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Biografia

Afios atras suefios y fantasias despertaron su curiosa naturaleza, pintura, masica y
tragedia como inspiracion, apoyo, carifio, alegrias y amistades desinteresadas y una
ingrata soledad constante en su mirada. De una humilde cuna al colegio, del cual
vagos recuerdos persisten, luego y con suerte quizés divina, cae en un lugar lleno de
locos de su misma linea, sofiadores, obsesivos, leales y absolutamente particulares.
Y si bien al fin encuentra empatia, lejos aun estd de encauzar su vida, multiples
caminos se presentan y la verdadera aventura recién comienza.
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Abreviaturas

Tm
ADN
ATP
ATPasa
Bomba ATPasa
SERCA-ATPasa
Tg

D.C. (600}
CPY
EGTA
Km

[Csg
PCR
ANOVA
Matx/a/alpha
ade2 x
lys2 x
his3 x
leu2 x
trpt x
ura3 x
¥YPD
PEG

TE

Acli
Ura’
Leuw
PMSO
FCCP
BTP

Pi

Temperatura de desnaturacion térmica
acido desoxirribonucleico
adenosina trifosfato
enzima que utiliza como fuente de energia ATP
Transportador activo que utiliza como fuente de energia ATP
bomba calcio-ATPasa de reticulo sarco-endoplasmico
tapsigargina, inhibidor especifico de bombas tipo SERCA-ATPasa
densidad 6ptica a una longitud de onda de 600 nandémetros
carboxipepfidasa Y
acido etilenglicol tetracético (agente quelante)
concentracién con que se alcanza la mitad de la velocidad maxima
concentracion de inhibidor con que disminuye a |a mitad la actividad
reaccion en cadenz de la polimerasa
analisis de varianza
tipo de apareamiento
mutacion x en el gen ade2 Involucrado en la sintesis de adenina
mutacion x en el gen lys2 involucrado en la sintesis de lysina
mutacién x en el gen his3 involucrado en la sintesis de histidina
mutacién x en el gen leu2 involucrado en |a sintesis de leucina
mutacidn x en el gen trp1 involucrado en la sintesis de triptofano
mutacion x en el gen ura3 involucrado en la sintesis de uracilo
medio completo para levadura
polietilén glical
tampén compuesto de Tris-HCly EDTA
acetato de litio ’
levadura mutante deficiente en la sintesis de uracilo
levadura mutante deficiente en la sintesis de leucina
dimetil sulféxido
Carbonilcianida-4-(trifluorometoxy)-fenilhidrazona, protondforo
bis tris propano
fosfato inorgénico
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Resumen

"AtHMA1, una posible bomba ATPasa de Arabidopsis thaliana, ha sido clasificada

dentro "del grupo de las metal pesado- ATPasas, las cuales tienen diferentes
funciones como detoxificacion o transporte de metales para su uso como cofactores.
Sin embargo, estudios anteriores han indicado que también posee similitud con las
bombas SERCA-ATPasas, cuyo transporte de calcio es especificamente inhibido por
un farmaco llamado tapsigargina. Para determinar la especificidad de AtHMA1 a
iones, realizamos la complemementacién funcional del ADNc de AtHMA1 en
levaduras mutantes deficientes en el transporie de calcio, cobre y metales pesados.
Adicionalmente, probamos la habilidad de AtHMA1 para conferir folerancia a metales
pesados a las levaduras parentales, y estudiamos la actividad de transporte de
AtHMA1 para calcio y metales pesados. Nuestros resultados sugieren fuertemente
que, AtHMA1 en este sistema heterdlogo, funciona tanto como Calcio ATPasg, como
Metal pesado ATPasa, y su actividad es inhibida por tapsigargina. Hasta ahora
AtHMA1 es la primera bomba sensible a tapsigargina capaz de transportar calcio vy
metales pesados, y probablemente constituye un elemento clave para la homeostasis

idnica dentro de la célula vegetal.




Abstract

AtHMAT is a putative ATPase from Arabidopsis thaliana classified into the group of
the Heavy Metal- ATPases which have differents functions like detoxification or metal
franspor for its use as cofactors. Nevertheless, previous studies have indicated that
hthis pump shares similarities with 'SERCA type-ATPases, which calcium transport are
specifically inhibited by a drug called tapsigargin. In order to determine the ion
specificity of AtHMA1, we performed functional complementation assays using mutant
yeast strains deficient in calcium, copper and heavy metal transport. Additionally we
. tested the ability of AtHMA1 to confer heavy-metal tolerance to parental yeast, and we

studied AtHMA1-transport acti\;ities of calcium and heavy metals, Our results,

strongly suggest that, AtHMA1 in this heterologous system, works as a calcium/Heavy

metal ATPase and its activity is inhibited by tapsigargin. Until now AtHMA1 is the first
- thapsigargin-sensitive pump capable to transport calcium and heavy-metals and

probably constitutes a key -element for ionic homeostasis in piant cells.
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Introduccion

Un tema vital dentro del contexto celular es la homeostasis iénica, ya que se
encuentra involucrada en los mas diversos procesos, como sefalizacion,
manutencién del volumen celular, actividad enzimética, entre muchos otros. Pero
dadas las diferenci:as de* potenciales electroquimicos entre los diferentes
compartimentos ‘u organelos de las células eucariontes, es necesaria la existencia
de un transporte activa que permita el paso de los iones en contra de estos
gradientes. Un ejemplo de estos mecanismos son las bombas ATPasas,
particularmente las del tipo P, que durante el proceso de transporte del idn requiere
fosforilarse mediante la hidrélisis de ATP. Durante mucho tiempo no se habia
descrito, en el aparato de Golgi de la célula vegetal, la presencia de bombas
ATPasas para el transporte de calcio hacia este organelo, cuando es un hecho que
en celulas animales, el aparato de Golgi posee diversos canales y bombas de
calcio, transformandolo en elemento clave para la homeostasis de este catién
(Pinton y col, 1998). El hallazgo de una actividad Calcio-ATPasa en el aparato de
Golgi de la célula vegetal, que a su vez es inhibible por tapsigargina (Tg), un
inhibidor especifico de Calcio-ATPasas tipo SERCA (Ordenes y col 2002), condujo

¥
a la husqueda dg un posible gen responsable que cumpliese con estas
caracteristicas. Para ello, y tomando como organismo modelo a Arabidopsis
thaljana cuyo genoma se encuentra completamente secuenciado, se realizo la
basqueda de una secuencia aminoacidica en particular, “DEFGE”, Ia cual ha sido
determinada como el segmento especifico de unién a tapsigargina en las bombas
tipo SERCA (Xu J'col 2004) las cuales son bombas pertenecientes al reticulo
sarcopldsmico’en las células-del tejido muscular y se encuentran involucradas en
los procesos de elongacion y contraccion muscular. Esta busqueda arrojo tan sélo

un resultado: AtHMA1 (Arabidopsis thaliana Heavy Metal ATPase 1), la cual ha sido
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clasificada c‘o'mo una de las ocho integrantes de la familia de las Metal-pesado
ATPasas de Arabidopsis thaliana (Axelsen & Palmgren 2001) ATPasas
involucradas en. homepstasis de metales pesados, particularmente en procesos de
‘ detoxificacion como es el caso para cadmio o como transportadores de metales que
son utilizados como cofactores para diferentes enzimas, como es el caso de cobre y
zinc. Sin embargo, si bien posee ciertas caracteristicas que la ligan muy
directamente a las Metal-pesado ATPasas, como un motivo rico en mditiples
residuos de histidina (poly-H), repeticiones de motivos cisteina-cisteina (CC), el
dipéptido Histidina-Pralina (HP), y el sitio de unién a metal X-Prolina-Cisteina (xPC)
(Williams & Mills 2005), presenta un gran parecido con SERCA1, Calcio-ATPasa de
reticulo sarco-endoplasmico, que posee este motivo “DEFGE" (Stokes & Green
2003) en un contexto espacial muy similar a AtHMA1 (Figura 1), de este modo la
funcién de AtHMA1 en la célula vegetal queda en una tela de juicio, dado a estas
evidencias Parcialmente divergentes. Sin embargo, hasta ahora todas las funciones
que se le atribuyen a AtHMA1 son basadas en andlisis bioinformaticos de
comparacion de secuencias (Axeisen & Palmgren 2001). En este trabajo nos
focalizamos en caracterizar funcionalmente a AtHMA1 expresando su ADNc en

diferentes sistemas heterdlogos.
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Figura 1. Esquema de AtHMA1 en comparacién con SERCA1. Se han predecido siete dominios
transmembrana (ARAMEMNON release 4.0 - June 14, 2006 - ©Fligge Group, Botanical Institute,
University of Cologne), donde entre ellos se destaca la caracteristica propia de las SERCA- ATPasas
el sitio de uni6n ‘a tapsigargina “DEFGE" (cIrculos negros). Ademas, se resaltan motivos propios de Ias
bombas ATRasas, como el dominio de fosforilacion (entre DKTGT y DPPR), domine de transduccién
(TGE) (circulos blancos), y ademés, en el caso de AtHMA1, aparecen las caracteristicas de metal-
pesado ATPasa'come lo es la “cola” de multlples histidinas (H) el sitio de unidn a metales “xPC" ,
multiples repeticiojnes de cisternas, “C" y “CC", ¢l dipéptido HP y el motive HEGG(circulos gnses)
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Hipétesis
AtHMA1 es una metal pesado-ATPasa involucrada en la homeostasis de calcio y

es inhibible por tapsigargina.

Objetivo General
Caracterizar funcionalmerite a la proteina AtHMA1, mediante ensayos de

complementacién funcional en levaduras mutantes y ensayos de transporte.

Objetivos especificos
1.-Complementar levaduras mutantes deficientes en el transporte de metales
2.-Medir actividad ATPasa dependiente de metales y transporie de radicisotopos

3.-Evaluar el efecto de tapsigargina y determinar las propiedades cinéficas
asociadas.




MATERIALES Y METODOS

Creacidn ‘ae los vectores de expresion en levaduras

‘ El'ADNc de AtHMA1 fue clonado desde un vector plasmidial obtenido desde
el banco de clones RIKEN (Sekiy col 2002; Seki y col 1998). Desde este plasmidio
fue amplificado por PCR el ADNc de interés, utilizando un par de partidores que
incluyeron los sitios de corte para enzimas de restriccién Bgill y Not! para su
subclonamiento en el vector p426GPD, y los partidores Bglli y exact (sin sitios de
restriccién‘) para su subclonamiento en el vector p425GPD (Tabla1). Ambos
vectores fueror; utilizados para la transformacién en levadura y seleccién por
auxotrofia. En el caso de p425GPD la seleccion fue en un medio pobre en leucina
(seleccién:Leu) y para p426GPD en un medio minimo pobre en uracilo (seleccidn

Ura) (Mumberg y col 1995). Los vectores obtenidos fueron Ilamados

AtHMA1gpd425, y AtHMA1gpd426, los cuales fueron utilizados en este trabajo.

Tabla 1. Partidores. Secuencia de partidores utilizades en la amplificacion del ADNc de

) .
AtHMA1 ¥ en el subclonamiento dentro de los vectores de expresion heterdloga en

-

levaduras. |,
Sitio de Otras
Partidor | Secuencia
‘ restriccion caracteristicas
Bgilf
Bgil T, Partidor sentido
,5- CgC TTg AgA TCT AAT TCg TCg ACC ATg gAA -3 (AgATCT)
) Nott
Notl B Partidor antisentido
5'— AgA CAA gCg 5GG pCA AgT TAC CCG COC ATg -3 (CagCCg)
| exact . o no Partidor antisentido
| 8" CTA ATg TgC AgA gCT TAA ACT gTT gCT gCT gCT ACT-3'

%
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Cultivo ‘t'iq cepas

Las cepas silvestres de S. cerevisiae {Tabla 2) fueron cultivadas en medio completo
¥

YPD séliqa;(extracto de levadura 0.5%, Peptona 1%, Dextrosa 2%, agar-agar 2%) a

Piy

30°C. Las cepas mutantes de S. cerevisiae Apmr1 deficiente en el transporte de
s,

calcio, ééft’:‘éz_’)deﬂciente -en transporte de cobre, y Aycf1, sensible a metales

pesados (T abla 3), fueron cultivados en medio completo YPD al igual que sus

correspondientes cepas parentales. En el caso de la triple mutante K616, el medio

YPD delﬁj:c:’a'. ser suplementado con CaCl, hasta una concentracion final de 10mM,

LI Y

debido a su severo fenotipo deficiente en transporte de calcio.

L
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Tabla 2. Cepas parentales de S. cerevisiae

x
i
£

-~

Mutante

Genotipo

Donante

YRS8 ??i\'ﬂnat x; ade2; lys2-A201; his3-A200; leu2-3,~112; -trp1-A90;

Dr. Hans Rudolph

2| ura3-52 University of
S Stuttgart, Germany
‘gz - A
W303 .i Mat x; ade2-1; can1-100; his3- 11,15; leu2-3,112; trp1-1; | Dr. Kyle
"1 ura3-1 : Cunningham
2 Johns Hopkins
- University

.

l fﬂat—alpha; lys2-801; suc2-A9; his3-A200; leu2-3,-112; trp1-
[.A901; ura3-52

Dr. Dennis Thiele
Duke University,
Medical Center
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Las cepas'silvestres de S. cerevisiae (Tabla 2) fueron cultivadas en medio completo

YPD sé!idé‘ (extracto de levadura 0.5%, Peptona 1%, Dextrosa 2%, agar-agar 2%) a
e

30°C. Las ?epas mutantes de S. cerevisiae Apmr1 deficiente en el transporte de
calcio, Ac“écz _deﬁciente en fransporte de cobre, 'y Aycfl, sensible a metales
pesados i‘lféblg 3), fueron cultivados en medio completo YPD a} igual que sus
conespoﬁéfghtes cepas parentales. En el caso de la triple mutante K616, el medio
YPD deﬁibi:é?r suplementado con CaCl; hasta una concentracién final de 10mM,

debido a,éﬁ?’s_evero fenotipo deficiente en transporte de caicio,
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Tabla 2. Ceﬁas parentales de S. cerevisiae

a4
eat A,
M
I3k

Mutante- N Genctipo Donante

YR98 e{h’*Mat x, ade2; ly52-A201; his3-A200; leu2-3,-112; trp1-A90; | Dr. Hans Rudolph
-} ura3-52 ’ University of
~ Stuttgart, Germany

W303 -ﬁ;—:;Mat % ade2-1; can1-100; his3- 11,15; leu2-3,112; trp1-1; | Dr. Kyle

%1 ufa3-1 Cunningham
R BN Johns Hopkins
sl University
DTY165 ‘f :'ﬁﬁ:ét-alpha; lys2-801; suc2-A9; his3-A4200; leu2-3,-112; trpl- | Dr. Dennis Thiele
oy ~-A901; ura3-52 Duke University,
a Medical Center
3
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Transformacién de levaduras mutantes

Fue utilizado el método del Acetato de Litio con ciertas modificaciones (Gietz
y col 1992). A partir de un pre-indculo de la levadura mutante en medio YPD de dos
dias de crecimiento a 30°C, fueron inoculados 300 mL de medio YPD, el cual fue
llevado a una D.Ogo= 0,2-0,3. Las células fueron sedimentadas por 10 minutos a
1000xg. E! sedimento fue lavado dos veces con agua destilada estéril, y 1as células
fueron resus;)endidas en 1,5 mL de TEAcLi (Acetato de litto 100mM disuelto en
Tris 10 mM y EDTA 1mM pH 7,5). Luego se mezclaron suavemente 0,1ug de ADN
vectorial, ',I'OOpg de ADN desnaturado de espermio de salmén y 100 uL de la
suspension de células. Posteriormente, fueron agregados 600 pL de PEG AcLi
(acetato de litio 100mM, PEG 25 % disueltos en TRIS-HCI 1mM pH 7,5 y EDTA
TmM), vy fg_g agitado en un vortex, e incubado con agitacion durante una hora a 30
°C. Postefijc_;: a esto, fueron agregados 70 pL de DMSO 100% y mezclados
invirtiendo el tubo. Fue realizada una incubacién en hielo por 10 minutos, y luego a
42°C por 15 minutos. Finalmente fue incubado nuevamente en hielo por 5 minutos.
La muestra .fue centrifugada por 5 segundos a 10.000xg, y fue descartado el
sobrenadante. El sedimento fue resuspendido en 0,8 mL de medio minimo {medio
nitrogena%g!base para levadura 6,7 g/L, Dextrosa 2% y adenina 10mg/L, histidina
20mgiL, méﬁonina 20mg/L, lysina 50mgit., triptofano 50mg/L. y para un medio
minimo Ura ademés feucina 100mg/L y para un medio minimo “Leu™ uracilo
20mg/L) ig.;%‘fu‘e incubado toda la noche con agitacién a 30°C. Finalmente, al dia
siguiente,;‘i:':lt;_s cultivos fueron inoculados en placas con el medio minimo sdlido
correspon;i:ife;r‘nte (ef mismo medio minimo mas agar-agar 2%) y en dos dias
apareciero;iic;olonias transformantes.

it
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Tabla 4. Cepas transformantes de S. cerevisiae.

Cepa Vector Seleccion Nombres usados para las
cepas fransformantes
Apmrt AtHMA1 gpd426 Medio pobre en uracilo o  Apmri-AtHMA1
Apmrt p426GPD Medio pobre en uracilo *  Apmri-vector vacio
¥
K&18 AtHMA1gpd426 Medio pobre en uracilo «  K6&16-AtHMA1
K616 p426GPD Madio pobre en uracilo . K616- vecter vaclo
Aycfi AtHMA1gpd426 Medio pobre en uracilo o Aycfl-AtHMA1
{DTY167)
Aycft p426GPD Medio pobre en uracilo = Aycfl-vector vacio
(DTY167)
Accc2 AtHMA1gpd425 Medio pobre en ¢ Accc2-AtHMA1
3 leucina
Acee2 p425GPD Medio pobra en . Acec2- vector vaclo
leucina
YRS8 p426GPD Medio pobre en uracilo +  YR98-pGPD425
cepa parental de
Apmr1
w363 AtHMA1gpd426 Medio pobre en uracilo o WT2+AtHMA1
cepa parental de
K616
Wa3a3 p426GPD Medio pebre en uracilo e W303-pGPD426
cepa parental de e WT2 + vector vacio
K616
w303 p425GPD Medio pobre en leucina *  WT2 + vector vacio
cepa parental de «  (WT2+V.V.2)
Accc2
DTY165 p426GPD Medio pobre en uracilo e WT3
cepa parental de e WT3+ vector vacio,

Ayefl




Ensayoé de comple:mentacién funcional

Los ensayos de complementacion se realizaron en medio minimo Ura” para
el caso lde K616, Apmr1 y Aycf1, transformados con AtHMA1gpd426 y pGPD426
vacio, y Leu para Accc2 y W303 transformada con AtHMA1gpd425 y pGPD425
vacio.

Mediante la adicién de- EGTA hasta una concentracién de 10mM en el
medio para el ensayo de K616 y Apmr1, el calcio fue quelado. Al medio para Aycf1
se le agregd CdCl, hasta una concentracién de 70uM para determinar ia tolerancia
a esta concentracion, y el de Accc2 fue quelado el hierro con la adicién de ferrozina
hasta una concentracion de 2mM.

Ademas fueron realizados cuitivos a diferentes concentraciones de CdCl, y
de CuS0,, a 30°C con agitacion, y su densidad 6ptica a 600nm fue determinada

cada tres horas durante 21 horas o una vez cada dia durante 5 dias.

Ensayo de destinacién de Carboxipeptidasa Y (CPY)

A partir de cultivos de dos dias de K616+pGPD426, K616+AtHMA1gpd426 v
WT+pGPD426, se procedio a sedimentar las células, y a partir de 500 pL del
sobrenadante, fue realizado un dot-blot en un sistema de dot-blot (Bio-Rad). Luego
fue revelado usando el anticuerpo monoclonal anti-CPY (Molecular probes) en una
dilucién 1:1000, y como antiquerpo secundario, un anticuerpo anti-ratén acoplado a
Peroxidasa. Como control positivo fue utilizado una preparacién de proteinas totales
de levadura preparado en tampén SUMEB (SDS 1%, Urea 8M, Mops 10mM pH:

6,8, EDTA 10mM, azul de bromofenol 0,01%) (Zouhar y col 2004)

10
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Fracciones microsomales para ensayos de fransporte

Para preparar fracciones microsomales de levadura escegimos el protocolo
utilizado en Liang y Sze (1998) con ciertas modificaciones. A partir de un preinéculo
de 2 dias fueron inoculados 300mL de medio minimo correspondiente (en el caso
de K616 el medio contenia una: concentracién de CaCl, 10mM), él que fue llevado
hasta una D.O.eq entre 1,0 y 2,0. Luego fue centrifugado a 4.000xg por 5 minutos, y
descartado el sobrenadante. El sedimento fue lavado con agua destilada y se
procede a agregar un volumen de tampon GBB (sacarosa 10%; Hepes-BTP 25mM
pH 7.5; MgCl; 2mM; DTT 2mM; EGTA 1mM.) més un mezcla de inhibidores de
proteasas (PMSF 1mM, leupeptina 1ug/uL, pepstatina 1pg/pL) y un mismo volumen
de pertas de vidrio de 500um de diametro. Fue agitado en un vortex por 30
segundos cuatro veces y centrifugado por 5 minutos a 5.000xg y 4°C. Fue
rescatado el sobrenadante y veriido en los tubos de centrifuga para el rotor Sorvall
T647,5. El volumen total de estos tubos fue completado con la solucién GBB2
(sacarosa 10%; Hepes-BTP 20mM pH 7.0; DTT 1mM, PMSF 1mM, leupeptina
1ug/pL., pepstatina 1ug/uL), y fue centrifugado a 108.000xg por una hora. Luego fue
descartado el sobrenadante y el sedimento fue resuspendido en 200 pL de tampén
de suspension (sacarosa 10%; Hepes-BTP 20mM pH 7.0; DTT 1mM, PMSF 1mM,
leupeptina 1pg/uL, pepstatina 1pg/uL). Finalmente fue alicuotado y almacenado a -

80°C.
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Ensayo de transporte de calcio (Ca*’)

El transporte de*Ca®* fue medido a través del método de filtracion (Liang y
Sze 1998). El calcio radioactivo (*Ca®") captado por las fracciones microsomales
fue medido despuéé de cada 0, 30, 60 y 180 segundos de incubacién luego de
iniciada la reaccion al adicionar una solucién de ATP 2,5 mM y MgCl, 3,5mM a una
solucion de sacarosa 250mM, Hepes-BTP 25mM pH 7.0, KCI 20mM, FCCP 1uM,
NaN; 0,4mM, EGTA 100 uM, “ca® 10pM y con fracciones microsomales que
contenian 50ug de proteina, luego del tiempo transcurrido, las fracciones
microsomales fueron atrapadas en un filtro de celulosa con poros de 0,45um de
didmetro utilizando un .sistema de filtracion al vacio. Para detener la reaccién
después de transcurrido cada intervalo de tiempo, Ia solucion fue filtrada al vacio y
luego fueron agregados 4 mL de tampon “Stop” frio (sacarosa 250mM, Hepes-BTP
2,5mM pH 7,0 y CaCl; 0,2mM), posteriormente los filtros son retirados y la
radioactividad a§ociqdaqa estos fue determinada mediante conteo con liquido de
centelleo. La acti'\';idad se grafico en nmoles de “*Ca®'/jug de proteina en funcion del
tiempo, el transporte activo se determiné comparando la actividad en presencia o
ausencia de ATP. Pa;a evaluar el efecto de tapsigargina, la mezcla de reaccién se

preincubd con una solucién 1 #M de esta droga por 10 minutos.




Obtencién de IG5, de AtHMA1 en presencia de tapsigargina

Para la obtencion dela concentracién de inhibidor que disminuye a [a mitad
la actividad maxima (ICs, ) de AtHMA1 en presencia de tapsigargina como inhibidor
se utilizd el mismo protocolo mencionado anteriormente para el ensayo de
tra’nqurte de Calcio; sdlo que para cada punto se realizé una preparacion incubada
con luna concentracion de tapsigargina definida. Las concentraciones de
tapsigargina usadas fueron 5nm, 10nm, 50nm, 100nm, 500nm, y 1um, y cada

reaccion fue detenida al cabo de 60 segundos con el tampdn “Stop” frio (sacarosa

250mM, Hepes-BTP 2,5mM pH 7,0 y CaCl, 0,2mM).

Obtencién de la Km aparente de AtHMA1

Para obtener la Km aparente, fue determinado el transporte de calcio a un
fiempo constante de 60 segundos, varando la concentracion de calcio, Las
concentraciones de calcio libre utilizadas en las soluciones de reaccion fueron:
pCa™ 5,5; pCa® 6,0; pCa®™ 6,2; pCa® 6,4; pCa® 6,6; pCa® 6,8; pCa®* 7,0; y pCa?*
7.2.. Para obtener los valores exactos de calcio libre en solucién, se utilizé el

programa WinMax Chelator (Bers y col, 1994).
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chqipnés microsomales para ensayos de actividad ATPasica

Para preparar vesiculas de levadura escogimos el protocolo utifizado en
Eren y Argiello (2004) con ciertas modificaciones. A partir de un pre-inéculo de 2
dias fueron inoculados 300mL de medio minimo correspondiente, éste fue llevado
hasta una D.O.ex0 entre 1,0.y 2,0. Luego se centrifugd a 4.000xg por 5 minutos, ¥
fue descartado el sobrenadante. El sedimento fue lavado con agua destilada y
posteriormente fue agregado un volumen de tampdn (Tris-HCI 10 mM pH 7.4,
sacarosa 250 mM, acido ascorbico 10 mM, ademés de una mezcla de inhibidores
de proteasas (PMSF 1mM, leupeptina 1pg/ul, pepstatinaiug/ul) y un volumen
igual de perias de vidrio de 500 um de diametro. La mezcla fue agitada en un vortex
por 30 segundos cuatro veces y se centrifugd por 20 minutos a 10.000xg y 4°C. Fue
rescatado el sobrenadante y centrifugado a 108.000xg por una hora usando el rotor
Sorvall T647,5. Luego el sobrenadante fue descarado y el sedimento fue
resuspendido en 200pL de tampdén de suspensién (Tris-HCI 10 mM pH 7.4,
sacarosa 250 mM, &cido ascorbico 0,2 mM mas PMSF 1mM, leupeptina 1ug/ul,

pepstatina 1pg/pL). Fue alicuotadoe y almacenado a -80°C.

Ensayos Actividad ATPasica

Se usd el protocolo descrito en Eren y Argliello (2004). Cada solucién de
ensayo estuvo compuesta por Tris-HCI 50mM pH 7,5, MgCl, 3mM, ATP 3mM,
Cysteina 20 mM, DTT 1 mM, saponina 0,5 mg/mL, proteina obtenida desde las
fracciones” microsomales para ensayos de actividad ATPasica 50 ug/mL), y cada
una con 1 pM de la sal del catién correspondiente (CdCl,,CuCly,, CaCl,, CaCl; 6
MnCl,). Cada una de estas soluciones fueron incubadas durante 15 minutos a 30°C,
El fosfato inorganico liberado fue medido mediante la prueba de AMES descrito

segln Lanzetta y cot 1979
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RESULTADOS

AtHMA1 es una Calcio-ATPasa inhibible por tapsigargina

La homeostasis de calcio en S. cerevisiae esta controlada por canales de calcio en
la membrana plasmatica como Cchip, por el contra transportador protén/calcio
Vex1p presente en vacuola y de dos Calcio-ATPasas, una de vacuola, Pmcip y otra
de aparato de Golgi, Pmr1p, esta ditima involucrada directamente en procesos de
glicosilacién, destinaciéon celular y transporte de calcio hacia el reticulo
endoplasmico (Figura2A). Para determinar si AtHMA1 es una Calcio-ATPasa,
utilizamos la complementaciéon funcional en las cepas de levaduras mutantes
Apmr1 y K816 (Ton & Rao 2004; Durr y col. 1998, Liang y col. 1997) (Tabla 3). La
estrategia consiste en transformar estas cepas mutantes con un vector de
expresion en levaduras que posee el ADNc de la Calcio-ATPasa en cuestion, en
nuestro caso AtHMAT, 'y de esta manera recuperar la funcionalidad que se ve
reflejada en la capacidad de crecer en un medio pobre en calcio (Durr y col. 1998;
Liang y col. 1997). Otra caracteristica fenotipica de las mutantes deficientes en el
transporte de caicio en el aparato de Golgi, es la deficiente destinacién de la
carboxipeptidasahY’ (CPY) hacia el medio extracelular cuando normalmente tiene

una destinacion vacuolar (Durr y col. 1998) (Figura 2B)
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Figura 2. Homeostasis de Calcio en S.cerevisiae. A) Este sistema que incluye
canales de calcio en la membrana plasmatica como Cchip (calcium chanel 1), un
contratransportador Calcio-protén, Vex1p en vacuola. Consta de sélo dos Ca®*-ATPasas:
Pmc1p de vacuola y Pmrip de aparato de Golgi, esta ultima, ademas esta involucrada
directamente en el transporte de calcio hacia el reticulo endoplasmico (RE), y en la
destinacion vacuolar de carboxipeptidasa Y (circulos amarillos) B) La cepa mutante no
posee dichas bombas Ca’-ATPasas y presenta fenotipos caracteristicos como Ia
localizacién extracelular de CPY y de su incapacidad de crecer en medios con
concentraciones de calcio estandar, los cuales deben ser suplementados con calcio
adicional.




Transformamos el vector que contiene el ADNc de AtHMA1 en las levaduras
mutantes Apmri y K&16. Como resultado obtuvimos que la mutante que posee el
ADNc de AtHMA1 es capaz de crecer en un medio empobrecido en calcio mediante
ia adicidn de 10mM EGTA,‘ sin embargo, la cepa mutante que porta el vector vacio
no es capaz de crecer en este medio pobre en calcio, y como control de que las
caracteristicas del médio sblo afectan a las cepas mutantes Apmri y K616,
observamos que la cepa parental que porta el vector vacio también es capaz de
crecer en este medio. (figura 3A). Este resultado sugiere que AtHMA1
complementa la funcion calcio-ATPasa en las levaduras mutantes.

Ademas, pudimos observar que, la mutante transformada con el vector vacio
presentd deficiencias en la destinacion de la carboxipeptidasa Y, ya que se pudo
detectar mediante dot-blot la presencia de CPY en el medio de cultivo. En cambio,
en la levadura mutante que posee el vector que porta a AtHMA1 no encontramos
CPY en el. medio (figura 3B); todas las muestras poseen CPY en el lisado del
sedimento celular. Lo que nos entrega una segunda evidencia de que AtHMA1 se

encuentra funcionando como Calcio-ATPasa.
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Figura 3, AtHMA1 complementa funcionalmen’t:a a las cepas Apmr1 y K616, (A) Apmri +
AtHMA1 y K616+ AtHMA1, Apmri-pGPD426 y K616-pGPD425 y sus parentales Y98 y W303
respectivamente transformados con el vector pGPD426 vacio, fueron cultivadas en una placa de
medio minimo Ura’, empobrecida de calcio con 10mM EGTA durante dos dias a 30°C.(B)
Dot-blot que indica la presencia de carboxipeptidasa Y (CPY) en el medio de cultivo liquide (MC)
de K616+ AtHMA1, K616-pGPD426 y W303-pGPD426 y de un lisado de células de estos mismos
cultivos (L) )
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Los ensayos de complementacién funcional nos dan una buena aproximacién del
papel que realiza AtHMA1 en el sistema heterdlogo, pero para verificar que AtHMA1
es capaz de transportar caicio, realizamos ensayos de actividad ATPé&sica y de
transporte de Ca*. Para el ensayo de actividad ATPasica en fracciones
microsomales, medimos el fosfato inorganico liberado en respuesta a la induccién
con algun metal para tener una aproximacion de la actividad, ya que el transporte a
través de bombas ATPasas esta ligado con la hidrélisis de ATP. En este caso
utilizamos la cepa Apmr1 inducida por 1uM CaCl,, y observamos como dicha
actividad claramente se incrementa con respecto al control Apmr1 transformado con
el vector vacio. Por otro lado, en presencia de 1uM de tapsigargina, no se ve este
aumento, alcanzando niveles muy similares a la de la levadura portadora del vector

vacio (Figura 4).
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Figura 4. Actividad ATPasica dependiente de calcio. Se midioé la actividad
ATPasica dependiente de calcio en las cepas mutantes Apmri-pGPD426 (“vector
vacio®, barra blanca), Apmri-AtHMA1 (barra gris) y Apmri-AtHMA1 en presencia de
1uM de tapsigargina (Tg), barra negra.
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Figura 5. Captacién de caicio inducido por ATP. (A), Captacién realizada en
fracciones microsomales de la cepa de levadura mutante K5616- vector vaclo en
presencia y'ausencia de ATP . (B) Captacidn de calcio en fracciones microsomales de Ia

cepa de [evadura mutante K616-AtHMA1 en presencia y ausencia de ATP y en presencia
de ATP y 1uM tapsigargina (Tg)
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Luego de determina; que AtHMA1T en efecto posee una actividad Ca®’-ATPasa,
continuamos con la determinacién de las propiedades cinéticas asociadas al
transporte. Para ello deteminamos la Km y el valor de [Cs para la inhibicién por
tapsigargina. Para la determinacion de la K, que es la concentracién de sustrato
necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad maxima, y en este caso la mitad de
la velocidad méxima de transporte, realizamos la medicién de transporte a un
mismo tiempo y a diferentes concentraciones de calcio obteniendo un valor de
0,37uM (3,7*107) (Figura 6A).

Para determinar la especificidad de la inhibicion del transporte provocado por
tapsigargina, es decir, el valor de [Cs, que es la concentracién de inhibidor
necesaria para disminuir a la mitad la actividad de AtHMA1, nos arrojé como
resultado una 1C5y de 16,'?4-nM al ir variando la concentracién del inhibidor. (Figura

6B)
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Figura 6. Parametros cinéticos asociados con el Transporte de Calcio.
(A)Curva para determinar [a concentracién de calcio con la que se obtiene |a mitad
de la velocidad maxima (Km) de AtHMA1 en fracciones microsomales de levadura
KB16-AtHMAT. (B).Curva de inhibicidn por Tg en fracciones microsomales de
levadura K616-AtHMA1
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AtHMA1 actia como MetalPesado ATPasa de cadmio

Por ofro lado, y dado que AtHMAT ha sido clasificado dentro de las metal-pesado
ATPasas, se ha propuesto que AtHMA1 seria una cadmio ATPasa dado su similitud
de secuencia con Cadmio/Zinc-ATPasas (Axelsen & Palmgren 2001), por ende
estaria involucrada en la tolerancia a dicho metal. Para corroborar esto, volvemos a
recurrir al ensayo de complementacién funcional, pero en este caso utilizamos la
levadura mutante Aycfl (Tabla 3) la cual es sensible a altas concentraciones de
meta;es pesados. El gen mutado en estas levaduras codifica para Ycflp {yeast
cadmium factor 1) y es la principal via de destoxificacidén que posee la levadura
para tolerar el estrés causado por metales divalentes (Li y col 1997; Li y col 1996)
(Figura 7). De esta manera el ensayo de complementacion consiste en recuperar la
tolerancia a altas concentraciones de metales en el medio, en este caso cadmio,

mediante la transformacién de la cepa mutante Aycf1 con el ADNc de AtHMAT.

(Gravot y col 2004)
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Figura 7. Tolerancia a metales pesados en S.cerevisiae. (A)Ycfip, (Yeast Cadmium
Factor 1) es un transportador del tipo ABC, que transporta metales divalentes conjugados
con glutation (GS) al interior de la vacuola, como es el caso de cadmio, donde son
acumulados. (B) La cepa mutante Aycf1, no posee este transportador, lo que se manifiesta
en un fenotipo hipersensible a metales pesados.
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En el experimento de complementacién funcional en la cepa de levadura Aycfi
(mutante sensible a altas concentraciones de metales) observamos que en un
medio con alta concentracién de Cd** (70uM) podemos ver que la mutante sensible
que porta al vector vacio es incapaz de crecer, en cambio la levadura mutante
complementada con AtHMA1 es capaz de crecer en este medio al igual que la
levadura silvestre (Figura 8). Este resultado nos indica que AtHMA1 complementa -
funcionalmente el papel que cumple Ycfip en la tolerancia a cadmio, lo que nos

lleva a sugerir que AtHMA1 estaria funcionando como una Cd*-ATPasa.

AycflI-AtHMA1

70 uM CdCl,

Figura 8. Comp[ementacuin funcional de AtHMA1 en Aycfi. Las cepas.transformantes
Aycfi + AtHMA1 Aycf1-vector vaclo, y la cepa parental con el vector vacio (WT3) fueron

ctiltivadas en una placa de medio minimo Ura’, suplementado con CdCl, 70uM durante dos

dias a 30°C.
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Ademas del cultivo en placas, se observé el crecimiento en cultivo liquido de medio
minimo con agitacion a 30° durante 21 horas para cada caso, a diferentes
concentraciones de CdCl,. Aqui pudimos observar claramente como la mutante
Ayci1-vector vacio es sensible a concentraciones por sobre CdCl, 70QM, la levadura
silvestre disminuye su crecimiento a medida que aumenta la concentracion del
metal, aparentemente deteniéndose a CdCl, 100uM, en cambio la mutante
transformada con AtHMA1, presenta un crecimiento lento pero constante e

invariable sin influir la-concentracién del metal en el medio. (Figura 9)
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Figura 9. AtHMA1 confiere tolerancia a cadmio en levaduras mutantes sensibles.
Curvas de crecimiento de Aycf1+ AtHMA1 (A) Aycf1+ vector vacio (B) y DTY165 +
p426GPD (WT3 + vector vacio) (C) a diferentes concentraciones de CdCl,. Los datos
fueron registrados durante lapsos de 3 horas durante 21 horas.




Previamente fue demostrado como tapsigargina inhibe el transporte de calcio
atribuido a AtHMA1 en fracciones microsomales de levadura, dado esto y si la
accidn de tapsigargina es especifica para AtHMA1 procedimos a probar si el
transporte de cadmio, también atribuido a AtHMA1, es inhibido por tapsigargina. El
experimento fue reallzado en fracciones mlcrosomales obtenldas desde las
diferentes cre;;s;s' c;e Aycf1 transf;m:adas luego procedlmos a medir la actividad
ATPasica (liberacién de fosfato inorganico) dependiente de diferentes cationes,
tales como: Cd*, Co*, -Cu**, Mn* y Ca?, El resultado fue que sélo hubo
diferencias para el caso de la induccién con Cadmio, donde la diferencia en
actividad ATPasica ente Aycf1 +AtHMAT es significativamente diferente a las
‘a‘lctividades de Aycfi-vector vacio y de Aycfi-AtHMA1 en presencia de 1uM
tapsigargina, y estas dltimas resulfaron no ser significativamente diferentes entre
ellas (Figura 10). Este resultado da cuenta que la actividad ATPésica en cepas
Aycf1 transformantes es inducida por cadmio, y esta induccidn es inhibida por

tapsigargina, lo que nos sugiere que AtHMA1 posee actividad Cadmio-ATPasa y

que esta actividad es inhibible por tapsigargina.
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Figura 40. La Actividad ATPasica de AtHMA1 se ve inducida por Cd“'.. Actividad
ATPasica en fracciones microsomales de Aycfl-vector vacio, Aycf1-AtHMA1 v Ayof1-
A_tHMA1 + taps{_igarrgina {Tg) inducida por diferentes cationes. Las barras indican el error
estandar. Letra‘s)indican diferencias significativas entre grupos inducidos por un mismo
catién (p< 0,05; n=9). A todos los casos se les aplico un test de analisis de varianza
(ANOVA) de una via usando el programa Instat3.
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Dado que observamos que AtHMA1 conferfa resistencia a cadmio en la cepa

H

. mutante Aycfi, transformamos cepas de levadura parentales (WW303) con el vecior

vacio y con el que porta a AtHMA1, con el fin de saber si AtHMA1 es capaz de
conferir esta resistencia a cadmio sin necesidad de estar complementando una
funcion en una cepa de levadura mutante. Los cultivos en medio minimo fueron

1s

so_r_nétidosj a diferentes concentraciones de CdCl, con agitacién y a 30°C, y y

-observamos que, si bien el crecimiento de la levadura que porta a AtHMA1 es

mucho mas lento, no presenta diferencias frente a las diferentes concentraciones
cie metal en el medio (Figura 11A). Por el contrario, en la levadura siivestre se
observa como disminuye su crecimiento conforme aumenta la concentracién de
metal en el medio (Figura 12B). Este resultado demuestra que AtHMA1 es un factor

capaz de conferir folerancia a metales pesados a levaduras
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Figura 11. AtHMA1 aumenta la tolerancia a Cd™ en levaduras parentales. (A)Curvas de
crecimiento de W303 (cepa de levadura silvestre) transformado con AtHMA1 (WT2+
AtHMA1) frente a diferentes concentraciones de cloruro de cadmio. (B) Curvas de crecimiento
de W303+vector vacio (WT2+ vector vacio) frente a diferentes concentraciones de cloruro de

cadmio.




AtHMA1 posee actividad Cu*-ATPasa

Continuando con la caracterizacion de AtHMA1 como una Metal pesado-ATPasa,
nos enfocamos en determinar si también posee actividad Cobre-ATPasa. Para ello
utilizamos el ensayo de comp[ementaciéﬁ de la mutante Accc2 (Tabla 3) . En la
homeostasis de cobre y hierro en S. cerevisiae el cobre entra por el transportador
Ctrip (Dancis y col 1994), y luego rapidamente es secuestrado por chape}onas
como Atx1p, ya que el cobre, si bien es vital, en grandes cantidades es letal para la
célula. Ya dentro de la célula el cobre es transportado via Ccc2p, una Cobre-
ATPasa, hacla el interior del aparato de Golgi para ser usado como cofactor para
Fet3p (una cobre. oxidasa) que en conjunto con Fetlp forman un complejo que
trasloca hacia la membrana plasmatica y permite la entrada de hierro con alta
afinidad a la célula. Ademas de este transportador existe Feidp que -es un
transportador de hierro de baja afinidad, ambos son las piezas encargadas de la
entrada de hierro a la célula. Una levadura mutante deficiente en Ccc2p es incapaz
de formar el transportador de alta afinidad por hierro Fet1p-Fet3p, y éste sélo es
Scapa'z de entrar a Ia célula con baja afinidad via Fetdp, entonces el ensayo consiste
en que si el medio es pobre en F\ierro, éste no serd capaz de entrar en cantidades
suficientes a l‘a‘cé[ula, provocando su muerte, a menos que AtHMA1 sea capaz de
complementar la funcién de Ccc2p que es transporiar cobre al interior del aparato
de Golgi. (Southron y cof 2004) (Figura 12).
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Figura 12. Homeostasis de hierro y cobre en S. cerevisiae. (A) El cobre entra a la célula
mediante Ctrp1 y es secuestrado por chaperonas tales como Atx1p. Ccc2p es una Cu*-
ATPasa que transporta cobre dentro del aparato de Golgi el cual actua como cofactor para
la formacion del complejo Fet1p- Fet3p, un transportador de hierro de alta afinidad, que
transloca hacia la membrana plasmaética, incrementando el transporte de hierro hacia la
célula que también se encuentra regulado por el transportador de hierro de baja afinidad
Fetdp que se encuentra presente en forma constitutiva. B) En la mutante Accc2, no hay
transporte de cobre hacia el aparato de Golgi para la formacién del complejo Fet1p-Fet3p lo
que provoca una disminucion de la entrada de hierro a la célula, ya que su ingreso es
mediado solamente por el fransportador de baja afinidad Fetdp. Esto hace a esta mutante
sensible a medios de crecimiento empobrecidos en hierro. Circulos rojos representan cobre,
circulos amarillos representan hierro.




El ensayo de complementacién se realiza en un medio empobrecido de hiefro
mediante la adicién de 2mM ferrozina. En estas condiciones, Accc2-AtHMA1 crece
a niveles incluso mayores que en el caso de la cepa parental con el vector vacio, y
que la cepa Accc2-vector vacio, la cual crecidé adin menos luego de 21 horas de

cultivo (Figura 13A). Estas diferencias nos sugieren que AtHMAT también

- complementa funcionalmente a una cepa mutante que no posee la cobre-ATPasa _

Ccc2p.

Ademas, las mutantes Accc2 complementadas con AtHMA1{ mostraron una mayor
tolerancia a diferentes concentraciones de cobre con respecto a la cepa de
levadura mutante transformada con el vector vacio (Figura 13B). Esto refuerza el
hecho de que AtHMA1 funciona como una cobre-ATPasa, sin embargo en este
caso su forma de accion es mas similar al de detoxificacién relacionado con los

transportadores de vacuola que con las bombas de aparato de Golgi.
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Figura 13. AtHMA1 complementa funcionaimente a la cepa mutante Accc2. (A)
Medicion de D.O o0 a las 21 horas, en cultivos con limitacién de hierro disponible
mediante la adicion de Ferrozina 2mM, levadura parental (WT2+vector vacio) en rojo,
Accc2+ Vector vacio en verde y Accc2+ AtHMA1 en azul (B) Curvas de crecimiento de
Accc2+ Vector vacio a diferentes concentraciones de CuSQ, (C) de Accc2+ AtHMA1 a
diferentes concentraciones de CuSQO,. Los datos fueron registrados durante lapsos de 3
horas durante 21 horas.




Discusion

AtHMA1 ha sido clasificada dentro de las Metal Pesado ATPasas {(Axelsen &
Palimgren 2001). Sin embargo, nuestros resultados de complementacién funcional y
de transporte, nos indican que ademas de comportarse como una metal pesado
ATPasa al complementar las cepas de levadura mutante Aycf1 (Figura 8) y la cepa
Accc2 (Figura-13) lo hace también como una calcio ATPasa al complementar
funcionalmente a ias levaduras deficientes en este transporie (Figura 3), y a su vez
al demostrar su similitud con SERCA1 que va més alla del parecido en la secuencia
(Figura 1). ya que también es especificamente inhibida por el farmaco iapsigar‘giﬁa
(Figuras 5 y 8). El transporte Calcio-Cadmio, ya se ha visto en un transportador de
trigo, LCT1, lo 'que nos enirega una prueba de que existe la posibilidad que un
mismo transportador pueda ser capaz de transportar calcio y cadmio (Clemens y col
1998) tal conio ﬁnosotros proponemos. Ademas si bien es consistente con los
resultados publicados acerca de AtHMA1 que la clasificarian éomo una cobre-
ATPasa (Seigneurin-Berny y col 2005), en este frabajo utilizan una expresion

heterdloga de una version trunca de AtHMA1 en una cepa de parental de levadura,

ya que no logran obtener levaduras transformantes con la versién completa del,

ADNc de AtHMA1
Trabajos” previos utilizando herramientas bicinforméaticas y protedmica
demuestran que AtHMA1 estaria localizada en la membrana que envuelve el

cloroplasto erj ~la célula vegetal (Anderson y Sandelius 2004). Nuestros

experime'ntos.§j_bien sugieren que AtHMA1 estaria localizada en aparato de«Go[gi__Tl

y/o la vacuola de levadura, su localizacién subeelular no necesariamente es la
misma que en planta (Sassham y Raikhel 2000). Ademas, la expresion heteréloga
de un producto génico que muy posiblemente posea una sefial dé destinacion a
clorohlasto_ no: jendn’a una destinacion clara en un sistema que no posea

cloroplastos, por lo que analisis de la localizacion subcelular se hacen necesarios,

*




ya que no podemos predecir si se encuentra en uno o varios organelos y si esa

1

localizacion es dependiente de alguna condicién en especial como deficiencia de

T

calcio en el apa_ram de Golgi o alta concentn:acién de cadmio en el medio. Por el
momento, la cofrécta localizacion subcelular de AtHMA1 en la planta sigue sin ser
completamente clara.

AtHMA1, una calcio-metal pesado ATPasa puede presentar una actividad mas
especifica, es decir, que se favorezca el transporte de calcio, 0 de metales pesados
segun cual sea el contexto, un ejemplo es que la actividad inducida por calcio en
fracciones de Aycf1 no mostré diferencias entre la mutante silvestre portadora del
vector vacio y la que porta el ADNc de AtHMA1, seguramente debido a la existencia
de las calcio-ATPasas endbgenas que enmascararon la actividad de AtHMA1 como
calcio-ATPasa*y-que AtHMA1 estaria supliendo mayoritariamente [as necesictactes‘r
de la mutante en E:uanto a transporte de metales al interior de la vacuola. Es mas,
las caracteristicas que le confiere resistencia a metales pesados muy por sobre de
las cepas no portadoras de AtHMA1, nos habla de la posible compartimentalizacion
del metal dentro de la vacuola u ofros reservorios intracelulares. Sin embargo,
observamos que las tasas de crecimiento son mucho més bajas (Figuras 8 y.11), lo

4

cual puede explicarse por el efecto de esia ATPasa que no tan- sélo requiere
energia para su ?Qmacién sino que también exigiria mas ATP a |a célula para poder

X

L8
llevar a cabo el proceso de transporte. Sin embargo, las cualidades que ‘manifiesta

AtHMA1 en este sistema heterdlogo podria llevarla a ser un posible candidato para

o

un elemento ;;;u'e tenga el fin de conferir las caracteristicas de resistencia y
compartimentéij_zacién de metales presados. Esta caracteristica podria ser
aprovechada y aplicada a procesos con fines de bioremediacién o recaptacién de
estos para su ;:eincorporacién en el proceso productivo metaltirgico. Si bien por un

lado, AtHMA1 se convierte en [a mejor candidata para ser la Calcio-Metal pesado

4 e

ATPasa de aparéto de Golgi descrita en la literatura, la evidencia que Indica que




ésta se localizaria en cloroplasto nos lleva a proponer a AtHMA1 como un posible
elemento clave para sobrellevar la carencia de iones al interior del organelo, o bien
como una herramienta para la detoxificacién y la posible la adaptacién de

-

Arabidopsis thafiana a un medio adverso.

o
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Conclusiones

« AtHMA1, complementa funcionalmente levaduras mutanies en el transporte
de calcio, por lo que AtHMA1 funciona como una Ca* ATPasa en este
sistema.

. AtHMA;f,, . también complementé funcionalmente levaduras mutan’t_es
sensibles a altas concentraciones de cadmio, por lo que AtHMA1 funciona
como una Cd*" ATPasa en este sistema.

s AtHMA1, complementa funcionalmente levaduras mutantes en el transporte
de cobre hacia el aparato de Golgi, por lo que AtHMA1 funciona como una
Cu® ATPasa en este sistema.

e Ademas, el transporte de calcio y cadmio asoclado a AtHMA1 en fracciones
microsomales, es inhibido por tapsigargina.

» En levaduras parentales auxdtrofas, AtHMA1 induce un fenotipo de
resistencia a altas concentraciones de cadmio y cobre, g

e Por lo tanto, dados los resultados obtenidos de Ia complementacién
funcional de AtHMA1 en sistémas heterdlogos de levaduras mutanies
podemos concluir que: “AtHMA1 actua como una Calcio-Cadmio-Cobre
ATPasa, ¥ "qﬁe su actividad es inhibida por tapsigargina en f[acciones
micro‘sdnj%[esde levadura”. )

« Este trabaj;J ha sido publicado en The Jourmal of Biological Cherrlisitl:y con el
titulo de *AtHMA1 is a thapsigargin-sensitive Ca2+/heavy m:atal '}Jump“
2008 Apr11,283(15):9633-41.
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