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ABSTRACT - (Aquaporins: from water channels to multifunctional transporters in plants). From the functional identification
of the first plant aquaporin, in 1993, up to today, a lot of information about the structure, location and function of different
members of this multigene family of membrane proteins was provided by the scientific community. Initially regarded as
“simple water channels”, the aquaporins have been shown to transport gases and small neutral solutes such as glycerol, urea and
silicon, transforming the concept of transmembrane transport. Due to the redundancy of aquaporin genes and their distribution
in all organs and plant tissues, these proteins have been considered essential in maintaining vital functions in plants such as
water and nutrient uptake in roots, seed germination, photosynthesis, transpiration and reproduction. This work presents a
review on molecular and functional characterization of aquaporins and their relevance for plant development and in response
to environmental stresses. Despite advances in research on plant aquaporins, there are few studies with native species from
tropical regions and therefore there is a vast field of research to be explored, given the differences in water availability, the
occurrence of various environmental stresses in tropical biomes, and the mechanisms employed by plants of these regions to
be adapted to the wide variety of environmental conditions.
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RESUMO — (Aquaporinas: de canais de agua a transportadores multifuncionais em plantas). Da identificagdo funcional da primeira
aquaporina de plantas, em 1993, aos dias de hoje, uma grande quantidade de informagdes sobre a estrutura, a localizagdo e a
fungdo dos diferentes membros desta familia multigénica de proteinas de membrana foi disponibilizada pela comunidade cientifica.
Inicialmente consideradas como “simples canais de 4gua”, as aquaporinas se mostraram capazes de transportar gases e pequenos
solutos neutros, como glicerol, uréia e silicio, revolucionando o conceito de transporte transmembrana. Devido a redundancia dos
genes de aquaporinas e a sua distribuigdo em todos os o6rgdos e tecidos vegetais, essas proteinas tém sido consideradas essenciais na
manutengdo de fungdes vitais, como absor¢do de agua e nutrientes em raizes, germinago de sementes, fotossintese, transpiragio e
reproducdo. O presente trabalho faz uma revisdo sobre a caracterizagdo funcional e molecular das aquaporinas e sua importancia
no desenvolvimento da planta e na resposta a estresses ambientais. Apesar dos avangos nas pesquisas com aquaporinas de plantas,
existem poucos estudos com espécies nativas de regides tropicais havendo, portanto, vasto campo de pesquisa a ser explorado,
tendo em vista as diferencas na disponibilidade de agua, a ocorréncia de estresses ambientais diversos nos biomas tropicais ¢ 0s
mecanismos empregados pelas plantas dessas regides para se adaptar a grande variedade de condi¢cdes ambientais.

Palavras-chave - balango hidrico, proteinas integrais de membrana (MIP), resposta a estresses, transporte de solutos

e fechamento dos estomatos, que demandam uma
rapida translocagdo de agua através das membranas
vegetais, sugeriam a presenca de canais especificos
para esta funcdo. A inibi¢do do transporte de dgua na

Introducio

Durante muito tempo, considerou-se que o
transporte de agua ocorria por simples difusdo entre

as moléculas lipidicas das membranas celulares, sem
intervenc¢do de um sistema de transporte especifico. No
entanto, as elevadas taxas de permeabilidade hidrica de
algumas membranas, como as dos glébulos vermelhos
e células do epitélio renal, ndo poderiam ser explicadas
somente por difusdo (Macey 1984). Da mesma forma,
diversos eventos, como alongamento celular, abertura
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presenga de ions mercurio (Hg*"), capazes de oxidar
os grupos sulfidrila das proteinas, era um argumento
extra a favor da existéncia de um sistema protéico de
transporte (Macey 1984). Entretanto, até meados dos
anos 80 nenhum grupo de pesquisa tinha sido capaz
de identificar uma proteina canal de 4gua e o tema era,
ainda, bastante controverso.

Em 1991, Preston & Agre isolaram a partir de
globulos vermelhos uma proteina de massa molecular
28 kDa, denominada CHIP28 (Channel Forming Intrinsic
Protein of 28 kDa). A funcdo de canal de 4gua dessa
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proteina foi comprovada no ano seguinte, através da
expressdo em sistema heterologo de ovdcitos de Xenopus
laevis (Preston et al. 1992). Esses autores demonstraram
que a permeabilidade dos ovocitos que expressavam
CHIP28 era cinco a oito vezes maior que aquela
dos ovdcitos controle e podia ser inibida de maneira
reversivel por HgClL,. Esses resultados foram confirmados
pela reconstituicdo de canais de agua funcionais em
lipossomos contendo a proteina CHIP28 purificada (Van
Hoek & Verkman 1992, Zeidel et al. 1992). Em 2003,
o Dr. Peter Agre foi agraciado com o prémio Nobel de
Quimica, como recompensa pela descoberta de proteinas
que revolucionaram o conceito de transporte de agua
através das células. Devido a sua funcdo, essas proteinas
foram denominadas aquaporinas (AQPs). No entanto,
sabe-se atualmente que as aquaporinas sao capazes de
transportar outras moléculas além da agua, conforme
sera discutido adiante.

Desde sua descoberta, membros da familia das
proteinas canais de agua, denominadas de MIPs (Major
Intrinsic Proteins), foram encontrados em praticamente
todos os organismos vivos. A abundéncia dessas proteinas
em plantas foi sem diivida uma das principais razdes que
permitiram sua identificagdo por técnicas bioquimicas
e moleculares, antes que sua funcgdo fosse conhecida.
A primeira MIP de plantas, identificada em feijao,
representa aproximadamente 2% do total de proteinas
extraidas do cotilédone desta espécie (Johnson et al.
1989). A funcdo de canal de agua foi demonstrada pela
primeira vez em plantas para uma proteina isolada de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Maurel et al. 1993),
abrindo novas perspectivas quanto a compreensao dos
mecanismos que regulam o fluxo de agua transmembrana
em vegetais.

Estrutura molecular das aquaporinas e sua relacio
com a especificidade a diferentes substratos

A massa molecular média das aquaporinas, deduzida
a partir das sequéncias de nucleotideos, varia entre 26 e
34 kDa. Essas proteinas possuem uma estrutura bastante
conservada, com seis hélices transmembrana, trés algas
extracelulares e duas intracelulares, e dominios N- e C-
terminal citoplasmaticos. A sequéncia dessas proteinas
mostra duas regides homologas em orientagdo inversa,
cada uma constituida de trés hélices transmembrana.
Segundo Reizer et al. (1993), essa estrutura poderia ser
resultante da duplica¢do de um gene ancestral procarioto,
ocorrida ha 2,5 bilhdes de anos, antes do aparecimento
dos eucariotos. Apds essa duplicagdo, teria ocorrido a
diferenciacdo das regides N- ¢ C-terminal da proteina,

que diferenciam as subfamilias conhecidas atualmente
(Reizer et al. 1993). Dois motivos conservados de
aminoacidos, asparagina-prolina-alanina (NPA), estdo
localizados na primeira alga citoplasmatica e na terceira
alga extracelular, que se dobram e se inserem no centro
da membrana, contribuindo para a formagdo do canal.
Apesar da grande permeabilidade a agua — AQP1 de
mamiferos permite o transporte de 3 x 10° moléculas de
agua por monomero por segundo (Zeidel et al. 1992) —as
aquaporinas bloqueiam o transporte de protons, através
da formagao de pontes de hidrogénio entre as moléculas
de agua ¢ os residuos de asparagina dos motivos NPA,
impossibilitando a formagdo de pontes de hidrogénio
entre as moléculas de agua dentro do canal (Murata et
al. 2000).

O diametro do poro de uma aquaporina classica,
como AQP1 de mamiferos, ¢ de 3 A, didmetro préximo
ao de uma molécula de dgua (2,8 A), sendo que este
valor pode variar conforme a especificidade de transporte
da proteina (Murata et al. 2000). Além do didmetro do
poro, diferencas de conformagdo entre aquaporinas e
transportadores de glicerol (aquagliceroporinas) foram
identificadas nas algas extracelulares A, C e E (Gonen
& Walz 2006). Segundo Wallace & Roberts (2004),
a estrutura da proteina, juntamente com o motivo
aminoacido aromatico/arginina (ar/R), localizado na
regido de constri¢do do poro, determina a especificidade
do substrato nos diferentes canais. Analises de
alinhamento de sequéncias e modelagem molecular
sugerem grande diversidade estrutural nas sequéncias
envolvidas na formagdo do canal, permitindo separar as
aquaporinas de Arabidopsis em oito grupos ar/R distintos
com diferentes propriedades funcionais (Wallace &
Roberts 2004). Segundo os autores, alguns grupos, como
as proteinas intrinsecas de membrana plasmatica (PIPs)
de plantas, que possuem alta homologia na regido do
poro, atuariam como aquaporinas ou aquagliceroporinas,
enquanto grupos com sequéncias ar/R divergentes teriam
fungdes de transporte distintas. No entanto, vale ressaltar
que o transporte através das aquaporinas é regulado por
outros fatores, como fosforilagdo e pH, e o efeito destes
na estrutura do poro néo foi, ainda, determinado.

Além de agua e glicerol, o transporte de varias
moléculas, como dioxido de carbono (CO,), 6xido nitrico
(NO), peroxido de hidrogénio (H,0,), aménia (NH,),
arsenito (As(OH),), acido borico (B(OH),) e uréia ja
foi demonstrado para diversas aquaporinas vegetais.
Ao comparar as caracteristicas estruturais de AQPs de
diferentes organismos, Wu & Beitz (2007) sugeriram
que todas as aquaporinas, independente de sua sequéncia
de aminoacidos, sdo permeaveis aos gases NO e CO,,
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moléculas pequenas capazes de atravessar os poros
mais estreitos. No entanto, moléculas maiores como
os acidos salicilico e latico ou a uréia, sé podem ser
transportados por isoformas especificas (Wu & Beitz
2007). Geralmente, as aquaporinas estdo inseridas
na membrana em arranjos tetraméricos, sendo cada
mondémero uma unidade funcional independente (Groot
& Grubmuller 2001). Essa associagdo em tetrameros
poderia criar um quinto poro central, insensivel aos
inibidores comumente testados, representando uma rota
alternativa de transporte pelas aquaporinas, conforme
sugerido por diversos autores (Hub & Groot 2006, Bertl
& Kaldenhoft 2007, Wang et al. 2007).

Por que sdo necessarios tantos genes de
aquaporinas em plantas?

As aquaporinas sao particularmente abundantes em
plantas superiores. Até o momento, 13 homologos foram
descritos em humanos (Magni et al. 2006). Os genomas
de plantas superiores, como arroz, milho e Arabidopsis,
possuem mais de 30 homdlogos identificados (Chaumont
et al. 2001, Johanson et al. 2001, Sakurai et al. 2005),
sendo que em Populus e algodao foram identificados 55
e 63 genes de aquaporinas, respectivamente (Gupta et
al. 2009, Park et al. 2010). Com base na similaridade
da sequéncia de nucleotideos, as aquaporinas vegetais
foram classificadas inicialmente em quatro diferentes
subfamilias, denominadas PIPs (Plasma membrane
Intrinsic Proteins), TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins),
NIPs (Nodulin26-like Intrinsic Proteins) e SIPs (Small
basic Intrinsic Proteins) (Johanson ef al. 2001) sendo esta
divisdo diretamente associada a localizacdo subcelular
especifica dos membros de algumas subfamilias
(membrana plasmatica e tonoplasto). Recentemente,
uma quinta subfamilia, denominada XIPs (X Intrinsic
Proteins), foi identificada em liquens e algumas espécies
de plantas superiores (Danielson & Johanson 2008,
Liénard ef al. 2008).

Segundo Forrest & Bhave (2007), a natureza séssil
das plantas e a auséncia de um sistema circulatorio sdo
fatores que explicariam, ao menos em parte, o fato da
superfamilia MIP ser mais diversa e complexa nesses
organismos do que em animais. Segundo Wudick et al.
(2009), essa grande variedade de aquaporinas em plantas
poderia estar relacionada a seletividade aos diferentes
substratos, aos diversos padrdes de localizagdo celular
e tecidual, ao alto nivel de compartimentalizagdo das
células vegetais e as diversas fungdes celulares que
promovem o equilibrio hidrico e osmoético entre os
compartimentos.

O papel das aquaporinas no crescimento e
desenvolvimento em plantas

Na reproducdo sexuada em plantas, o movimento
de agua e solutos ¢ altamente regulado, sugerindo a
presenca de aquaporinas nas estruturas reprodutivas.
Em tabaco, genes de aquaporinas de membrana
plasmatica (PIPI e PIP2) foram identificados durante
o desenvolvimento da antera (Bots et al. 2005a), sendo
que plantas de tabaco transgénicas com silenciamento
do gene PIP2 apresentaram desidratacao mais lenta e
atraso na deiscéncia das anteras (Bots et al. 2005b).
Em Arabidopsis, foram identificados dois genes de
aquaporinas de tonoplasto, denominados 77P5;1 e
TIPI,3, com alta expressdo nos graos de polen maduros e
capazes de transportar agua e uréia quando expressos em
ovocitos de Xenopus (Soto et al. 2008). Mutantes desses
genes possuem tubos polinicos mais curtos quando
germinados em meio com baixas concentragcdes de
nitrogénio, sugerindo que nestas condi¢des estes genes
sdo importantes para o alongamento do tubo polinico
(Soto et al. 2008). Ainda em Arabidopsis, oito genes
PIP foram detectados nos botdes florais, sugerindo o
envolvimento das aquaporinas no desenvolvimento
floral (Quigley et al. 2002). Em tulipas, mudancas de
temperatura associadas a alteracdes na atividade de
aquaporina foram relacionadas a abertura e fechamento
das pétalas (Azad ef al. 2004), enquanto em rosas, a
inibicdo da expansao celular em pétalas em func¢do do
tratamento com etileno foi diretamente correlacionada
a uma diminuicdo no teor de agua deste tecido e,
concomitantemente, a diminui¢ao de expressao do gene
RhPIP2;1 (Ma et al. 2008).

O desenvolvimento e a germinagdo de sementes
representam outra etapa crucial do desenvolvimento
vegetal, na qual a presenca de aquaporinas pode
regular o transporte de agua requerido durante a
embebicdo, o crescimento embriondrio e a protrusdo
da radicula. No entanto, embora a primeira aquaporina
identificada em plantas tenha sido isolada de sementes,
ainda existem diversas lacunas sobre o papel das
aquaporinas no desenvolvimento e germinagao.
Dois genes de aquaporinas isolados de sementes de
canola (Brassica napus L.), BnPIP1 e BnTIP2, foram
relacionados a etapas distintas do processo germinativo
(Gao et al. 1999). BnPIPI atuaria preferencialmente
no transporte de agua necessario para a ativacao das
enzimas e mobilizagdo das reservas nos estigios iniciais
da germinagdo, enquanto a expressdo de BnTIP2 foi
correlacionada ao alongamento celular associado
a protrusdao da radicula (Gao et al. 1999). Estudos
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realizados em sementes de ervilha demonstraram o
envolvimento de aquaporinas no fluxo de agua e solutos
através da membrana das células parenquimaticas do
tegumento, responsaveis pelo fornecimento de nutrientes
para o desenvolvimento dos tecidos e para a sintese
de compostos de reserva (Schuurmans et al. 2003).
Além da fung¢ao de transporte de agua, uma aquaporina
do tipo NIP, expressa especificamente no tegumento
da semente, apresentou alta capacidade de transporte
de glicerol quando testada em sistema heterologo
(Schuurmans et al. 2003). A expressao de genes de
aquaporina associada a fungdo de transporte de nutrientes
também foi demonstrada durante o desenvolvimento
de sementes de uma gimnosperma (Picea abies (L.) H.
Karst.) (Hakman & Oliviusson 2002). Uma analise mais
ampla do perfil de expressdo de diversas aquaporinas
de Arabidopsis pela técnica de microarranjo permitiu
identificar genes expressos nas sementes quiescentes e
germinantes. Os resultados mostraram dois genes T/P3
e um 7T/P5 altamente expressos na semente quiescente
¢ uma mudanga nesse padrdo durante a germinagao,
com expressdo preferencial de genes das subfamilias
TIPI e TIP2. O acimulo de transcritos do tipo PIP em
sementes de Arabidopsis foi discreto, sendo observado
um aumento de expressao somente durante a fase final
de crescimento embrionario (Willigen et al. 2006). Em
contraste ao observado em sementes de Arabidopsis,
diversas isoformas PIP tiveram sua expressao modulada
durante a germinagdo de sementes de arroz, com
picos de acumulo de transcritos nos embrides entre
36 ¢ 72 horas apos a embebigao (Liu et al. 2007). A
importancia das PIPs na germinacdo de sementes de
arroz foi confirmada por analise de plantas transgénicas
antisenso para o gene OsPIP1;3, que apresentaram taxas
de germinagdo aproximadamente 30% menores do que
as plantas controle, devido a diminuigdo da capacidade
de absorcdo de agua (Liu et al. 2007).

Ao ser absorvida do solo, a 4gua percorre um trajeto
radial até o centro da raiz e a seguir um trajeto axial
ascendente nos vasos condutores do xilema. Devido
a auséncia de células, a contribui¢do das aquaporinas
a via axial de transporte de agua ¢ insignificante. Ja
no trajeto radial, a contribuicdo das aquaporinas ¢
fundamental na via denominada transcelular, na qual
a agua atravessa diversas camadas de células em série,
passando obrigatoriamente pela membrana plasmatica
e, em alguns casos, pelo tonoplasto. Alternativamente, a
agua pode atravessar as membranas celulares através da
via simplastica (pelos plasmodesmas), ou circular entre
as células, por uma via denominada apoplastica (Steudle
2000). Devido a sua eficiéncia em bloquear os canais de

agua, o efeito inibitorio do cloreto de mercurio (HgClL,)
foi bastante utilizado como ferramenta para estimar a
contribuicdo das aquaporinas ao transporte de agua
em raizes de diversas espécies vegetais, com niveis de
inibicdo da condutividade hidraulica entre 32 ¢ 90%
(revisto por Javot & Maurel 2002). No entanto, o uso
desse inibidor ndo permite determinar com precisao o
papel das aquaporinas no transporte de agua em raizes,
tendo em vista a presenga de aquaporinas insensiveis
ao mercurio (Daniels et al. 1994), a baixa penetragdo
deste nos tecidos (Gaspar et al. 2001) e seus efeitos
toxicos e inespecificos, devido a propriedade do HgCl,
de se ligar aos residuos de Cys de quaisquer proteinas.
Por essa razdo, outras abordagens tém sido empregadas,
como o uso de plantas transgénicas, confirmando o
importante papel de algumas isoformas de aquaporinas
em raizes. Estudos com Arabidopsis e tabaco antisenso
para os genes PIP1 e PIP2 demonstraram a contribui¢@o
destas duas subfamilias de aquaporinas para o transporte
de agua em raizes, sobretudo em situagdo de déficit
hidrico (Kaldenhoff et al. 1998, Siefritz et al. 2002). A
funcdo especifica de um gene de aquaporina altamente
expresso em raizes de Arabidopsis (PIP2; 1) no equilibrio
osmotico da seiva do xilema foi demonstrada através da
analise de mutantes de inser¢do de T-DNA (Javot et al.
2003). A super-expressdo de PIP2;1 em arroz levou a
um aumento de aproximadamente 150% na biomassa
de raizes e na condutividade hidraulica. No entanto, o
cultivo em 100 mM de NaCl levou a uma diminuig¢do do
crescimento apds duas semanas, sugerindo uma maior
sensibilidade das plantas transgénicas ao estresse salino
(Katsuhara et al. 2003).

Variagoes de condutividade hidraulica em raizes
(Lp,) tém sido associadas a alteracdes de expressdo de
genes de aquaporinas neste 6rgdo. Variagdes diuturnas
de Lp, sdo acompanhadas por variagcdes no nivel de
transcritos de aquaporinas do tipo PIP em raizes de Lotus
Japonicus (Regel) K. Larsen, milho e Pisum sativum L.
(Henzler et al. 1999, Lopez et al. 2003, Beaudette et
al. 2007). A expressao dessas aquaporinas se mostrou
dependente do tipo de raiz (primaria ou secundaria)
(Beaudette et al. 2007) e do estagio de desenvolvimento
das mesmas, sendo observado em geral um aumento de
expressao na zona de alongamento celular e nas regides
mais maduras da raiz primaria de milho, nas quais a
presenga de uma hipoderme ¢ endoderme suberizadas
dificultam o transporte de agua (Hachez et al. 2006).
Além de facilitar o transporte de adgua e solutos, as
aquaporinas também poderiam atuar como sensores de
pressdo osmotica e de turgor, como observado em raizes
de milho (Gaspar et al. 2001), tendo em vista que sua
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capacidade de transporte de agua ¢ compativel com a
estrutura de um sensor (Hill ez al. 2004).

Aquaporinas de raizes também sdo consideradas
fundamentais no transporte de solutos e nutrientes. A
capacidade das aquaporinas em transportar uréia foi
primeiramente observada em células renais de animais
(Ishibashi et al. 1994). Posteriormente, essa propriedade
foi confirmada em plantas, com o isolamento de
aquaporinas de membrana plasmatica, (Otto & Kaldenhoff
2000, Gaspar et al. 2003) e de tonoplasto (Gerbeau et
al. 1999, Liu et al. 2003) capazes de transportar uréia.
Essas proteinas sdo reguladas diferencialmente em
raizes na presenca de nitrogénio, sendo que em milho
ZmPIP1;5 tem sua expressdo induzida na presenca de
nitrato, enquanto trés genes 7/P tem sua expressiao
induzida em raizes de Arabidopsis em situagao de déficit
de nitrogénio (Gaspar et al. 2003, Liu et al. 2003). O
gene AtNIPS, 1, cuja capacidade de transporte de acido
borico foi demonstrada em ovocitos de Xenopus, tem sua
expressao induzida em resposta a deficiéncia de boro,
sendo que plantas mutantes para este gene apresentam
retardo no desenvolvimento radicular na auséncia desse
nutriente (Takano et al. 2006). Martinez-Ballesta ez.
al. (2008) sugeriram o papel regulador do acido borico
em algumas isoformas de aquaporinas como um dos
possiveis mecanismos de tolerancia ao estresse salino em
raizes de milho. O papel de uma aquaporina do tipo NIP
no transporte de acido latico foi evidenciado em raizes de
Arabidopsis em situacdo de estresse anaerobico (Choi &
Roberts 2007). Mutantes de arroz deficientes para o gene
Is1, que codifica uma NIP capaz de transportar silicio,
apresentam diminuicdo na capacidade de absorgdo
desse mineral em raizes e, consequentemente, menor
translocagdo de silicio para a parte aérea (Ma et al.
2000).

Assim como em raizes, o fluxo radial de agua
em folhas, que ¢ controlado pela evapotranspiragao,
implica no transporte de agua através das membranas
e, consequentemente, na presenga de proteinas canais
de agua. Também em folhas, a expressdo de diferentes
aquaporinas obedece a um padrao de regulagao temporal
e espacial. Enquanto algumas isoformas sdo expressas
em folhas jovens em expansdo, outras sdo expressas
preferencialmente em folhas completamente expandidas,
sendo que as aquaporinas expressas nas folhas maduras
estdo provavelmente envolvidas em processos fisiologicos
como carregamento do floema, perda de agua do xilema,
abertura e fechamento estomatico, transporte de CO, na
fotossintese € movimento foliar (Heinen et al. 2009).

Sarda et al. (1997) identificaram dois genes de
aquaporina expressos em folhas de girassol, mais

especificamente nas células-guarda dos estomatos,
denominados SunTIP7 e SunTIP2(. Esses autores
demonstraram que a variagdo no nivel de transcritos
de SunTIP7 acompanhava as alteragdes de condutancia
estomatica (g,) ao longo do dia e aumentava em plantas
submetidas ao déficit hidrico, sugerindo o papel desta
aquaporina na modulagdo da abertura e fechamento
estomatico (Sarda et al. 1997). Aquaporinas expressas
em células-guarda foram identificadas em diversas
espécies, dentre as quais Vicia faba L., Arabidopsis,
milho e espinafre (Kaldenhoff et al. 1995, Sun et
al. 2001, Fraysse et al. 2005, Hachez et al. 2008). A
expressdo de aquaporinas também foi detectada em
células da epiderme/periderme e tricomas. Em cevada,
uma aquaporina funcional, HvPIP1;6, é expressa
especificamente na epiderme foliar, com maior expressao
na zona de alongamento, sugerindo a atuagdo dessa
proteina no transporte de agua associado ao crescimento
celular (Wei et al. 2007). Aquaporinas potencialmente
envolvidas nos processos de crescimento e divisdo
celular sdo expressas nas células do primordio foliar e
nas células meristematicas em divisdo (Jones & Mullet
1995, Yamada et al. 1997; Chaumont ef al. 1998, Hachez
et al. 2008). Além disso, aquaporinas estdo envolvidas no
movimento foliar, como evidenciado em Samanea saman
(Jacq.) Merr. pelo isolamento de proteinas funcionais
das células do pulvino, espessamento da base das folhas
responsavel pelo ajuste do posicionamento foliar em
resposta a estimulos endégenos e ambientais (Moshelion
et al. 2002). O padrao de expresao de Ss4QP2 variou
durante o ciclo circadiano, com os maiores niveis de
transcritos no periodo da manha, provavelmente devido
a alta demanda de fluxo de agua durante a abertura do
pulvino (Moshelion ez al. 2002). A contribuicdo de
aquaporinas no ajuste osmotico celular associado ao
movimento foliar foi, também, demonstrada em tabaco
e Mimosa pudica L. (Siefritz et al. 2004, Temmei et
al. 2005).

A presencga frequente de aquaporinas nos tecidos
dos feixes vasculares, conforme observado nas células
parenquimaticas do xilema e nas células companheiras
do floema de milho e tabaco, sugere a atuacdo dessas
proteinas no efluxo de agua dos vasos do xilema e
no carregamento do floema (Heinen et al. 2008).
Estudos com Vriesea gigantea Mart. ex Schult. f., uma
bromélia epifita com presenca de tanque, mostraram
que a absor¢do de uréia do tanque foi fortemente
inibida (78%) pelo tratamento com HgCl,, sugerindo a
participac@o de aquaporinas no transporte desse nutriente
(Inselsbacher et al. 2007). Dois genes de aquaporina
com alta identidade de sequéncia com um gene PIP e
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um 7T1P para os quais a fungdo de transporte de uréia foi
previamente demonstrada, foram isolados da base das
folhas de V. gigantea e tiveram sua expressdo induzida
na presen¢a desse composto nitrogenado (Cambui,
Mercier & Gaspar, dados nao publicados). Segundo
essas mesmas autoras, a presenga dessas isoformas na
porgao basal das folhas, que assume o papel fisioldgico
de raiz nessa espécie de bromélia, sugere a atuagdo das
aquaporinas para maior eficiéncia na utilizacdo dos
recursos hidricos e nutricionais, que ocorrem de forma
ocasional e temporaria em seu ambiente natural.

Evidéncias indiretas de que as aquaporinas também
poderiam modular a condutancia das células do mesofilo
foliar (g,) foram fornecidas por Terashima & Ono
(2002), apos tratarem folhas de Vicia faba e Phaseolus
vulgaris L. com HgCl,. Além de diminuir em 70 a 80%
a condutividade hidraulica foliar, o tratamento com
HgCl, inibiu a fotossintese, sendo observada diminuicdo
nas taxas de assimilagdo de CO, e de transporte de
elétrons. Devido a sua capacidade de transporte de
CO, em sistema heter6logo, a aquaporina NtAQP1 foi
considerada potencial candidata 8 modular a condutancia
das células do mesdfilo foliar (Uehlein et al. 2003). Esta
hipotese foi confirmada posteriormente por analises de
plantas transgénicas com expressdo constitutiva ou
ausente de NtAQP1, que apresentaram 20% de aumento
e 13% de diminuigdo, respectivamente, nas taxas de
assimilagdo fotossintética, quando comparadas aos
respectivos controles (Flexas et al. 2006). Medidas de
fluorescéncia da clorofila e discriminagao isotdpica de
C indicaram que as diferengas na fotossintese se devem
a altera¢des na condutancia do mesofilo foliar ao CO,,
que foi 30% menor nas plantas antisenso e 20% maior
nas plantas com super-expressao de NtAQPI (Flexas et
al. 2006). A determinag@o da localizag¢do subcelular de
NtAQP1 na membrana interna dos cloroplastos, além de
demonstrar pela primeira vez a presenca de aquaporinas
na membrana de organelas, permitiu atribuir a essa
proteina um importante papel fisiologico in vivo, o de
facilitar o transporte de CO, para seu sitio de fixacao
no estroma dos cloroplastos (Uehlein et al. 2008). Esses
estudos, em conjunto, confirmam o importante papel das
aquaporinas permeaveis ao CO,, ou “CO,aquaporinas”
como sugerido por alguns autores, na regulagdo da
fotossintese em plantas.

Aquaporinas e resposta a estresses ambientais

Embora as aquaporinas tenham um papel chave na
regulagdo do transporte de dgua, resultados contrastantes
tém sido observados em situacao de estresse ambiental.

Como relatado acima, a condutividade hidraulica de
raizes ¢ regulada parcialmente por aquaporinas, mais
especificamente por PIPs (Javot et al. 2003, Postaire et al.
2010). No entanto, nao é possivel encontrar uma resposta
comum dessa classe de proteinas em raizes submetidas
a uma situacdo de déficit hidrico. Resultados de nove
estudos em que a expressdo de genes P/P foi analisada
em condi¢ao de seca mostraram que, dos 37 genes PIP
estudados, 15 tiveram sua expressdo diminuida, 13
tiveram aumento de expressao e nove mantiveram seus
niveis de transcritos inalterados, indicando que cada
gene PIP deve ter uma fungdo especifica na resposta
ao estresse (Aroca et al. 2011).

Da mesma forma, respostas diferenciais a seca
foram observadas em plantas transgénicas com inibig¢ao
ou inducdo de determinadas isoformas de PIP. Plantas
antisenso de tabaco e Arabidopsis com silenciamento
de genes PIP apresentaram queda na capacidade de
recuperago apds imposicao de déficit hidrico (Martre et
al. 2002, Siefritz et al. 2002), enquanto plantas de tabaco
e arroz com aumento de expressao de aquaporinas PIP1
e PIP2, respectivamente, se mostraram hipersensiveis
aos estresses hidrico e salino (Aharon et al. 2003,
Katsuhara et al. 2003). Com relagdo as aquaporinas de
tonoplasto, comportamentos diferenciais das plantas
transformadas também foram observados. Sade et al.
(2009) demonstraram que a expressdo constitutiva de
TIP2;2 em plantas de tomate foi capaz de modular a
transpiracao em diferentes situagdes ambientais e manter
as funcdes fisiologicas, crescimento e produtividade em
niveis normais, mesmo em condi¢des de estresse hidrico
e salino. Contrariamente ao observado em tomate, plantas
de Arabidopsis super-expressando uma 7/P de soja se
mostraram mais suscetiveis a desidratagdo (Wang et al.
2011). Segundo Hussain et al. (2011), existem atualmente
interpretacdes divergentes dos resultados obtidos com
plantas transgénicas. Para alguns autores, 0 aumento nos
niveis de aquaporina melhora a capacidade das plantas em
lidar com o estresse hidrico, enquanto outros acreditam
que as plantas evitam perdas excessivas de agua ao
“desligar” as aquaporinas durante a desidratagdo.

Além da seca, diversas isoformas de aquaporinas
sdo moduladas por estresse salino e osmético, por frio
e por fitormodnios, com grande variedade de respostas,
como observado para o déficit hidrico (Suga et al. 2002,
Jang et al. 2004, Sakurai et al. 2005, Yu et al. 2006,
Peng et al. 2007). Plantas de Arabidopsis transformadas
com aquaporinas de Rhododendron catawbiense Michx.,
cuja expressdo se mostrou inibida em folhas com o
aumento da tolerancia ao frio, foram menos tolerantes
ao congelamento do que as plantas controle (Peng et
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al. 2008). Analises anatdmicas revelaram aumento do
tamanho e espessura das folhas, como consequéncia
de um aumento no tamanho das células da camada
pali¢adica e do mesofilo esponjoso, indicando que essas
plantas, devido ao maior volume celular, estariam mais
propensas a sofrer danos mecanicos durante a contragdo
celular observada no processo de congelamento (Peng
et al. 2008).

No entanto, é importante ressaltar a complexidade
dos mecanismos de resposta a seca ¢ aos demais estresses,
sendo que outros fatores, em conjunto com as aquaporinas,
sdo responsaveis pela resposta de tolerancia. Esse fato
¢ bastante evidente em plantas de Eragrostis nindensis
Ficalho & Hiem, tolerantes a dessecacdo, cujas folhas
apresentaram, durante o processo de desidratacao, diversas
modifica¢des anatomicas, bioquimicas e funcionais, como
o dobramento da parede celular de células epidérmicas e
do mesdfilo e a formacdo de inimeros pequenos vactolos
acumuladores de metabolitos osmoreguladores (prolina,
proteinas e sacarose), associados ao aumento da expressao
de TIP3, I nos vacuolos dos tecidos desidratados (Willigen
et al. 2004).

Embora inimeros grupos de pesquisa tenham se
dedicado ao estudo das aquaporinas de plantas nos
ultimos 20 anos, ¢ multiplas fun¢des dessa familia de
proteinas tenham sido desvendadas, ainda restam lacunas
na compreensao de seu funcionamento e interagdo com
o ambiente. Sobretudo se considerarmos que a grande
maioria dos trabalhos foi realizada com plantas modelo
e espécies temperadas de interesse comercial. Dessa
forma, espécies de regides tropicais, distribuidas em
ambientes com diferentes situagdes de disponibilidade
de agua, ou com variag¢ao sazonal desse recurso, além
de espécies com adaptagdes morfologicas e bioquimicas
que promovem melhor utiliza¢do dos recursos hidricos
e nutricionais, tém sido negligenciadas. Mecanismos
reprodutivos peculiares e ciclos de vida longos,
associados a dificuldade de regeneragdo e cultivo in
vitro, dificultam a obtencdo de plantas transgénicas
e, consequentemente, analises funcionais em espécies
nativas de ambientes tropicais. A disponibilizacdo
de bancos de dados genomicos de algumas espécies,
associada ao advento de técnicas de sequenciamento
em larga escala, deve compensar, em médio prazo, a
escassez de dados moleculares sobre as aquaporinas de
plantas tropicais.
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