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Resumen

Lupinus campestris en una planta que se distribuye en varios pasivos ambientales mineros en Zacatecas; en estudios in
vitro se observo que tiene la capacidad de acumular varios metales pesados en sus raices, entre ellos el arsénico (As).
Aunque esta caracteristica indica que L. campestris puede ser utilizada como una planta fitoestabilizadora de As del
suelo, esta es una limitacion para su uso en la fitoextraccién debido a que la capacidad de translocarlo hacia el sistema
de brotes es poca. En Arabidopsis thaliana la proteina ACR2, una proteina con funcion de AsV-reductasa, participa en
la acumulacidn y translocacidn de As. Puesto que L. campestris y A. thaliana forman parte del clado Rosidae tienen un
ancestro en comun, por lo tanto, es probable que exista una proteina ACR2 en miembros del género Lupinus. Por lo
anterior, se llevo a cabo una busqueda de proteinas similares a ACR2 en la familia Fabaceae, se encontré evidencia que
sugiere que ACR2 estd presente en varias especies de la familia Fabaceae, incluyendo aquellas del género Lupinus. Se
observo que el motivo funcional HC(X)sR y el nucleo de cisteinas Cys-134, Cys-136, Cys-141, estan conservados en las
26 secuencias de Fabaceae. Asimismo, las secuencias de Lupinus tienen dominios Acr2p y rodanasa, caracteristicos de
las proteinas ACR2.
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Introduccion

Los analisis in silico tienen por objetivo indagar en procesos que ocurren en los organismos mediante simulaciones que
se llevan a cabo en la computadora, de manera que nos dan la oportunidad de predecir la funcidon que podria tener una
proteina de particular interés en la investigacion (Fina et al., 2013). Lupinus campestris es una fabacea que se distribuye
en suelos metaliferos, in vitro tiene la capacidad de acumular arsénico en el sistema radical, caracteristica que en
Arabidopsis thaliana se ha asociado a la reduccion de AsV a Aslll por ACR2 (Dhankher et al., 2006). Como Fabaceae y
Brassicaceae tienen un ancestro en comun (Takht, 1967) seria posible suponer que puede existir una proteina similar a
la proteina ACR2 en Lupinus y que su funcién provoque la restriccidén de arsénico a las raices de la planta, por lo que el
objetivo de este trabajo fue llevar a cabo una busqueda de proteinas ACR2 en la familia Fabaceae y analizar las
secuencias que se encontraron del género Lupinus mediante un andlisis in silico.

Metodologia

Se hizo una busqueda de secuencias de proteinas de Fabaceae similares a la proteina ACR2 de A. thaliana (AtACR2;
numero de acceso: NP_568119) mediante el programa Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), usando la base
de datos “non-redundant protein sequences”, las secuencias redundantes se eliminaron mediante analisis de grupos
(cluster). Después se llevd a cabo un alineamiento multiple de secuencias con ClustalW. Se llevé a cabo un analisis
filogenético donde se usé el algoritmo “neighbor-joining” (NJ) con un Bootstrap de 1000 repeticiones, en el programa
Mega7 (Kumar & Tamura, 2016). Seguido a esto se efectud una busqueda de dominios conservados en las secuencias,
en la interface CD-search (CDD) y un anélisis de conservacion evolutiva de la estructura de las proteinas ACR2 de la
Familia Fabaceae, en el servidor ConSurf (https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php). Las estructuras tridimensionales
se descargaron de las bases de datos PDB (1T3K) y AlphaFold (AOA6A5M599) y se hizo un alineamiento entre las
estructuras tridimensionales de AtACR2 y LaACR2 en el programa PyMOL (Molecular Graphics System, Version 2.1
Schrédinger, LLC).
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Resultados y discusion

Se obtuvieron un total de cuarenta y seis secuencias similares a la proteina AtACR2 pertenecientes a varios géneros de
la familia Fabaceae. Por andlisis de agrupamientos se eliminaron veinte, de manera que se trabajé con un grupo final
de veintiséis. Dos de las secuencias pertenecen a dos especies del género Lupinus, Lupinus angustifolius
(XP_019444309; 135 residuos; porcentaje de identidad de 70.54%) y a Lupinus albus (KAE9585436; 141 residuos;
porcentaje de identidad de 68.99%). Manualmente se agregaron seis secuencias pertenecientes a especies
representativas del clado de las Tracheophyta.

Se obtuvo una inferencia filogenética que sugiere que las proteina ACR2 estad presente en grupos basales dentro del
clado de las Tracheophyta y que es posible encontrarla en especies del género Lupinus (figura 1). Este resultado coincide
con lo reportado con Dhankher et al., (2006), quienes sugieren que los genes que codifican para ACR2 en las plantas y
en la levadura Saccharomyces cerevisiae, son ortélogos, que fueron heredados a partir de un ancestro en comun.

Para inferir la conservacion de la funcién en las proteinas encontradas, se llevé a cabo un analisis de los dominios
presentes en la proteina AtACR2 y en las dos proteinas putativas ACR2 de Lupinus, en el cual se encontrd que las tres
tienen dominios similares, Acr2p y rodanasa (figura 2). El dominio Acr2 (cd01531) fue caracterizado por primera vez en
S. cerevisiae, en una proteina con funcidén AsV-reductasa (Mukhopardhyay et al., 2000; 2001). El dominio de rodanasa
(cl00125) contiene los residuos que son parte del sitio catalitico reportado para la proteina AtACR2 (Bordo & Bork,
2002).
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Figura 1. Reconstruccion filogenética de proteinas de Tracheophyta similares a AtACR2. Se muestran veintiséis secuencias de la familia Fabaceae. EI
drbol filogenético se reconstruyé mediante el método de NJ. En las ramas se muestran los valores de Bootstrap mayores a 70.
Fuente: Elaboracion propia.
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Ademas, se hizo un andlisis de conservacidn evolutiva de la estructura de las proteinas ACR2 donde se observo un
resumen grafico de las posiciones de aminodacidos conservados en las secuencias de la familia Fabaceae con respecto a
la secuencia de ACR2 de L. albus (figura 3). Esto nos ayuda a discernir qué aminoacidos podrian ser importantes en la
funcién de ACR2, con base en su conservacion en las secuencias. Se encontrd que las proteinas del género Lupinus
conservan los aminodcidos caracteristicos del sitio activo de la familia ACR2, los motivos funcionales HC(Xs)R y un nuicleo
de cisteinas (H-41, C-122, C-124 y C-129) que son parte del sitio activo. Finalmente, se realizé un alineamiento entre las
estructuras tridimensionales de las proteinas ACR2 de A. thaliana y L. albus (figura 3). El valor RMSD entre las dos
estructuras es de 3.243, lo cual en primera instancia nos sugiere que tienen un plegamiento no similar, sin embargo,
cuando se comparan, las estructuras secundarias, locales, a-hélices y laminas-B, las estructuras coinciden, lo que
sugiere que ambas proteinas podrian tener una funcién similar.
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Figura 2. El motivo HC(X5)R y los residuos del sitio de unién de AtACR2 estdn conservados en LaACR2 y la Familia Fabaceae. Resumen grdfico de las
posiciones conservadas en las secuencias de la Familia Fabaceae y AtACR2 con respecto a LaAACR2. Segtin la escala de ConSurf (esquina inferior
izquierda), tanto el motivo HC(X5)R (tridngulos rojos) como los residuos involucrados en el sitio de unién de AtACR2 (flechas verdes) se encuentran
fuertemente conservados en las secuencias de la Familia Fabaceae. Se muestran los dominios caracteristicos de esta familia de proteinas, en verde el
domino Acr2p (cd01531) y en azul el dominio de rodanasa (cl00125).

Fuente: Elaboracion propia.

AtACR2 LaACR2

Figura 3. Las proteinaAtACR2 y LaACR?2 tienen estructuras similares. Comparacion de las estructuras tridimensionales de AtACR2 (estructura verde;
1T3K) y LaACR2 (estructura morada; AOA6A5M599). El valor RMSD entre ambas estructuras es de 3.243, es decir, no hay superposicion entre ellas;
sin embargo, las estructuras locales, a-hélices y ldminas-p, se comparten.

Fuente: Elaboracion propia.
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Conclusiones

Se encontré que ACR2 esta presente en miembros de la familia Fabaceae, con proteinas de Lupinus similares a AtACR2.
De la reconstruccion filogenética se concluye que ACR2 esta presente en el clado de las Tracheophyta, desde los clados
mas basales que son las Pteridophyta y Licophyta, como en los clados de reciente evolucion como son las
Monocotyledoneae. Ademads, hay proteinas similares a ACR2 en el género Lupinus, y es posible encontrarlas en L.
campestris. Estas proteinas contienen dominio rodanasa y Acr2p; mientras que conservan el dominio HC(Xs)R vy los
residuos H-41, C-122, C-124 y C-129, por lo que es probable que conserven la funcidon AsV-reductasa.
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