre la permeabilidad al 
agua
Se muestra el valor de Pf obtenido a pH 5.6 (barra gris) como 
porcentaje del valor control a pH 8.3 (barra blanca). Media ± 
SEM, n=6.

Para profundizar el estudio del efecto de pH se realizaron experimentos 

donde  las  vesículas  fueron  sometidas  a  un  gradiente  osmótico  a  diferentes 

concentraciones de protones. La Figura 28 muestra los valores obtenidos de Pf 

para los distintos valores de pH utilizados, el máximo valor de permeabilidad se 

encontró  a  pH  7.3  y  para  valores  de  pH  mayores  la  diferencia  no  resultó 

significativa. Estos resultados sugieren que el Pf se inhibe significativamente a 

pHs ácidos.
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Figura 28: Mediciones de permeabilidad al agua a 
diferentes valores de pH
Las vesículas fueron equilibradas al pH indicado y luego se les 
aplicó  un  shock osmótico  manteniendo  la  misma 
concentración de protones. Los valores son el promedio ± SEM 
de  n  determinaciones  independientes  indicadas  entre 
paréntesis.  

3.3.3  Detección molecular de acuaporinas en vesículas de tonoplasto

Los estudios  funcionales  sugieren fuertemente que las  membranas de 

tonopasto poseen canales de agua. Para definir molecularmente la presencia de 

estas proteínas se realizaron ensayos de Western Blot.

Los mismos se llevaron a cabo a partir de fracciones microsomales y de 

tonoplasto para comprobar la presencia de la proteína utilizando un anticuerpo 

anti  α-TIP.  Este  reconoció  una  banda  de  25  kDa  en  la  fracción  microsomal 

mientras que en la fracción enriquecida en tonoplasto se detectó un doblete con 

bandas de 25 kDa y 27 kDa. En ambas fracciones pueden observarse bandas de 

mayor peso molecular (Figura 29).
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Si  bien  la  fracción  vesicular  fue  caracterizada  bioquímicamente,  era 

necesario  asegurar  molecularmente  que  nuestra  preparación  no  presentara 

contaminación  con  vesículas  de  membrana  plasmática.  Estas  poseen  un  alto 

valor de permeabilidad osmótica y fuerte inhibición por pH (Alleva et al., 2004) lo 

que podría alterar la interpretación de los resultados obtenidos con vesículas de 

tonoplasto. Fracciones microsomales, de tonoplasto y de membrana plasmática 

fueron corridas en paralelo y probadas utilizando anticuerpos anti PIP1 y anti 

PIP2. Puede observarse que ambos anticuerpos reconocen una banda de 25 kDa 

tanto en la fracción microsomal como en la fracción de membrana plasmática. La 

preparación de tonoplasto no es reconocida por ninguno de los dos anticuerpos 

confirmando que no existe contaminación por estas PIPs.

25 kDa

anti PIP2

25 kDa

 25 kDa

Figura 29: Análisis de  Western Blot de extractos 
de raíces de remolacha (Beta vulgaris)
M: fracción microsomal total; TP: tonoplasto; PM: membrana 
plasmática, detectadas con diferentes anticuerpos 
a) Membranas de M, TP y PM fueron ensayadas usando  un 
anticuerpo  para  acuaporinas  de  tonoplasto  (anti  α-TIP  de 
Phaseolus vulgaris). 
b) Membranas  de  M,  TP  y  PM  fueron  ensayadas  usando 
anticuerpos para acuaporinas de membrana plasmática (anti 
PIP1 de Triticum aestivum y anti PIP2 de Arabidopsis thaliana) 
para descartar una posible contaminación en la preparación de 
tonoplasto. 
El  peso  molecular  de  las  bandas  se  indica  a  la  derecha  o 
izquierda.
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También se realizaron experimentos  con un anticuerpo que presentaría 

especificidad a TIP en Beta vulgaris (TIP-MA27) y que fuera descripto por Marty-

Mazars  (Marty-Mazars  et  al.,  1995).  Sin  embargo,  otros  autores,  en  forma 

posterior a esta publicación han hallado que este mismo anticuerpo reconoce 

predominantemente una proteína de mayor tamaño (45 kDa) que la esperada 

(27 kDa) (Hoh  et al., 1995; Jauh  et al., 1999). En nuestras preparaciones se 

detectó una banda de 22 kDa y otras de mayor peso molecular. 

3.4 Discusión

Para profundizar  los  estudios de caracterización del  Pf del  tonoplasto de 

raíces  de  Beta  vulgaris aislamos  una  fracción  purificada  de  vesículas  de 

tonoplasto  y  realizamos  experimentos  con  la  técnica  de  stopped  flow.  Esta 

permite el control y manipulación del contenido intra y extravesicular, esencial 

para estudiar mecanismos regulatorios involucrados directamente en la actividad 

del canal. 

Las vesículas de tonoplasto muestran un alto valor de  Pf, baja energía de 

activación y alta inhibición por compuestos mercuriales. Estos resultados junto 

con la detección de un doblete con bandas de aproximadamente 25 kDa y 27 

kDa observadas utilizando el anticuerpo anti α-TIP son evidencias que confirman 

la existencia de un canal de agua activo en el tonoplasto en raíces de remolacha. 

El valor de Pf calculado (485 ± 69  µm s-1, media ± SEM, n=5) concuerda 

con el  de otras preparaciones de tonoplasto en otros  sistemas empleando la 

misma técnica (Maurel  et al.,  1997; Niemietz  y Tyerman, 1997) y junto con 

nuestras observaciones en vacuolas aisladas (capítulo II) y secciones de raíces 
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(Amodeo  et al., 1999) confirman que las acuaporinas están involucradas en el 

transporte de agua en el parénquima de raíz de Beta vulgaris. 

Por muchos años, particularmente en células animales, se propuso que el 

pH del medio podía regular la permeabilidad al agua en un proceso on-off (Parisi 

et  al.,  1983;  Parisi  y  Bourguet,  1984;  Parisi  y  Wietzerbin,  1984).  Más 

recientemente se observó un efecto del pH en acuaporinas clonadas expresadas 

en ovocitos de  Xenopus laevis (Zeuthen y Klaerke, 1999, Yasui  et al.,  1999, 

Nemeth-Cahalan y Hall, 2000). En plantas muy pocos estudios fueron realizaron 

buscando una posible regulación del transporte de agua por el pH. Gerbeau y 

colaboradores  mostraron  que  la  permeabilidad  al  agua  de  vesículas  de 

membrana plasmática de Arabidopsis se reduce un 20% a pH ácido (Gerbeau et 

al., 2002). Nuestros estudios muestran que la permeabilidad al agua de vacuolas 

aisladas de Beta vulgaris disminuye un 55% a pH 6.6 (Capítulo II) y vesículas de 

tonoplasto muestran una reducción parcial del Pf cuando son expuestas a bajo 

pH, indicando que la acidificación afecta el funcionamiento del canal. Un dato 

interesante de destacar es que mientras los canales de agua activos presentes 

en la preparación de tonoplasto de raíz son mayoritariamente inhibidos por HgCl2 

(inhibición del 84%) muestran un efecto parcial de inhibición por acidificación 

(inhibición del 42%). 

El Pf de vesículas de tonoplasto tiene un valor máximo a pH 7.6 a diferencia 

de lo observado en preparaciones de membrana plasmática tanto de Arabidopsis 

thaliana como de Beta vulgaris (Gerbeau et al., 2002; Alleva et al., 2004). 

Nuestra hipótesis es que solo una fracción de TIPs del tonoplasto de raíz de 

Beta vulgaris puede ser bloqueada por protones. Para probar esta hipótesis fue 

necesario descartar la presencia de una acuaporina de membrana plasmática en 
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nuestra  preparación  ya  que  estas  muestran  un  alto  valor  de  permeabilidad 

osmótica y son completamente inhibidas por la acidificación del medio (Alleva et 

al.,  2004).  Una  baja  contaminación  en  la  fracción  de  tonoplasto  podría  ser 

responsable  de  la  inhibición  parcial  observada  cuando  las  vesículas  fueron 

expuestas a bajo pH. Para investigar esta posibilidad, se purificaron membranas 

plasmáticas  del  mismo  material  empleando  un  método  de  separación  por 

partición  en  dos  fases  especial  para  obtener  una  fracción  de  membrana 

plasmática altamente purificada (Larsson et al., 1994). Los análisis de Western 

Blot muestran  claramente  que  mientras  la  fracción  obtenida  de  membrana 

plasmática está enriquecida en PIP1 y PIP2, la fracción de tonoplasto no muestra 

contaminación con estas PIPs y está además enriquecida en TIPs (Figura 29). 

Hasta el momento se han identificado cinco subclases de TIPs, pero sólo α-

TIP y  δ-TIP se han estudiado en profundidad (Maurel  et al., 1993; Johnson y 

Chrispeels,  1992;  Maurel  et  al.,  1995;  Jauh  et  al.,  1998).  Los  estudios  de 

Western Blot muestran que un anticuerpo contra  α-TIP se une a la fracción de 

tonoplasto.  α-TIP es expresada en semilla y está presente en la membrana de 

vacuolas almacenadoras de proteínas durante el desarrollo temprano y estados 

tardíos de maduración de la semilla (Johnson  et al., 1989; Melroy y Herman, 

1991). Es necesario destacar que los ortólogos de TIPs en diferentes especies 

pueden  no  ser  reconocidos  por  el  mismo  anticuerpo  y  muestran  diferentes 

patrones de expresión en los tejidos (Santoni  et al., 2000). Es por ello que en 

nuestra  fracción de tonoplasto purificada podemos asegurar la presencia de una 

TIP pero no que sea específicamente la  isoforma  α-TIP ya que el  anticuerpo 

empleado  no  es  específico  para  Beta  vulgaris.  También  está  descripto  en  la 

literatura  que  anticuerpos  contra  el  tonoplasto  de  células  de  parénquima  de 
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almacenamiento de remolacha reconocen un polipéptido de 27 kDa relacionado 

con  una  TIP  (Marty-Mazars  et  al.,  1995).  Este  sin  embargo  no  pudo  ser 

detectado en nuestra preparación. No obstante, esta información junto con los 

resultados presentados aquí nos permite especular que en nuestra preparación 

podría estar presente más de una isoforma.

En conclusión, el tonoplasto de raíz de  Beta vulgaris expresa acuaporinas 

activas  que  son  parcialmente  inhibidas  por  la  acidificación,  probablemente 

porque sólo ciertas isoformas pueden ser bloqueadas por protones.
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CAPITULO IV

Estudios de cambio de volumen en ovocitos expresando 

acuaporinas: mecanismo de regulación por pH

4.1  Introducción

Desde el descubrimiento de la primer acuaporina en plantas (Maurel  et al., 

1993) se ha publicado una enorme cantidad de trabajos reportando la existencia en 

distintas especies de proteínas pertenecientes a la familia MIP. Esta inclusión de 

nuevas proteínas a dicha familia fue basada en la homología de secuencias entre la 

de la nueva proteína y la de la familia ya conocida. Además de la homología de 

secuencia, la idea de que estas proteínas transportaran agua estaba apoyada por 

evidencias  experimentales  que  mostraban  que  su  expresión  se  daba  en 

determinadas condiciones o estados de la planta en los que el movimiento de agua 

resulta fundamental  (procesos vinculados con desarrollo embrionario,  elongación 

celular, respuesta al déficit de agua, Johnson y Chrispeels, 1989; Ludevid  et al.,  

1992; Guerrero et al., 1990).

Sin embargo, es importante destacar, que el hecho de que haya una alta 

homología de secuencia entre dos proteínas no necesariamente implica que estas 

tengan  igual  función.  Para  poder  realmente  confirmar  que  la  función  de  estas 

proteínas es transportar agua, es necesario medir dicho transporte. Una estrategia 

para medir la actividad de una proteína clonada consiste en sobrexpresarla en un 

sistema  de  expresión  heterólogo.  En  el  caso  particular  de  las  acuaporinas,  el 
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sistema más usado desde hace tiempo, es la expresión de estas en ovocitos de 

Xenopus laevis (Gurdon et al.,  1971). Si bien la primer acuaporina en plantas fue 

caracterizada usando este sistema (Maurel et al., 1993), en los años subsiguientes 

varias proteínas pertenecientes a la familia MIP se describieron solo por homología 

de secuencia. Recién en los últimos años se han comenzado a reportar una serie de 

trabajos donde efectivamente se prueba la funcionalidad de los supuestos canales 

de agua (Higuchi et al., 1998; Li et al., 2000; Dixit et al., 2001; Moshelion et al., 

2002; Katsuhara et al., 2002; Fetter et al., 2004).

Respecto a la sobrexpresión de acuaporinas en ovocitos de Xenopus laevis, 

es importante destacar las ventajas que esta metodología presenta: los ovocitos 

son altamente eficientes para sintetizar y ensamblar proteínas luego de la inyección 

de ARN, son de fácil manipulación debido a su tamaño, aproximadamente 1 mm de 

diámetro, y fundamentalmente carecen de canales de agua endógenos. La ausencia 

de acuaporinas endógenas en estas células fue informada por Zhang y Verkman en 

1991. Estos autores describieron que la permeabilidad al agua de la membrana del 

ovocito  es  muy baja (8.6.10-4 cm s-1)  y  presenta  una alta  energía  de activación 

(10.2 Kcal mol-1), datos que evidencian la ausencia de canales de agua propios de 

la  membrana del ovocito. 

Como vimos en el capítulo II uno de los mecanismos de regulación directa 

sobre las acuaporinas es la acidificación del medio. Se ha demostrado que la AQP3 

de mamíferos se inhibe a valores de pH por debajo de 6.4 (Zeuthen y Klaerke, 

1999)  mientras  que  el  Pf de  ovocitos  expresando  la  AQP0  aumenta 

significativamente a pH 6.5 (Németh-Cahalan y Hall, 2000). En este último trabajo 
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demostraron  que  la  histidina  40  tiene  un  rol  clave  en  la  modulación  de  la 

permeabilidad  al  agua.  Otros  datos  disponibles  en  la  literatura  para  diferentes 

canales  regulados  por  pH  indican  que  generalmente  son  las  histidinas  las 

responsables de la sensibilidad a la concentración de protones del medio (Tabla 

III). Sin embargo, se sabe que otros residuos capaces de sensar pH serían lisina, 

treonina, tirosina y metionina (Tabla III) y más recientemente se ha reportado que 

la  leucina  estaría  involucrada  en  el  gating por  pH  de  canales  de  potasio  de 

mamíferos (Sackin et al., 2005). 

Proteína Referencia Respuesta Sitio de 
mutación

Mutación

AQP0 Németh-Cahalan, 
2000

Activación
a pH ácido

His 40 A; D, K

Kir6.2 (KATP) Xu, JBC 2001 
276:12898

Activación
a pH ácido

His 175 A; K

Xu, JBC 2001 276: 
38690

Activación
a pH ácido

His 175 A; E; D; N; C;
K; R

Inactivación
a pH ácido

His186
His193
His216

Otras 5 His

A
N
Q
A

KST1
(canal de K en 

plantas)

Hoth, 1997 Activación
a pH ácido

His160
His271

A; D; R
A; D; R

Canal de urea Weeks, 2000 Activación
a pH ácido

His123 A; G

Kv1.5 Steidl, 1999 Inactivación
a pH ácido

His452 Q

ROMK1 Fakler, 1996 Inactivación
a pH ácido

Lis80 M

RMOK1 Chanchevalap,
2000

Inactivación
a pH ácido

His23
His31

His225
His270
His274
His280
His342
His354

N; D; K

Kir2.3 Qu, 1999 Inactivación
a pH ácido

Thr53
Tyr57
Met60

I
W
V

Tabla III: Datos informados para el sensado de pH en diferentes canales 
Se muestra el efecto del pH sobre varias proteínas de acuerdo a las referencia indicadas. Se 
aclara el sitio responsable del sensado del pH y la mutación realizada.
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Los  resultados  presentados  en  los  capítulos  anteriores  indican  que  los 

cambios de volumen observados tanto en vacuolas aisladas como en vesículas de 

tonoplasto son debidos a rápidos movimientos de agua a través de acuaporinas, 

que  además  fueron  detectadas  molecularmente  usando  anticuerpos  específicos. 

Finalmente en este capítulo, para demostrar que estas acuaporinas son realmente 

canales de agua, se llevo a cabo su sobrexpresión en ovocitos de Xenopus,  se 

investigó  el  efecto  del  pH  y  mediante  mutagénesis  dirigida  se  identificó  el 

aminoácido sensor de la concentración de protones en PIPs. 

Este  capítulo  incluye  experimentos  que  fueron  realizados  durante  una 

pasantía  en  el  Laboratorio  del  Dr.  Christophe  Maurel  y  bajo  su  supervisión 

(Biochimie et Physiologie Moléculaire des Plantes, ENSA-M/INRA/CNRS, Montpellier, 

Francia).  La  pasantía  forma parte  de un  proyecto  de colaboración entre  ambos 

laboratorios (PICs Programme 618; ECOS 2003 #A03B03).

 

4.2  Materiales y Métodos

4.2.1  Obtención de los Clones 

Los  clones  de  Beta  vulgaris fueron  cedidos  por  Maria  Karlsson  del 

Departamento de Bioquímica de Plantas, Universidad de Lund, Lund, Suecia. Los 

mismos fueron obtenidos a partir de una library de hoja y raíz de remolacha (Beta 

vulgaris) utilizando como sonda So-δTIP, ACC: AJ245953, ref. Maria Karlsson, Lund, 

Suecia y Nt-TIPa, ACC: AJ237751, ref. Christophe Maurel, Montpellier, Francia. Se 

extrajo el ADN plasmídico y los clones fueron cortados con enzimas de restricción 
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adecuadas para el clonado posicional en el vector Uni-ZAP XR. Se secuenciaron 16 

clones, 4 de los cuales encontrados en raíz resultaron ser homólogos a TIPs. Estos 

fueron  llamados  pDCTIP3  (1237  pb,  254  aa),  pDCTIP12  (946  pb,  247  aa), 

pDCTIP17 (986 pb, 247 aa) y pDCTIP51 (872 pb, 254 aa). pDCTIP12 y pDCTIP17 

son dos genes diferentes pero que codifican para la misma proteína al igual que 

pDCTIP3 y pDCTIP51 (Maria Karlsson, comunicación personal). 

Se trabajó además con acuaporinas clonadas de Arabidopsis thaliana (TIP1;1 

PIP1;2, PIP2;1 y PIP2;2) obtenidas en el Laboratorio del Dr. Christophe Maurel.

4.2.2  Mutagénesis dirigida mediante el método de Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR)

Se sintetizaron oligonucléotidos (primers) complementarios a la secuencia a 

amplificar excepto en la base nucleotídica que se quiso mutar. Se generaron dos 

pares  de  primers  (Figura  30),  cada uno  de  los  cuales  consistió  en  un   primer 

externo (1 o 2) y otro interno que llevaba la mutación (1” y 2”). Se realizaron dos 

PCRs llamadas primarias usando cada uno de los juegos de primers (1-1” y 2-2”). 

Se verificó el tamaño de las bandas obtenidas mediante un gel de agarosa y se 

purificaron a partir de este para ser utilizadas como molde en la reacción de PCR 

siguiente (secundaria).

Para la reacción secundaria se utilizaron ambos  primers  externos (1 y 2) lo que 

permitió amplificar el fragmento inicial total pero con la base mutada.
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* por *

2 PCRs Primarias

1 PCR Secundaria

*
*

ADN a mutar

1

*

* 2”

*
1” 2

PCR 1, primers negros PCR 2, primers grises

**
Fragmentos   amplificados

*
Fragmento final conteniendo la mutación

Figura  30:  Esquema  de  mutagénesis  dirigida 
mediante PCR
Los asteriscos indican el nucléotido que se desea mutar (rosa) o 
el  que  se  usa  para  introducir  la  mutación  (azul).  Las  flechas 
representan los dos pares de primers sintetizados (1-1” y 2-2”). 
Se realizan dos PCRs primarias: PCR 1 (utilizando 1 y 1”) y PCR 2 
(utilizando 2 y 2”). Los fragmentos obtenidos son utilizados como 
molde para la PCR secundaria, realizada con los primers 1 y 2 
para obtener el fragmento original pero llevando la mutación.

PCR primaria

Se preparó la siguiente mezcla de reacción: 0.005 µg µl-1 del ADN molde, 0.2 

mM de dNTPs,  1x del  buffer correspondiente a  la  enzima y 0.5  pmoles  µl-1 de 

oligonucléotidos  (volumen final  100 µl).  Se incubó a 100°C durante 4 min y  se 

agregaron 2.5 U de Pfu polimerasa. Las condiciones de la reacción fueron: 3 min a 

94°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C y 90 s a 72°C. Finalmente  un ciclo a 

72°C durante 5 min.
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PCR secundaria

Mediante un kit comercial (GENECLEAN II, BIO 101) la banda de interés de 

ambas PCRs primarias fue purificada del  gel  y utilizada como molde en la  PCR 

secundaria. La mezcla de reacción fue igual a la utilizada en la PCR primaria. Las 

condiciones de la reacción secundaria fueron: 3 min a 94°C, 3 ciclos de 1 min a 

94°C, 1 min a 50°C y 3 min a 72°C. Luego, 3 min a 94°C, 27 ciclos de 1 min a 94°C, 

1 min a 55°C y 3 min a 72°C. Finalmente un ciclo a 72°C durante 5 min. El tamaño 

de las bandas obtenidas se verificó mediante geles de agarosa.

Purificación del producto de PCR  y clonado del nuevo fragmento

Una vez finalizada la PCR, se precipitó la fase acuosa con 3 M acetato de 

sodio (NaAc) y etanol  absoluto,  durante 1 h a -80°C. Se centrifugó a 15000 g 

durante 30 min, se lavó el precipitado con 70% y una vez seco se resuspendió en 

20 µl de 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8 (TE). 

Para clonar el fragmento obtenido (conteniendo la mutación) en el vector de 

interés, se realizó una reacción de digestión cortando al inserto y al vector con las 

mismas enzimas y finalmente se realizó una reacción de ligación.

Digestión:  se  digirieron  3.7  µg  del  vector  de  expresión  (derivado  de  pSP64T, 

Maurel et.al.,  1993) y 10 µl del fragmento purificado obtenido en la PCR secundaria 

(aproximadamente 2 µg en 50 µl finales de reacción) con 10-20 U 50 µl-1 de BglII y 

SpeI. Se incubó a 37°C durante 3-4 h. A partir de un gel de agarosa, que permitió 

además verificar la digestión, se extrajeron las bandas correspondientes al inserto y 

al vector para su purificación.

-102-



Capítulo IV

Ligación: se utilizaron 5-10 pmoles ml-1 de vector, una concentración de inserto 3-

4 veces mayor y 1 U de T4 ADN ligasa en un volumen final de 15 µl. Se incubó a 

16°C durante toda la noche.

Trasformación bacteriana

La  transformación  bacteriana  se  realizó  mediante  electroporación.  Se 

agregaron  10  µl  de  una  dilución  1/25  de  la  reacción  de  ligación  a  un  tubo 

conteniendo 40  µl  de bacterias electrocompetentes (E Coli, DH5α) y se aplicó el 

pulso de corriente. Se agregó 1 ml de medio LB líquido (SIGMA) y se incubó a 37°C 

con agitación  durante 1  h.  Distintos  volúmenes del  cultivo  fueron colocados en 

placas de Petri conteniendo LB agar e incubados a 37°C durante toda la noche.

Screaning   de la mutación  

Para comprobar la presencia de la mutación introducida se realizó una PCR 

en placa a partir de las colonias obtenidas. Se prepararon 25  µl de la mezcla de 

reacción conteniendo 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1x del buffer de la enzima, 10-

20 pmoles 25  µl-1 de oligonucleótidos específicos y 1 U de Taq polimerasa Extra-

polI. Se picaron al azar diferentes colonias aisladas que fueron identificadas y se 

incorporaron directamente a la placa conteniendo 25 µl de la mezcla de reacción. 

Las condiciones fueron las mismas que para la PCR primaria.

4.2.3  Aislamiento de plásmidos y transcripción in vitro

A partir de un stock de glicerol se obtuvieron colonias aisladas en una placa 

de  Petri  conteniendo  LB  agar  más  100  µg  ml-1 ampicilina  luego  de  incubarlas 
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durante toda la noche a 37°C. A partir de una única colonia aislada se realizó un 

precultivo en medio LB líquido con antibiótico incubándolo durante 6-8 h a 37°C con 

agitación. Se preparó una dilución 1:500 de este precultivo en medio LB líquido y se 

dejó crecer durante toda la noche con agitación a 37°C. Este se utilizó para aislar 

ADN  plasmídico  mediante  la  utilización  de  un  kit comercial  (Macherey-Nagel, 

Nucleobond aX). 

Para la transcripción se linealizaron 5 µg de ADN plasmídico con la enzima de 

restricción apropiada (XhoI para pDCTIP3 y pDCTIP12 de  Beta vulgaris y EcoRI 

para  las  PIP  de  Arabidopsis  thaliana)  durante  la  noche  a  37°C.  Se  verificó  la 

digestión  en  un  gel  0.8%  agarosa.  Se  realizaron  dos  extracciones  con  fenol-

cloroformo y una con cloroformo. Para esto se incrementó el volumen de reacción a 

100  µl  agregando 80  µl  de  agua  autoclavada  y  se  agregaron 100  µl  de  fenol-

cloroformo  (preparado  anteriormente  en  iguales  proporciones),  se  centrifugó 

durante 2 min a 16000 g. Se repitió el mismo procedimiento con la fase acuosa en 

un tubo limpio. Para la precipitación del ADN la última fase acuosa se recuperó en 

un tubo limpio y se agregaron 1/10 volúmenes de 3 M NaAc pH 5.2 y 2 volúmenes 

de etanol absoluto. Se incubó a -20°C durante 1h. Se centrifugó durante 30 min a 

15000 g a 4°C y luego de descartar el sobrenadante el precipitado se enjuagó con 

500  µl  de etanol 70% y se dejó secar durante unos minutos. El precipitado fue 

disuelto en agua tratada con DEPC y se agregaron los reactivos para la reacción de 

transcripción en la siguiente concentración final: 1 mM de ATP-CTP-UTP y 0.2 mM 

de GTP, 5 mM DTT, 0.6 mM análogo de Cap Ribo m7G, 100 U inhibidor de ARNasa, 

1x  buffer de reacción y 1 U  µl-1 de ARN polimerasa T3 o T7. Se incubó a 37°C 
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durante 90 min. Se agregaron 0.5 U µl-1 de ARN polimerasa T3 o T7 y se incubó a 

37°C durante 60 min. Se agregaron 100 U de inhibidor de ARNasa y 4 U de RQ1 

ADNasa. Se incubó a 37°C durante 30 min. Se realizaron dos extracciones fenol-

cloroformo y una con cloroformo y se precipitó el ARN durante 1h a –80°C. Se 

centrifugó durante 30 min a 15000 g a 4°C. El precipitado se resuspendió en 100 µl 

de agua tratada con DEPC y se precipitó nuevamente. Se centrifugó durante 30 min 

a 13000 g a 4°C y se dejó secar. Finalmente el precipitado se disolvió en 15 µl de 

agua DEPC y 40 U inhibidor de ARNasa. La concentración de ARN obtenido se midió 

mediante espectrofotometría y se comprobó su presencia en un gel. Se guardaron 

alícuotas a -80°C hasta la realización de los experimentos.

4.2.4  Obtención de ovocitos

El protocolo para la obtención de ovocitos se realizó según Cao (Cao et al., 

1992).  Se  utilizaron  hembras  de  Xenopus  laevis adquiridas  comercialmente  y 

mantenidas  en recipientes  de plástico  individuales  con agua,  en una habitación 

acondicionada con ciclo luz oscuridad de 12 horas. Los animales son alimentados 2 

veces por semana. El agua del recipiente que los contiene se cambia luego de ser 

alimentados y regularmente 3 veces por semana. Se emplea agua filtrada que se 

deja en recipientes aireados por 7 días antes de ser utilizada. 

El animal se anestesió colocándolo en hielo durante 30-45 min previos a la 

operación.  Se  realizó  un  corte  en  la  parte  baja  del  abdomen,  se  extrajeron 

directamente con una pinza los lóbulos conteniendo ovocitos  y se colocaron en 

solución OR2 (8.25 mM NaCl; 0.2 mM KCl; 0.5 mM HEPES; 0.1 mM MgCl2.6H2O 

ajustada a pH 7.5 con 1 M NaOH). Se enjuagaron con la misma solución y luego se 
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separaron en pequeños grupos de entre 15 y 20. Finalmente se incubaron en una 

solución 1 U ml-1 colagenasa en OR2 (SIGMA) durante 1 h con agitación suave a 

18-20°C. Los ovocitos se enjuagaron con solución OR2 suplementada con 0.1 g 100 

ml-1 BSA y se incubaron en tampón k (100 mM K2HPO4.3H2O ajustado a pH 6.5 con 

HCl, más el agregado de 1 g l-1 BSA) durante 1 h con agitación suave a 18-20°C. 

Los ovocitos se lavaron con solución Barth's (8.8 mM NaCl; 0.1 mM KCl; 0.24 mM 

NaHCO3; 1 mM HEPES; 0.033 mM Ca(NO3)2. 4H2O; 0.041 mM CaCl2.2H2O y 0.082 

mM MgSO4.7H2O,  ajustada  a  pH  7.4  con  1  M  NaOH)  suplementada  con  0.1 g 

100 ml-1 BSA. Finalmente se mantuvieron en solución Barth's con el agregado de 

1 µg ml-1 de gentamicina y se conservaron a 18-20°C durante una noche antes de 

ser inyectados.

4.2.5  Inyección de ARNc en ovocitos de Xenopus

La inyección se realizó con un inyector comercial (Drumond Nanoject, USA) 

que permite inocular volúmenes fijos de 50 nl. En el pistón se coloca una pipeta de 

vidrio  de  punta  muy fina  que  es  llenada  con aceite  mineral  coloreada,  agua y 

finalmente  el  ARN  a  inyectar.  Las  pipetas  se  preparan  a  partir  de  pequeños 

capilares (3.5” Drumond #3-000-203-G/X,  Drumond Scientific  Commpany, USA) 

utilizando un estirador de pipetas calibrado para obtener puntas delgadas. Estas se 

esterilizan en estufa a 240°C durante 2 h.

Luego de verificar el estado de los ovocitos, estos fueron inyectados con 50 

nl de 1 µg µl-1 ARNc del lado citoplasmático y colocados en una placa de 24 wells 

conteniendo 1x Barth´s para tenerlos aislados. Se mantuvieron a 18-20°C durante 

48 o 72 h hasta el momento de los experimentos.
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Se comparó el valor de Pf obtenido entre ovocitos no inyectados e inyectados con 

agua. No se encontraron diferencias significativas entre ambos valores (Figura 31) 

por lo que en adelante se utilizaron como control ovocitos no inyectados. 

0

2

4

6

8

10

12

P
f (

µm
 s

-1
)

 Agua
 NI

Figura 31: Valores de Pf para ovocitos control
Ovocitos inyectados con agua (barra gris) o no inyectados (barra 
blanca)  fueron  sometidos  a  un  gradiente  osmótico  con  una 
dilución 1/5 de la misma solución. Media ± SEM, n=6. 

4.2.6  Estudios de cambio de volumen

Para analizar  el  cambio de volumen, los  ovocitos  sumergidos en solución 

Barth's  1x  (200  mosmol  Kg-1)  fueron  transferidos  a  una  pequeña  cámara  de 

observación ubicada en una lupa (Olympus SZ40). Se retiró el exceso de solución e 

inmediatamente  se  agregaron  750  µl  de  la  misma  solución  diluida  5  veces 

(osmolaridad final 40 mOsm Kg-1). A partir de ese momento se tomaron imágenes 

cada 20 s durante 2 min. Los cambios del volumen del ovocito son registrados 

mediante  una  cámara  de  video  acoplada  a  la  lupa  que  permite  digitalizar  las 

imágenes  mediante  una  interfase  analógica  digital  y  almacenarlas  en  la 

computadora. Las imágenes almacenadas se analizan utilizando el programa Image 

Tool  para  obtener  los  valores  de  área  que  permiten  calcular  el  volumen.  La 
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pendiente del gráfico de volumen relativo en función del tiempo es utilizada para 

calcular el valor de permeabilidad osmótica mediante la siguiente ecuación:

Pf= k Vo / S Va (ΔOsm)

donde k es la pendiente, Vo es el volumen inicial del ovocito, S es la superficie 

medida del ovocito, Va es el volumen molar parcial del agua y ΔOsm es la diferencia 

de osmolaridad entre el interior y el exterior del ovocito.

Efecto del pH 

Para estudiar el efecto de pH sobre la permeabilidad al agua se utilizaron 

diferentes soluciones conteniendo 50 mM NaCl y 20 mM MES o 20 mM HEPES al pH 

indicado. Para controlar el pH intracelular del ovocito el NaCl fue reemplazado por 

acetato de sodio. La acidificación intracelular producida por la solución de NaAc se 

debe a que el ácido acético, en equilibrio con el acetato, es capaz de atravesar la 

membrana. Para verificar la concentración intracelular de protones alcanzada en 

cada caso se utilizó un electrodo especial  con el que se midió el pH dentro del 

ovocito luego de 10 min de perfusión con las distintas soluciones experimentales, 

NaCl o NaAc a pH 6 o 7.5. La Figura 32 muestra el pH citoplasmático para cada una 

de las soluciones de perfusión. La acidificación intracelular se observó únicamente 

en presencia de NaAc pH6.
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Figura  32:  Efecto  de  la  concentración  externa  de 
protones sobre el pH interno del ovocito 
Ovocitos  nativos  fueron  preincubados  durante  10  minutos  en 
soluciones conteniendo 50mM NaCl o NaAc a pH 6 o 7.5 y se 
midió el pH citosólico usando un electrodo sensible a pH, (n=7-
8).

En el protocolo experimental los ovocitos fueron incubados durante 10 min 

en la solución de pH correspondiente en condiciones isosmóticas y luego se generó 

el shock hiposmótico con una dilución 1/5 de la misma solución.

4.3  Resultados  

4.3.1  Expresión de TIPs de Beta vulgaris y estudio del efecto del pH

Los  ovocitos  inyectados  con  el  ARNc  de  pDCTIP3  y  pDCTIP12  fueron 

estudiados a las 48 y 72 horas después de la inyección. Para ello se los sometió a 

un gradiente osmótico y se analizó el cambio de volumen que sufrió cada ovocito 

comparado con los ovocitos control. A las 72 horas se dio la máxima expresión por 

lo  que  los  experimentos  siguientes  se  realizaron  a  este  tiempo.  Los  ovocitos 

inyectados con ARNc de pDCTIP3 y pDCTIP12 tienen un valor de Pf de 87.7 ± 11.6 
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µm s-1 y 45 ± 5 µm s-1, respectivamente, ambos significativamente mayores que los 

no  inyectados  (16.3  ± 3.3  µm  s-1),  demostrando  que  los  ovocitos  expresan 

correctamente la proteína.

Basándonos en nuestros resultados de inhibición del transporte de agua por 

la acidificación en vacuolas aisladas y vesículas de tonoplasto estudiamos si el pH 

afectaba el  cambio de volumen de los  ovocitos  inyectados.  Realizamos primero 

experimentos para evaluar el efecto del pH citoplasmático sobre los movimientos de 

agua.  Al  pH  control,  los  ovocitos  inyectados  con  el  ARNc  de  pDCTIP3  y  de 

pDCTIP12,  mostraron  un  Pf de  81.6  ± 17.1  µm  s-1  y  33.4  ± 11.3  µm  s-1 

respectivamente, mientras que el valor de Pf calculado a pH 6 fue 91.3 ± 6.05 µm s-

1 y 39.1 ± 13.2 µm s-1 respectivamente. A partir de estos datos podemos inferir que 

el transporte de agua no se ve afectado por la acidificación del medio interno del 

ovocito (Figura 33).
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Figura 33: Efecto del pH citoplasmático sobre TIPs de Beta 
vulgaris expresadas en ovocitos de Xenopus 
Ovocitos inyectados con ARNc de pDCTIP3 y pDCTIP12 fueron incubados 
durante 10 minutos en soluciones conteniendo 50mM NaAc a pH 6 (barra 
gris)  o  7.5  (barra  blanca).  Se  midió  el  cambio  de  volumen  luego  de 
someterlos a un gradiente osmótico con una dilución 1/5 de la misma 
solución. Media ± SEM, n=3-8. 
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Posteriormente, probamos cual era la respuesta de los ovocitos cuando la 

acidificación  era  extracitoplasmática.  La  Figura  34  muestra  que  no  existen 

diferencias significativas respecto al control (pH 7.5) en el valor de Pf a pH 6 para 

ninguno de los dos clones, indicando que la acidificación del pH extracitoplasmático 

tampoco afecta la permeabilidad osmótica del ovocito inyectado.
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Figura 34: Efecto del  pH extracitoplasmático sobre 
TIPs  de  Beta  vulgaris expresadas  en  ovocitos  de 
Xenopus 
Ovocitos  control  no  inyectados  o  inyectados  con  ARNc  de 
pDCTIP3 y pDCTIP12 fueron incubados durante 10 minutos en 
una solución conteniendo 50mM NaCl a pH 6 (barra negra) o 7.5 
(barra gris). Se midió el cambio de volumen luego de someterlos 
a  un  gradiente  osmótico  con  una  dilución  1/5  de  la  misma 
solución. Media ± SEM, n=5-6. 

Estos  resultados  sugieren  que  los  clones  pDCTIP3  y  pDCTIP12 

corresponderían  a  isoformas  de  TIPs  que  no  son  reguladas  directamente  por 

cambios  en  el  pH  intra  o  extracitoplasmático.  Decidimos  entonces  evaluar  la 
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respuesta ante la acidificación de otra acuaporina de tonoplasto utilizando la TIP1;1 

de  Arabidopsis  thaliana dado  que  esta  es  el  modelo  de  estudio  para  plantas 

superiores.  Para ello  inoculamos ovocitos de Xenopus con el  ARNc de TIP1;1 y 

estudiamos el efecto de pH intra o extracitoplasmático. La Figura 35 muestra el 

coeficiente  de  permeabilidad  osmótica  de  ovocitos  expresando esta  proteína  en 

distintas  condiciones  de  pH.  Como  puede  observarse  no  existen  diferencias 

significativas en ninguno de los casos por lo que se deduce que esta acuaporina no 

presenta sensibilidad al pH.
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Figura 35: Efecto del pH sobre TIP1;1 de Arabidopsis 
thaliana expresada en ovocitos de Xenopus 
Ovocitos control no inyectados (barras negras) o inyectados con 
ARNc  de  TIP1;1  (barras  grises)  fueron  incubados  durante  10 
minutos en soluciones conteniendo 50mM NaCl o NaAc a pH 6 o 
7.5. Se midió el cambio de volumen luego de someterlos a un 
gradiente osmótico con una dilución 1/5 de la misma solución. 
Media ± SEM, n=22-24. 

 Dado que ciertos aminoácidos están involucrados en la sensibilidad al pH, 

alineamos  las  secuencias  de  los  clones  de  acuaporinas  de  Beta  vulgaris y  de 

Arabidopsis thaliana con el objetivo de buscar patrones aminoacídicos que pudieran 

estar relacionados con características funcionales,  Figura 36: 
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                      N-terminal                              DTM 1                              loop A (vac)

pDCTIP3   -MPISRISVG--TPDEARHPDTLRSGLAEFISTLIFVFAGQGSGMAFAKL-----TEGAA 52
pDCTIP12  ---MTKIALG--TSREATQPECIKALVVEFICTFLFVFAGVGSAMAADKA--------GA 47
TIP1_1    -MPIRNIAIG--RPDEATRPDALKAALAEFISTLIFVVAGSGSGMAFNKL-----TENGA 52
TIP1_2    -MPTRNIAIGG-VQEEVYHPNALRAALAEFISTLIFVFAGSGSGIAFNKI-----TDNGA 53
TIP1_3    -MPINRIAIG--TPGEASRPDAIRAAFAEFFSMVIFVFAGQGSGMAYGKL-----TGDGP 52
TIP2_1    ---MAGVAFG--SFDDSFSLASLRAYLAEFISTLLFVFAGVGSAIAYAKL-----TSDAA 50
TIP2_2    ---MVKIEIG--SVGDSFSVASLKAYLSEFIATLLFVFAGVGSALAFAKL-----TSDAA 50
TIP2_3    ---MVKIEVG--SVGDSFSVSSLKAYLSEFIATLLFVFAGVGSAVAFAKL-----TSDGA 50
TIP3_1    MATSARRAYGFGRADEATHPDSIRATLAEFLSTFVFVFAAEGSILSLDKLYWEHAAHAGT 60
TIP3_2    MATSARRAYGFGRADEATHPDSIRATLAEFLSTFVFVFAGEGSILALDKLYWDTAAHTGT 60
TIP4_1    ---MKKIELG--HHSEAAKPDCIKALIVEFITTFLFVFAGVGSAMATDSL--------VG 47
TIP5_1    MRRMIPTSFSS-KFQGVLSMNALRCYVSEFISTFFFVLAAVGSVMSSRKL-----MAGDV 54

                      DTM 2                             loop B (cit)                   DTM 3
pDCTIP3   NTPAGLVAASIAHAFALFVAVAVGANISGGHVNPAVTFGAFVGGNITLLNGIVYWIAQLL 112
pDCTIP12  TTLVGLLFVGTTHAFVVAVMIAAGFNISGGHLNPAVTLGLAMGGHITLIRSLLYWIIQCF 107
TIP1_1    TTPSGLVAAAVAHAFGLFVAVSVGANISGGHVNPAVTFGAFIGGNITLLRGILYWIAQLL 112
TIP1_2    TTPSGLVAAALAHAFGLFVAVSVGANISGGHVNPAVTFGVLLGGNITLLRGILYWIAQLL 113
TIP1_3    ATPAGLVAASLSHAFALFVAVSVGANVSGGHVNPAVTFGAFIGGNITLLRAILYWIAQLL 112
TIP2_1    LDTPGLVAIAVCHGFALFVAVAIGANISGGHVNPAVTFGLAVGGQITVITGVFYWIAQLL 110
TIP2_2    LDPAGLVAVAVAHAFALFVGVSIAANISGGHLNPAVTLGLAVGGNITVITGFFYWIAQCL 110
TIP2_3    LDPAGLVAIAIAHAFALFVGVSIAANISGGHLNPAVTLGLAIGGNITLITGFFYWIAQCL 110
TIP3_1    NTPGGLILVALAHAFALFAAVSAAINVSGGHVNPAVTFGALVGGRVTAIRAIYYWIAQLL 120
TIP3_2    NTPGGLVLVALAHALALFAAVSAAINVSGGHVNPAVTFAALIGGRISVIRAIYYWVAQLI 120
TIP4_1    NTLVGLFAVAVAHAFVVAVMISAG-HISGGHLNPAVTLGLLLGGHISVFRAFLYWIDQLL 106
TIP5_1    SGPFGVLIPAIANALALSSSVYISWNVSGGHVNPAVTFAMAVAGRISVPTAMFYWTSQMI 114

              DTM 3           loop C (vac)                   DTM 4           loop D (cit)
pDCTIP3   GSVAACALLKFATGGLETAAFACATDVSAWNALVMEIVMTFGLVYTVYATAIDPKKGNIG 172
pDCTIP12  ASALACLSLNYVTGGLTTPIHCLPKGVDPLQGLVMEVILTFSLLFTIYTTIVDPKKGPLQ 167
TIP1_1    GSVVACLILKFATGGLAVPAFGLSAGVGVLNAFVFEIVMTFGLVYTVYATAIDPKNGSLG 172
TIP1_2    GSVAACFLLSFATGGEPIPAFGLSAGVGSLNALVFEIVMTFGLVYTVYATAVDPKNGSLG 173
TIP1_3    GAVVACLLLKVSTGGMETAAFSLSYGVTPWNAVVFEIVMTFGLVYTVYATAVDPKKGDIG 172
TIP2_1    GSTAACFLLKYVTGGLAVPTHSVAAGLGSIEGVVMEIIITFALVYTVYATAADPKKGSLG 170
TIP2_2    GSIVACLLLVFVTNGESVPTHGVAAGLGAIEGVVMEIVVTFALVYTVYATAADPKKGSLG 170
TIP2_3    GSIVACLLLVFVTNGKSVPTHGVSAGLGAVEGVVMEIVVTFALVYTVYATAADPKKGSLG 170
TIP3_1    GAILACLLLRLTTNGMRPVGFRLASGVGAVNGLVLEIILTFGLVYVVYSTLIDPKRGSLG 180
TIP3_2    GAILACLLLRLATNGLRPVGFHVASGVSELHGLLMEIILTFALVYVVYSTAIDPKRGSIG 180
TIP4_1    ASSAACFLLSYLTGGMGTPVHTLASGVSYTQGIIWEIILTFSLLFTVYATIVDPKKGSLD 166
TIP5_1    ASVMACLVLKVTVMEQHVPIYKIAGEMTGFGASVLEGVLAFVLVYTVFT-ASDPRRGLPL 173

             DTM 5                  loop E (vac)                         DTM 6
pDCTIP3   IIAPLAIGLIVGANILAGGAFDGASMNPAVSFGPAVMSWNWTNHWIYWVGPLIGAGIAGL 232
pDCTIP12  TQGIFLTGLVVGANIFAGGLFSGASMNPARSFGPALISWNWADHWIYWVGPLIGGGLGGL 227
TIP1_1    TIAPIAIGFIVGANILAGGAFSGASMNPAVAFGPAVVSWTWTNHWVYWAGPLVGGGIAGL 232
TIP1_2    TIAPIAIGFIVGANILAGGAFSGASMNPAVAFGPAVVSWTWTNHWVYWAGPLIGGGLAGI 233
TIP1_3    IIAPLAIGLIVGANILVGGAFDGASMNPAVSFGPAVVSWIWTNHWVYWVGPFIGAAIAAI 232
TIP2_1    TIAPLAIGLIVGANILAAGPFSGGSMNPARSFGPAVAAGDFSGHWVYWVGPLIGGGLAGL 230
TIP2_2    TIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGSMNPARSFGPAVVSGDFSQIWIYWVGPLVGGALAGL 230
TIP2_3    TIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGSMNPARSFGPAVVSGDLSQIWIYWVGPLVGGALAGL 230
TIP3_1    IIAPLAIGLIVGANILVGGPFSGASMNPARAFGPALVGWRWHDHWIYWVGPFIGSALAAL 240
TIP3_2    IIAPLAIGLIVGANILVGGPFDGASMNPARAFGPALVGWRWSNHWIYWVGPFIGGALAAL 240
TIP4_1    GFGPLLTGFVVGANILAGGAFSGASMNPARSFGPALVSGNWTDHWVYWVGPLIGGGLAGF 226
TIP5_1    AVGPIFIGFVAGANVLAAGPFSGGSMNPACAFGSAMVYGSFKNQAVYWVGPLLGGATAAL 233
                                               C-terminal                      

pDCTIP3   IYEFIFIG------------HQEPASADYQRLSA 254
pDCTIP12  ICDNFFMFKS----------HVPLSRDEDF---- 247
TIP1_1    IYEVFFINT-T---------HEQLPTTDY----- 251
TIP1_2    IYDFVFIDENA---------HEQLPTTDY----- 253
TIP1_3    VYDTIFIGSNG---------HEPLPSNDF----- 252
TIP2_1    IYGNVFMGSSE---------HVPLASADF----- 250
TIP2_2    IYGDVFIGSYA---------PAPTTESYP----- 250
TIP2_3    IYGDVFIGSYE---------AVETREIRV----- 250
TIP3_1    IYEYMVIP-TEPPTHHAHGVHQPLAPEDY----- 268
TIP3_2    IYEYMIIPSVNEPPHHST--HQPLAPEDY----- 267
TIP4_1    IYENVLIDRP----------HVPVADDEQPLLN- 249
TIP5_1    VYDNVVVPVED---------DRGSSTGDAIGV-- 256
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Figura  36:  Alineamientos  de  secuencias  de  TIPs  de  Beta  vulgaris y 
Arabidopsis thaliana
Alineamiento de las  secuencias de pDCTIP3 y pDCTIP12 de  Beta vulgaris y  todos los 
disponibles  de  Arabidopsis  thaliana mediante el  programa CLUSTAL W. Se indican las 
secuencias correspondientes a los loops, los dominios transmembrana (DTM, en amarillo), 
las His (en rojo) y los NPA, en verde).

Encontramos que los clones pDCTIP3 y pDCTIP12 de Beta vulgaris no poseen 

residuos histidina expuestos en el loop D, mientras que si bien en el loop B, hay un 

residuo His conservado, se ubica extremadamente cercano al dominio NPA el cual 

esta inserto en la membrana involucrado en la formación del poro. Esta His además 

no podría ser la responsable de la sensibilidad a pH dado que está presente en los 

dos clones de Beta vulgaris  ensayados y  estos no muestran efecto de pH. Los 

loops B y D corresponden a la cara citoplasmática de la TIP cuando se encuentra en 

la vacuola y al lado extracelular cuando se la expresa en un ovocito. Por el contrario 

observando las secuencias aminoacídicas de las PIPs, proteínas muy relacionadas 

funcionalmente con las TIPs, se puede ver que estas poseen un patrón altamente 

conservado de histidinas (Figura 37). 
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a    
                                                  N-terminal                                     DTM 1

PIP1_2          MEGKEEDVRVGANKFPERQPIGTSAQSDKDYKEPPPAPLFEPGELASWSFWRAGIAEFIA
PIP2_2          ---------------MAKDVEGPEGFQTRDYEDPPPTPFFDADELTKWSLYRAVIAEFVA
hAQP1           ----------------------------------------MASEFKKKLFWRAVVAEFLA
TIP1_1          -------------------------------MPIRNIAIGRPDEATRPDALKAALAEFIS
NIP1_2          --------MAEISGNGGDARDGAVVVNLKEEDEQQQQQQAIHKPLKKQDSLLSISVPFLQ
GLPF            -------------------------------------------MSQTSTLKGQCIAEFLG
SIP1_2          -------------------------------------------MSAVKSALGDMVITFLW

                               DTM 1                  loop A                  DTM 2               loop B

PIP1_2          TFLFLYITVLTVMGVKRSPN------MCASVGIQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHIN
PIP2_2          TLLFLYITVLTVIGYKIQSDTKAGGVDCGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHIN
hAQP1           TTLFVFISIGSALGFKYPVGNN----QTAVQDNVKVSLAFGLSIATLAQSVGHISGAHLN
TIP1_1          TLIFVVAGSGSGMAFNKLTENG----ATTPSGLVAAAVAHAFGLFVAVSVGANISGGHVN
NIP1_2          KLMAEVLGTYFLIFAGCAAVAVN-TQHDKAVTLPGIAIVWGLTVMVLVYSLGHISGAHFN
GLPF            TGLLIFFGVGCVAALKVAGASFG---------QWEISVIWGLGVAMAIYLTAGVSGAHLN
SIP1_2          VILSATFGIQTAAIVSAVGFHG-----ITWAPLVISTLVVFVSISIFTVIGNVLGGASFN

                      loop B               DTM 3                       loop C

PIP1_2          PAVTFGLFLARKLS--LTRAVYYIVMQCLGAICGAGVVKGFQP-----------------
PIP2_2          PAVTFGLFLARKVS--LIRAVLYMVAQCLGAICGVGFRQSFQS-----------------
hAQP1           PAVTLGLLLSCQIS--IFRALMYIIAQCVGAIVATAILSGITS-----------------
TIP1_1          PAVTFGAFIGGNIT--LLRGILYWIAQLLGSVVACLILKFATG-----------------
NIP1_2          PAVTIAFASCGRFP--LKQVPAYVISQVIGSTLAAATLRLLFG-----------------
GLPF            PAVTIALWLFACFD--KRKVIPFIVSQVAGAFCAAALVYGLYYNLFFDFEQTHHIVRGSV
SIP1_2          PCGNAAFYTAGVSSDSLFSLAIRSPAQAIGAAGGAITIMEMIP-----------------

                                       loop C                     DTM 4                   loop D          DTM 5

PIP1_2          KQYQALGGGANTIAHGYTKGSGLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPILAPLPI
PIP2_2          SYYDRYGGGANSLADGYNTGTGLAAEIIGTFVLVYTVFSATDPKRNARDSHVPVLAPLPI
hAQP1           SLTGNSLG-RNDLADGVNSGQGLGIEIIGTLQLVLCVLATTDRRR----RDLGGSAPLAI
TIP1_1          GLAVPAFG----LSAGVGVLNAFVFEIVMTFGLVYTVYATAIDPKN---GSLGTIAPIAI
NIP1_2          LDQDVCSGKHDVFVGTLPSGSNLQSFVIEFIITFYLMFVISGVATDN--RAIGELAGLAV
GLPF            ESVDLAGTFSTYPNPHINFVQAFAVEMVITAILMGLILALTDDGNG---VPRGPLAPLLI
SIP1_2          EKYKTRIG--GKPSLQFGAHNGAISEVVLSFSVTFLVLLIILRGPR-----KLLAKTFLL

                           DTM 5                             loop E                                   DTM 6

PIP1_2          GFAVFLVHLATIPITGTGINPARSLGAAIIFNKD----------NAWDDHWVFWVGPFIG
PIP2_2          GFAVFMVHLATIPITGTGINPARSFGASVIYNKS----------KPWDDHWIFWVGPFIG
hAQP1           GLSVALGHLLAIDYTGCGINPARSFGSAVITHN-------------FSNHWIFWVGPFIG
TIP1_1          GFIVGANILAGGAFSGASMNPAVAFGPAVVSWT-------------WTNHWVYWAGPLVG
NIP1_2          GSTVLLNVIIAGPVSGASMNPGRSLGPAMVYSC-------------YRGLWIYIVSPIVG
GLPF            GLLIAVIGASMGPLTGFAMNPARDFGPKVFAWLAGWGNVAFTGGRDIPYFLVPLFGPIVG
SIP1_2          ALATVSVFVVGSKFTRPFMNPAIAFGWAYIYKSHN----------TWDHFYVYWISSYTG

                            DTM 6                  C-terminal

PIP1_2          AALAALYHVIVIRAIPFKSRS-----------------------------
PIP2_2          AAIAAFYHQFVLRASGSKSLGSFRSAANV---------------------
hAQP1           GALAVLIYDFILAPRSSDLTDRVKVWTSGQVEEYDLDADDINSRVEMKPK
TIP1_1          GGIAGLIYEVFFINTTHEQLPTTDY-------------------------
NIP1_2          AVSGAWVYNMVRYTDKPLREITKSGSFLKTVRNGSSR-------------
GLPF            AIVGAFAYRKLIGRHLPCDICVVEEKETTPSEQKASL-------------
SIP1_2          AILSAMLFRIIFPAPPLVQKKQKKA-------------------------
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Figura 37: Patrón de conservación de histidinas
a)  Alineamiento de las secuencias de PIP1;2 y PIP2;2 de  Arabidopsis thaliana con 
diferentes miembros MIPs mediante el programa CLUSTAL W. En rojo se marcan las 
histidinas 197 y 264.
b)  Esquema representativo de un monómero de AQP mostrando las diferentes His 
conservadas en las distintas MIPs. 

4.3.2  Expresión de acuaporinas con residuos histidina altamente 

conservados: efecto del pH

 Decidimos entonces analizar si aquellas acuaporinas que poseen residuos 

histidina  conservados  muestran  sensibilidad  al  pH  ácido.  Inyectamos  entonces 

ovocitos  con  diferentes  acuaporinas  de  membrana  plasmática  de  Arabidopsis 

(PIP1;2, PIP2;1 y PIP2;2) y los sometimos a los experimentos de pH. La Figura 38 

muestra  cómo  el  Pf de  los  ovocitos  expresando  estas  proteínas  se  redujo 

significativamente cuando se acidificó el interior celular. 
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Figura 38: Efecto del pH sobre PIPs de  Arabidopsis 
thaliana expresadas en ovocitos de Xenopus
Ovocitos control no inyectados (barras negras) o inyectados con 
ARNc de PIP2;1 (a), PIP2;2 (b) o PIP1;2 (c) fueron incubados 
durante  10  minutos  en  soluciones  conteniendo  50mM NaCl  o 
NaAc a pH 6 o 7.5. Se midió el cambio de volumen luego de 
someterlos a un gradiente osmótico con una dilución 1/5 de la 
misma solución. Media ± SEM, n=22-24. 

Nos  interesamos  entonces  por  evaluar  en  más  detalle  el  mecanismo  de 

regulación de la permeabilidad al agua por protones. Elegimos como modelo PIP2;2 

dado que esta isoforma es la más abundante en la raíz de Arabidopsis (Javot et al., 

2003) y presenta valores de Pf muy superiores con respecto a PIP1 (Figura 38). 

Para ello realizamos experimentos donde los ovocitos expresando esta acuaporina 

fueron incubados en NaAc con valores de pH que variaron entre 6.0 y 7.5 lo que 
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mostró  que  el  pK  de  la  inhibición  de  PIP2;2  dependiente  de  protones  se  da 

alrededor de pH 6-6.9 (Figura 39). 
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Figura 39: Sensibilidad de PIP2;2 a la acidificación 
citoplasmática 
Ovocitos control no inyectados (círculos grises) o expresando la 
PIP2;2 (círculos negros) fueron preincubados durante 10 minutos 
en una solución conteniendo 50mM NaAc con pH entre 6 y 7.5. 
Se midieron los valores de Pf y se muestran como función del pH 
citosólico medido en ovocitos control en las mismas condiciones. 
Media ± SEM, n=4-6. 

4.3.3  Análisis de secuencias y expresión de acuaporinas mutantes 

Con el objetivo de hallar la posible histidina involucrada en la sensibilidad al 

pH observada en PIP2;2, mutamos la His264 y la His197, ubicadas en el extremo 

carboxi-terminal  y  en  el  loop D  respectivamente  (Figura  37  b),  dado  que  la 

inhibición del Pf fue intracelular (Figura 38). 
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Para la posición 264 la mutante realizada fue H264A. La Figura 40 muestra 

los valores de Pf para ovocitos expresando la proteína PIP2;2 o la mutante. No se 

encontraron  diferencias  significativas  en  los  valores  de  Pf en  ninguna  de  las 

condiciones de pH entre la proteína wild type y la mutante indicando que el residuo 

de la posición 264 no está involucrado en la sensibilidad al pH de PIP2;2.
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Figura 40: Efecto del pH sobre ovocitos expresando la 
mutante H264A
Valores  de  Pf para  ovocitos  no  inyectados  (barras  negras), 
expresando  PIP2;2  (barras  grises)  o  la  mutante  H264A  (barras 
blancas) luego del shock osmótico en soluciones conteniendo 50mM 
de NaCl o NaAc a pH 6 y 7.5. Media ± SEM, n=5-14. 

La  Figura  41  muestra  el  comportamiento  de  diferentes  mutantes  de  la 

posición 197 a distintos valores de pH. La mutante H197D pierde la sensibilidad a 

pH,  pero  mantiene  un  valor  de  permeabilidad  relativamente  alto.  La  mutante 

H197K, en cambio, pierde la sensibilidad a pH pero presenta un Pf bajo. Finalmente, 
-119-



Capítulo IV

la  mutante  donde  la  histidina  fue  reemplazada  por  una  alanina,  muestra  una 

inhibición de un 30%.
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Figura 41: Sensibilidad de la  wild type  (WT) y las 
mutantes PIP2;2 a la acidificación citoplasmática 
Ovocitos  control  no  inyectados  (círculos  grises)  u  ovocitos 
expresando  la  PIP2;2  wild  type (círculos  rojos),  las  mutantes 
H197A (triángulos  verdes),  la  H197D (triángulos  azules),  o  la 
H197K  (triángulos  rosas)  fueron  preincubados  durante  10 
minutos en una solución conteniendo 50mM NaAc con pH entre 6 
y 7.5. Se midieron los valores de Pf y se muestran como función 
del  pH  citosólico  medido  en  ovocitos  control  en  las  mismas 
condiciones. Media ± SEM, n=4-6. 

Si bien estos resultados indicarían que la histidina 197 sería el sitio principal 

para sensar el pH citosólico, la sensibilidad residual que se observa en la mutante 

H197A podría deberse a la existencia de otros residuos cargados y cercanos a este. 

El loop D contiene una serie de aminoácidos que podrían posiblemente cooperar con 
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la  función  de  la  posición  197.  Para  analizar  este  punto  se  prepararon  dobles 

mutantes,  H197A/R194A y H197A/D195A. Ovocitos  inyectados con cada una de 

estas mutantes pierden totalmente la sensibilidad a la acidificación citosólica a pH 6 

(Figura 42). Las mutantes simples en las posiciones 194 o 195 también mostraron 

una inhibición por pH marcadamente reducida. 
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Figura 42: Sensibilidad de la  wild type (WT) y las 
dobles  mutantes  PIP2;2  a  la  acidificación 
citoplasmática 
Ovocitos control no inyectados u ovocitos expresando la PIP2;2 
wild type, o las dobles mutantes R194A/H197A o HD195A/H197A 
fueron  preincubados  durante  10  minutos  en  una  solución 
conteniendo  50mM  NaAc  pH  6  (barras  grises)  o  7.5  (barras 
blancas). Media ± SEM, n=6-10. 

Por lo  tanto,  la  detección de los  cambios de pH citosólicos  en PIP2;2 es 

realizada por la histidina 197 con la participación de los residuos 194 y 195.
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 4.4  Discusión

Los ovocitos inyectados con ARNc de pDCTIP3 y pDCTIP12 de Beta vulgaris 

mostraron  un  valor  de  Pf significativamente  más  alto  que  los  no  inyectados, 

demostrando que la proteína para la cual codifican, fue correctamente traducida, 

expresada y activa en la membrana del ovocito. Sin embargo la acidificación intra o 

extracitoplasmática  no  tuvo  efecto  sobre  la  misma.  Estos  resultados  difieren 

claramente  con  lo  observado  en  vacuolas  aisladas  y  vesículas  de  tonoplasto 

(capítulos II y III), donde la concentración de protones tuvo un efecto concreto 

sobre el coeficiente de permeabilidad osmótica. 

Dos explicaciones alternativas, podrían dar cuenta de estos resultados que a 

primera vista parecen ser contradictorios:

1- Sobre la base de la hipótesis planteada en el capítulo III, es posible que existan 

al menos dos isoformas de TIPs, una regulada por pH y otra insensible a pH. Los 

clones pDCTIP3 y pDCTIP12 pertenecerían entonces al grupo de las acuaporinas no 

inhibidas  por  pH.  Podría ocurrir  que la  isoforma sensible  a  la  acidificación  esté 

expresada en muy baja proporción en la raíz de Beta vulgaris lo que explicaría el 

hecho de que no haya sido posible clonarla con la estrategia utilizada (Materiales y 

métodos, sección 4.2.1). La sensibilidad podría darse por la presencia de un residuo 

His o de otro aminoácido capaz de sensar la concentración de protones (Tabla III). 

2- El efecto del pH podría no ocurrir  directamente sobre la acuaporina sino de 

modo indirecto. Es posible que el sensado de los cambios de pH que llevan a la 

inhibición del transporte de agua tanto en la vacuola aislada como en las vesículas 
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de  tonoplasto,  este  dado  por  otra proteína  de  membrana,  diferente  de  la 

acuaporina, pero que regule su actividad, con lo cual el cierre del canal de agua 

sería mediado y no directo. Si este fuera el caso, al realizar los experimentos en 

ovocitos  solo  se  estarían  expresando  las  TIP  estudiadas  y  faltaría  el  entorno 

proteico “natural” para que la actividad de las TIPs pueda ser regulada. Por ejemplo 

está descripto que la α-TIP de Phaseolus Vulgaris es fosforilada por una CDPK unida 

al tonoplasto (Johnson y Chrispeels, 1992). 

En el caso de las PIPs, se muestra una regulación por pH que no es mediada 

sino directa sobre el canal. La actividad de los homólogos PIP2 estudiados y PIP1;2 

fue  selectiva  y  significativamente  inhibida  con  NaAc  pH 6,  que  equivale  al  pH 

citoplasmático.  Nuestros  resultados  sugieren  que  la  mayoría  de  las  PIPs  de 

Arabidopsis  thaliana son  específicamente  bloqueadas  por  la  acidificación 

intracelular.  Esto implica  que las  acuaporinas  de membrana plasmática  en esta 

especie tienen una estructura básica conservada para el sensado del pH citosólico. 

El pK obtenido en la curva de Pf en función del pH y el hecho de que la  inhibición se 

produjera  del  lado  intracelular  sugirieron  que  la  protonación  de  una  histidina 

expuesta  citosólicamente  estaría  involucrada.  Las  PIPs  poseen  tres  histidinas 

orientadas hacia el citosol de las cuales solo dos son específicas, la histidina 197 y 

la  264 (Figura 37 b).  Decidimos entonces mutar  estas  posiciones cambiando la 

histidina por diferentes aminoácidos que pudieran simular las distintas condiciones 

de pH. Una mutación en la posición 264 no tuvo efecto significativo en la actividad 

ni sensibilidad al pH de PIP2;2 confirmando que la histidina de esta posición no es 
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la responsable de sensar el pH citosólico y no está involucrada en este efecto. La 

acuaporina mutante con la  sustitución  de la  His197 por  una alanina mostró un 

bloqueo mucho menos pronunciado por la acidificación citoplasmática. La mutante 

H197D, la cual lleva una carga negativa en la misma posición, exhibió una actividad 

insensible al pH constitutivamente alta. Más aún la sustitución de la histidina 197 

por un residuo de lisina (H197K) confirió una baja actividad totalmente insensible al 

pH asumiendo que la introducción de una carga positiva podría imitar el estado 

protonado de la histidina 197 a pH 6. El efecto de las mutaciones puntuales y/o 

sustitución de cargas establecen a la His197 de PIP2;2 como el principal sitio de 

sensado del pH citosólico con participación de otros residuos cercanos , R194 y 

D195. 

Con todo lo expuesto hasta aquí, se puede decir que la regulación por pH de 

la permeabilidad al agua es un fenómeno complejo y no homologable a todas las 

acuaporinas.  Nuestros  resultados  sugieren  que  en  PIP,  un  residuo  histidina 

específico  en  el  loop D  citosólico  en  conjunto  con  residuos  polares  cercanos 

determinan la apertura y cierre de los canales de agua ante la acidificación del pH 

citosólico. En las TIPs en cambio, no está tan claro como sería el sensado de los 

cambios  de pH que llevan al  cierre  del  canal.  O bien  existe  un mecanismo de 

regulación  indirecto,  o  existen  dos  poblaciones  de  TIPs,  de  las  cuales  aun  las 

sensibles a pH no han sido clonadas. 
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CAPITULO V

Conclusiones y perspectivas futuras

5.1 Conclusiones generales

Cuando  comenzó  la  ejecución  del  plan  de  trabajo  de  la  presente  tesis 

doctoral,  el  panorama  internacional  marcaba  un  fuerte  debate  en  el  que  se 

cuestionaba si el descubrimiento de las acuaporinas replanteaba o no el papel de 

la  vía  celular  en  el  movimiento  de  agua  en  las  plantas.  Las  observaciones 

indicaban que los patrones de expresión de las  acuaporinas  eran altos  y su 

presencia era relevante en las dos membranas más importantes, la plasmática y 

la del tonoplasto. Sin embargo para ese entonces eran muy pocos los estudios 

de  funcionalidad  y  menos  aun  se  sabía  cuáles  eran  los  mecanismos  de 

regulación de estas proteínas. Los fisiólogos más tradicionales se apoyaban en la 

transpiración y la  menor resistencia de la  vía  apoplástica  para minimizar los 

argumentos  a  favor  de  un  posible  papel  más  fuerte  de  las  membranas 

biológicas.

El  presente  trabajo  de  tesis  aporta  evidencias  que  permiten 

fundamentalmente a) replantear el papel de la vía celular en el transporte de 

agua,  y  b)  entender  cómo  el  pH  está  involucrado  en  la  regulación  de  las 

acuaporinas, modificando su actividad.
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Nuestros resultados muestran la presencia de acuaporinas funcionales con 

alta permeabilidad en la membrana del tonoplasto del parénquima de reserva de 

la  raíz  de  remolacha  (Beta  vulgaris)  lo  que  implica  una  baja  resistencia  al 

movimiento de agua por la vía célula a célula. Asimismo, también se describe 

por primera vez que la acidificación citoplasmática es un importante mecanismo 

regulatorio que opera aumentando la resistencia al pasaje de agua, afectando el 

movimiento de agua en la vía celular. 

 

En particular pudimos realizar las siguientes observaciones:

 Vacuolas aisladas del parénquima de remolacha muestran una respuesta 

de cambio de volumen dependiente de las condiciones en que se somete 

al  gradiente  hiposmótico.  Empleando  dos  técnicas  complementarias 

(mediciones a tiempos largos y cortos) pudimos estudiar el cambio de 

volumen en vacuolas individualizadas a través de videomicroscopía. Para 

el  mismo  shock osmótico  el  volumen final  alcanzado  es  diferente  de 

acuerdo a la velocidad con la cual se expone el gradiente, siendo menor 

en el caso de perfusión continua. Estos resultados indican que la forma 

de aplicar el gradiente influye sobre la respuesta de las vacuolas ante el 

gradiente hiposmótico, lo que podría ser una respuesta adaptativa para 

prevenir un aumento de volumen excesivo durante el shock osmótico.

 La acidificación del medio disminuye el movimiento de agua y solutos en 

vacuolas  aisladas. Las  vacuolas  aisladas  mostraron  una  respuesta 

osmótica que fue reversiblemente inhibida por compuestos mercuriales, 

lo que en principio nos sugirió que los movimientos de agua observados 
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se daban mayoritariamente a través de acuaporinas. La inhibición total 

del cambio de volumen por efecto del mercurio o del pH, que sufren las 

vacuolas a largo plazo (estado estacionario) da cuenta de que además de 

la  participación  de  proteínas  específicas  para  el  paso  de  agua podría 

existir algún otro mecanismo compensatorio del volumen. Probablemente 

vinculado a la síntesis o degradación de osmolitos o redistribución de 

determinados iones. 

 La  obtención  de  una  fracción  enriquecida  de  vesículas  de  tonoplasto  

permitió realizar estudios a nivel subcelular. El trabajar con vesículas de 

tonoplasto  permitió  investigar  cómo  se  comporta  la  membrana 

independientemente de factores citoplasmáticos solubles que puedan ser 

necesarios  en  determinados  procesos  metabólicos  o  mecanismos  de 

regulación. Utilizando técnicas de mezclado más rápido pudimos hacer 

una caracterización biofísica del transporte de agua e identificar en la 

preparación isoformas TIPs.

 En  el  tonoplasto  del  parénquima  de  remolacha  hay  acuaporinas 

funcionales. Tanto con vacuolas aisladas (medición a corto plazo) como 

con  vesículas  de  membrana  pudimos  calcular  el  coeficiente  de 

permeabilidad  osmótica  (Pf).  En  ambos  casos  obtuvimos  porcentajes 

similares de inhibición por mercurio,  reversibilidad de este efecto por β-

mercaptoetanol,  que junto con el  bajo valor  de energía de activación 

confirman funcionalmente la presencia de acuaporinas activas.
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 La acidificación del medio inhibe el transporte de agua en vesículas de 

tonoplasto.  Describimos  una  importante  inhibición  del  Pf por  la 

acidificación externa, la cual se corresponde con el lado citoplasmático, 

que al  igual que en vacuolas aisladas fue aproximadamente de 45%-

55%.  Esto  podría  deberse  a   que  existe  una  cierta  proporción  de 

acuaporinas que no responden al pH y que habría más de una isoforma, 

una de las cuales podría ser sensible a pH.

 Isoformas  de  TIP  de  Beta  vulgaris  no  mostraron  sensibilidad  al  pH. 

Cuando expresamos los clones pDCTIP3 y pDCTIP12 de Beta vulgaris en 

ovocitos de Xenopus, no observamos efecto del pH interno ni externo. 

Probablemente  esto  se  deba  a  que  estos  clones  no  son  regulados 

directamente  por la acidificación del medio. La diferencia encontrada en 

cuanto  al  efecto  de  pH  entre  vacuolas,  vesísulas  y  ovocitos  podrían 

deberse a dos posibilidades: 1) que los clones de remolacha ensayados 

en ovocitos correspondan a la isoforma insensible, y que la inhibición 

observada en vacuola o vesículas se deba a la presencia de otra isoforma 

sensible a pH y que entonces la acidificación produzca un efecto directo 

sobre la proteína o  2) que el efecto del pH sea indirecto y sea necesaria 

alguna  otra  proteína  que  actúe  sobre  el  canal  de  agua  presente 

únicamente en la membrana vegetal. 

 Las PIP de Arabidopsis thaliana sensan el pH citosóliso en forma directa. 

En las PIPs de Arabidopsis thaliana, se observó una fuerte inhibición al 

pH citoplasmático e insensibilidad al pH externo, lo que permitió postular 

que estas  acuaporinas sensan solo  los cambios  de pH citoplasmático. 
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Este bloqueo por pH es mucho más conservado que en el caso de las 

TIPs ya que todas los clones probados mostraron inhibición al producirse 

acidificación  del  medio  intracelular.  Se  describió  por  primera  vez  el 

sensor  involucrado  en  la  regulación  por  pH  citoplasmático  de  una 

acuaporina. Estudios de mutagénesis puntual permitieron establecer que 

un residuo histidina  en el  loop D  citosólico  en conjunto con  residuos 

polares cercanos determinan la apertura y cierre de los canales de agua 

ante la acidificación del pH citosólico.

Estas observaciones abren una nueva perspectiva en la regulación de la 

permeabilidad al agua a nivel del tonoplasto y de la membrana plasmática. Dado 

que  las  vacuolas  ocupan  la  mayoría  del  volumen  celular  (Marty,  1999)  el 

citoplasma queda reducido a una fracción mínima por lo cual puede ser sometido 

a cambios importantes y rápidos de volumen que pueden ir en detrimento del 

metabolismo  celular.  Varios  experimentos  in  vitro han  sugerido  que  la 

permeabilidad  al  agua  del  tonoplasto  es  mayor  que  la  de  la  membrana 

plasmática  (Maurel  et  al.,  1997;  Niemietz  and  Tyerman,  1997).  Se  propuso 

entonces que la alta permeabilidad del tonoplasto podría ayudar a minimizar las 

fluctuaciones  del  volumen  del  citoplasma  a  corto  plazo  evitando  daños 

estructurales o metabólicos (Tyerman et al., 1999). Por lo tanto, la regulación de 

las acuaporinas puede ser uno de los mecanismos para un óptimo balance de 

agua. En particular, la inhibición coordinada de las acuaporinas de membrana 

plasmática por acidosis citoplasmática provee un mecanismo que resulta en la 

inhibición del transporte de agua de la raíz como se observó en mediciones de 

conductividad hidráulica (Birner y Steudle, 1993). 

-129-



Capitulo V

Ahora  bien,  si  todas  las  PIPs  se  inhibieran  en  caso  de  acidificación 

citoplasmática, ¿deberían las TIPs permanecer abiertas (es decir, ser insensibles 

al pH)? En estas condiciones, con las TIPs activas, la vacuola tendría una gran 

capacidad de amortiguar los cambios de volumen citoplasmático. Sin embargo, 

nosotros postulamos que esta eficiencia sería aun mayor para la redistribución 

simplástica del agua si una fracción de TIPs fuera sensible al pH. En este modelo 

(Figura 43) esta sintonía entre ambas acuaporinas permitiría un balance de agua 

y redistribución dentro y entre las células a través de los plasmodesmos (vía 

simplástica).

pHc 7 pHc <7

Figura 43: Modelo de redistribución simplástica del agua frente a 
la acidificación citoplasmática
En condiciones en las que el pH citoplasmático se encuentra dentro del rango 
fisiológico, las acuaporinas (tanto PIPs como TIPs) facilitan el pasaje de agua a 
través de la membrana (representado por flechas grandes). En condiciones de 
acidificación citoplasmática, la mayoría de las PIPs se bloquean (representada 
por una flecha delgada, indicando más resistencia al pasaje de agua) y entonces 
prevalece la situación de redistribución de agua en el interior de las células. De 
esta reorganización dependerá la relación entre la vacuola, el citoplasma y los 
plasmodesmos y cuánta resistencia ofrezca cada una de estas barreras al pasaje 
de agua. El hecho de que las TIPs se bloqueen parcialmente por la acidificación 
favorece la redistribución de agua via plasmodesmos. 
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5.2 Perspectivas futuras

No es sino con la comprensión del movimiento de agua en las células y los 

mecanismos encargados de su regulación que se podrán plantear estrategias a 

futuro para introducir el mejoramiento vegetal en las condiciones en las que el 

agua resulta factor limitante. Las preguntas que surgen son ¿es esto posible? 

¿Cuan lejos estamos? A manera de ejemplo, podemos citar que recientemente 

Aharon  y  colaboradores  (2003)  lograron  plantas  de  tabaco  con  mayor 

crecimiento  vegetativo,  mayor  tasa  de  transpiración,  densidad  estomática  y 

eficiencia  fotosintética  con  la  sobrexpresión  de  la  PIP2;1.  Por  otra  parte, 

utilizando la técnica interferencia de ARN, Ma y colaboradores (2004) observaron 

que al reducir la presencia de TIP1;1 en plantas de Arabidopsis thaliana no se 

afecta la viabilidad (de acuerdo al grado de reducción de esta acuaporina) sino 

que la falta de esta acuaporina podría perturbar seriamente los mecanismos de 

metabolismo  del  carbono.  Estos  hallazgos  incluso  replantean,  junto  a  otros 

trabajos (Hill  et al., 2004) que las acuaporinas pueden cumplir funciones que 

van mucho más allá del papel asignado de canal de agua.

Hasta hace poco se pensaba que era imposible alcanzar objetivos de esta 

clase  manipulando un único  gen,  dada la  complejidad  del  mecanismo.  Estas 

nuevas evidencias y los estudios a futuro que se encaren para establecer el 

papel de las TIPs y las PIPs permitirá acercarse a la comprensión de los procesos 

directamente  asociados  con  la  capacidad  de  una  planta  al  manejo  de  los 

recursos hídricos.
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