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Resumen

Los metales pesados (MPs) son toxicos para la mayoria de los organismos, provocan alteraciones en procesos
fisiolégicos y bioguimicos que pueden llegar a producir la muerte. En las plantas la respuesta al As puede ser desde la
resistencia hasta toxicidad y dependeran de la especie, el genotipo, el estado fenoldgico. Lupinus campestris es una
especie que crece en suelos contaminados con desechos mineros y comparado con el resto de plantas que crecen en
esos suelos, es una de las especies que genera mayor biomasa y presenta mayor nimero de individuos, ademas, in vitro
puede crecer en concentraciones de 300 uM As sin mostrar sefiales drdsticas de toxicidad y bioacumula As. Dichas
caracteristicas la hacen una planta candidata para su uso en la fitoextraccion de As. Sin embargo, no transloca el As al
sistema de brotes, por lo cual no es facil cosechar la biomasa donde se acumula el As. El objetivo de este trabajo fue el
amplificar el gen LcACR2 y clonarlo en un vector codificante de hpRNA para el silenciamiento postranscripcional. Con la
finalidad de generar posteriormente plantas transgénicas de L. campestris que acumulen As en el sistema de brotes
debida al silenciamiento del gen LcACR2.

Abstract

Heavy metals (HMs) are toxic to most organisms, causing alterations in physiological and biochemical processes that
can lead to death. In plants, the response to As can range from resistance to toxicity, and it will depend on the species,
genotype and phenological stage. Lupinus campestris is a specie that grows in soils contaminated with mining waste,
and compared to the rest of the plants that grow in these soils, it is one of the species that generates greater biomass
and presents a greater number of individuals, moreover, in vitro it can grow in concentrations of 300 mM As without
showing drastic signs of toxicity and bioaccumulates As. These characteristics make it a candidate plant for use in As
phytoextraction. However, it does not translocate As to the shoot system, so it is not easy to harvest the biomass where
As accumulates. The aim of this work was to amplify the LcACR2 gene and clone it into a hpRNA encoding vector for
post-transcriptional silencing to subsequently generate transgenic plants of L. campestris that accumulate As in the
shoot system due to silencing of the LcACR2 gene.
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Introduccion

Se entiende por metales pesados (MPs) a aquellos metales y metaloides con una densidad mayor a 5 g/cm3 (Appenroth,
2010; Rascio & Navari-l1zzo, 2011) y que son téxicos en concentraciones del orden micromolar (1M). El arsénico (As) es
un MP componente de mas de 200 minerales, se encuentra en formas como sulfuros, dxidos, arseniatos As(V), arsenitos
As(I11) y arseniuros (As?). El As se encuentra en asociacion con otros depdsitos de metales pesados como plomo (Pb),
niquel (Ni), zinc (Zn), mercurio (Hg), cobalto (Co), plata (Ag), oro (Au), entre otros. Los procesos naturales como la
disolucion tanto oxidativa como reductora de compuestos que contienen arsénico en minerales promueven la
distribucién del arsénico en el ambiente, ademas, se calcula que las actividades antropogénicas aportan anualmente
entre 52.000 a 112.0000 toneladas de arsénico al ambiente (Bali & Sidhu, 2021).

El As es de gran preocupaciéon ambiental debido a que es toxico para los organismos, es recalcitrante y tiende a
bioacumularse y a biomagnificarse (Rascio & Navari-lzzo, 2011). Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del
suelo (el pH, materia organica y microorganismos), el As puede estar solubilizado y biodisponible para las plantas (Chuan
et al., 1996; Kwiatkowska, 2006). En las plantas las respuestas al As pueden ser de resistencia, tolerancia o toxicidad, lo
que dependeran de la especie, el genotipo, el estado fenoldgico y la asociacion con microorganismos (Rascio & Navari-
Izzo, 2011).

La enzima ACR2 y su papel en la resistencia a As(V) en plantas

La toxicidad provocada por el As(V) y la forma reducida mas téxica As(l11), alteran la morfologia, fisiologia y metabolismo
de la planta. A nivel morfoldgico se puede ver afectada la longitud y biomasa del sistema radical y del sistema de brotes.
Hay cambios drasticos en los procesos fisioldgicos como la fotosintesis (contenido de clorofila y la tasa fotosintética) y
la homedstasis hidrica (la conductancia estomatica, la tasa de transpiracion, el contenido relativo de agua de la hoja).
Ademas, en los tejidos de la planta, el metabolismo de azlcares, los lipidos de la membrana, la generacién y
acumulacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) se modifican, comprometiendo integridad de la misma (Bali &
Sidhu, 2021). Sin embargo, las plantas que crecen en lugares contaminados con MPs, cuentan con adaptaciones que les
permiten sobrevivir en este tipo condiciones (Rascio & Navari-lzzo, 2011). Una de las adaptaciones ante el estrés
causado por As(V), cuando se encuentra en el citoplasma de las células de la raiz, es reducirlo a su forma As(l1l) mediante
la enzima arseniato reductasa 2 (ACR2), para después formar complejos con otras proteinas (fitoquelatinas o
metalotioneinas) y acumular estos complejos en la vacuola o excluirlo (Ghori et al., 2019), evitando la translocacién del
As al sistema de brotes, mitigando su toxicidad dentro de la planta (Nabi et al., 2021).

La enzima ACR2 es importante para la resistencia y acumulacién de As en plantas (Preetha et al., 2023). Se ha reportado
que las plantas transgénicas Nicotiana tabacum transformadas con el gen ACR2 de Arabidopsis thaliana (AtACR2)
presentaron una mayor capacidad de acumular de As en sus raices (2400 pg/g de pesos seco) y resistencia a mayores
de concentraciones de As (200 uM) comparadas con las plantas de tabaco silvestre (Nahar et al., 2017). Ademads, se ha
visto que el silenciamiento del gen AtACR2 en A. thaliana generd la acumulacidn As(V) en los brotes (350-500 ppm). Lo
anterior sugiere que ACR2 tiene potencial biotecnoldgico para la generacidn de organismos genéticamente modificados
utiles para la fitorremediacion en suelos contaminados con As (Del Moral & Rozzell, 2005).

Lupinus campestris

El género Lupinus pertenecen a la familia de las leguminosas (Fabaceae). La mayoria de las especies que forman este
género son parte de la vegetacion secundaria la cual coloniza dreas que han sufrido un disturbio ya sea de origen natural
o humano (Del Moral & Rozzell, 2005). En los distritos mineros del pais existen vastas dreas donde los ecosistemas han
sido afectados drasticamente por las minas y sus desechos. Es una de estas zonas ubicada en el Estado de Zacatecas
donde los desechos mineros han cubierto el suelo y han terminado con la vegetacion nativa, se ha reportado que
Lupinus campestris se encuentra proliferando (Salas-Luévano et al., 2009). En este sitio perturbado, de entre las
especies que conforman la vegetacién secundaria, L. campestris es una de las plantas que genera mayor biomasa y
presenta mayor nimero de individuos. Ademads, en analisis in vitro se ha encontrado que puede crecer en
concentraciones de 300 uM As sin mostrar sefiales drasticas de toxicidad y presenta un factor de bioacumulacién de
1.7 a 2.4 por lo que es una planta hiperacumuladora de As. Dado lo anterior L. campestris es una planta que pudiera
ser Util para la fitorremediacion de As. Sin embargo, L. campestris tiene la desventaja de que el As no se transloca y se
mantiene en el sistema radical (Ortiz-Luevano, 2014).

Una estrategia para la fitorremediacion
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La contaminacién por As plantea un gran desafio ambiental debido a su toxicidad y persistencia, en este contexto, el
uso de plantas que se encuentran creciendo en suelos metaliferos es una oportunidad para desarrollar herramientas
biotecnoldgicas para la fitoextraccion de este MP. Sin embargo, gran parte de estas especies entre ellas L. campestris
no son capaces de acumular el As en su sistema de brotes haciendo dificil el proceso de fitoextraccion. Como se
menciond anteriormente el silenciamiento AtACR2, aumento la translocacidn del As en plantas transgénicas de A.
thaliana. Por lo que el abatir la expresién de ACR2 mediante la ingenieria genética podria mejorar la capacidad de L.
Campestris para translocar el As.

El presente estudio tuvo como objetivo establecer las bases para predecir la presencia y funcién del gen ACR2 en L.
campestris (LcACR2) y construir un vector para posteriormente silenciar el gen ACR2 en ésta planta. Para ello, se
descargaron secuencias de proteinas similares de especies de la familia Fabaceae a partir de bases de datos gendmicas,
se emplearon herramientas bioinformaticas, como bases de datos, programas de alineamiento mdltiple de secuencias,
y softwares para la prediccidn de estructura y funcién proteica, se disefiaron oligonucleétidos especificos dirigidos a la
region codificante de ACR2 en L. campestris y se clono el fragmento en un vector para el silenciamiento de LcACR2. De
este modo, este trabajo presenta evidencia de la funcionalidad del gen ACR2 en Fabaceae y la construccion de un
vector codificante de hpRNA para el silenciamiento postranscripcional de ACR2, que podra ser utilizado para
transformar genéticamente a L. campestris para su en la fitoextracciéon de As.

Metodologia

Filogenia molecular de la proteina ACR2

Para predecir la presencia y funcién del gen ACR2 en L. campestris (LcACR2), se llevé a cabo una busqueda con el
programa BLASTp (Altschul, 1997) de proteinas similares a la enzima ACR2 de A. thaliana (AtACR2; nimero de acceso:
NP_568119). Con las secuencias se llevd a cabo un alineamiento multiple de secuencias (AMS) mediante el algoritmo
MUSCLE en el programa MEGA XI (Tamura et al., 2021). El AMS fue depurado con el programa TrimAl (Capella-Gutiérrez
et al., 2009). Para la reconstruccion del arbol filogenético se utilizé el método de maxima verosimilitud con un Bootstrap
de 1000 repeticiones usando el programa MEGA XI. Se efectud un analisis de dominios mediante el servidor Conserved
Domain Search (CDD SEARCH) (Wang et al., 2023). Con el servidor ConSurf se verifico la conservacién de las secuencias
entre AtACR2 y LcACR2 (Yariv et al., 2023).

Material bioldgico y transformacion

Para la construccién un vector para el silenciamiento prostranscripcional el gen ACR2. A partir de plantulas de L.
campestris en medios de cultivo adicionados con As(V) a 100 uM, se extrajo el RNA y se generé cDNA mediante el kit
SuperScript First-Strand Synthesis Shystem® for RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) de
Invitrogen™. Para la clonacién, se amplificé el fragmento del gen LcACR2 y se siguieron los protocolos del kit BP y LR
clonasa, como vector donador se empleé PDONR221 (ThermoFisher Scientific) y como vector destino el plasmido
pHELLSGATE12. Para la transformacion se utilizaron las células quimicamente competentes de E. coli One? Shot
OmniMAX 2 T1R (ThermoFisher Scientific) y DB2.1::pHELLSGATE12. Los oligonucleétidos se disefiaron a partir de las
secuencias de los mRNA codificantes de ACR2 de Lupinus albus y Lupinus angustifolius.

Resultados y Discusion

Reconstruccion filogenética de la familia ACR2 de fabdceas

Para hacer la reconstruccion filogenética de la familia ACR2 en fabaceas primeramente se trabajé con 38 secuencias de
proteinas similares a la enzima AtACR2 mediante una bldsqueda con BLASTp. El grupo de secuencias se uso6 para hacer
un AMS de proteinas pertenecientes a la familia Fabaceae con el algoritmo MUSCLE. Para garantizar un alineamiento
de mejor calidad, lo cual es de vital importancia para obtener una filogenia representativa, se llevé a cabo una
depuracion del AMS usando el programa TrimAl. En la figura 1 se muestra el AMS donde se destacan las regiones
conservadas en rojo. El sitio activo de las enzimas ACR2 presentan un dominio conservado HC(X)sR (Bordo & Bork, 2002;
Nahar et al., 2012), marcado en el recuadro azul, el cual se observo en todas las secuencias de la familia (Figura 1).
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Figura 1. Alineamiento mdiltiple de 38 secuencias similares a ACR2 en especies de la familia Fabaceae mediante el algoritmo MUSCLE y TrimAl. El alineamiento muestra regiones conservadas (color rojo) y regiones K

variables (tonos claros). El dominio HC(X)sR se encuentra dentro del rectdngulo azul. Arachis duranensis (XP_015970233), Bauhinia variegata (KAI4300334), Cajanus cajan (XP_020212328), Canavalia gladiata ,w

(KAK7337111), Cicer_arietinum (XP_004494900), Clitoria ternatea (KAK7285005), Crotalaria pallida (KAK7245085), Gastrolobium bilobum (XP_061345794), Glycine max (NP_001236717), Glycine soja m

(XP_028215826), Lathyrus sativus (CAK8543916), Lotus japonicus (XP_057438260), Lupinus albus (KAE9585436), Lupinus angustifolius (XP_019444309), Lupinus luteus (CAL0326783), Medicago truncatula g

(XP_003625699), Mucuna pruriens (RDX70329), Phaseolus coccineus (KAK7378672), Phaseolus vulgaris (XP 007162782), Pisum sativum (XP_050910552), Prosopis alba (XP_028789995), Prosopis cineraria 3

(XP_054803429), Psophocarpus tetragonolobus (KAK7396588), Senna tora (KAF7804407) Sesbania bispinosa (KAJ1418943), Spatholobus suberectus (TKY62116), Sphenostylis stenocarpa (CAJ1892030), ©

Stylosanthes scabra (MED6216306), Trifolium pratense (XP_045798568) Trifolium repens (KAK2418239), Trifolium subterraneum (GAU20330), Vicia faba (CAI8614657) Vicia villosa (XP_058738104), Vigna

angularis (XP_017409922), Vigna mungo (WVZ06004), Vigna umbellata (XP_047151485), Vigna unguiculata (XP_027937745) y Populus trichocarpa (XP_024458606). Autoria propia.
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Se construyé un arbol filogenético con el método de maxima verosimilitud con un bootstrap de 1000 repeticiones. La
reconstruccidn filogenética muestra un grupo (valor de Bootstrap del 99%) dentro del género Lupinus que incluye a
Lupinus luteus, Lupinus albus y Lupinus angustifolius (Figura 2; rectangulo rojo). El alto grado de similitud entre las
secuencias y las proteinas dentro de la familia Fabaceae, la presencia del motivo HC(X)sR sugieren la conservacion de
la funcién dentro de la familia, y el agrupamiento de las secuencias en un grupo monofilético sugiere que la de la funcién
de arsenato reductasa dentro del género Lupinus se ha conservado.

Busqueda de las regiones funcionales de la familia ACR2

Para encontrar regiones conservadas que son importantes para la funcién de la enzima ACR2 y comprobar la presencia
de los dominios en la familia ACR2 de fabdceas se llevé a cabo una busqueda en el servidor CDD del NCBI. Se obtuvo
que todas las secuencias tienen los dominios ACR2p (cd01531), propio de las As(V) reductasas, que abarca 110 residuos,
y el dominio rodanasa (cl00125) que abarca 100 residuos (Figura 3). Esta informacién se tomd en cuenta para el disefio
de los oligonucledtidos que flanquean los dominios ACR2p y rodanasa, de tal forma que estos dominios sean el blanco
del silenciamiento.

Obtencidn de un vector de silenciamiento para el gen LcACR2

Para silenciar LcACR2 en L. campestris y usarlas plantas transgénicas como una posible herramienta biotecnolégica para
la fitorremediacion de suelos contaminados con As, se generd un vector que induce el silenciamiento postranscripcional
de este gen. Con los oligonucledtidos disefiados para amplificar los dominios conservados de la familia ACR2, se generd
un amplicdn de 305 pares de bases pb del gen LcACR2 a partir de cDNA obtenido de plantulas de L. campestris expuestas
a As(V) (Figura 4A). Este fragmento fue clonado en el vector de entrada pDONR221 mediante la reaccion BP (Figura 4B),
y posteriormente subclonado en el vector de destino pHELLSGATE12 utilizando la reaccién LR (Figura 4C). El vector con
el fragmento de LcACR2 codifica para un hpRNA para el silenciamiento de la expresién de LcACR2, el cual serd de utilidad
para corroborar la funcién del y generar plantas que ayuden para la fitorremediacién de sitios contaminados con As.

Conclusiones

Se identificaron secuencias similares a ACR2 en especies de la familia Fabaceae, lo que sugiere la conservacion de este
gen. El andlisis filogenético mostré un apoyo significativo (Bootstrap del 99%), lo que refuerza la robustez de este
resultado. Asimismo, el alineamiento mudltiple de secuencias entre las proteinas, indicé la conservacién del motivo
HC(X)5R, esencial para la actividad enzimatica relacionada con la detoxificacidon de As. A nivel funcional, el analisis por
CDD confirmd la presencia de los dominios Acr2p (cd01531) y rodanasa (cl00125), lo que refuerza una prediccion
funcional similar a la reportada en A. thaliana. Finalmente se disefio y construyé un vector codificante de horquilla de
ARN (hpRNA) para el silenciamiento postranscripcional de ACR2. A corto plazo, dicho vector serda usado para
transformar geneticamente a L. campestris e inducir el silenciamiento de ACR2 para que esta planta sea capaz de
translocar el As que toma del suelo hasta el sistema de brotes. A mediano plazo se usara a L. campestris genéticamente
modificada para determinar su potencial como herramienta para la fitoextraccidon de As de suelos contaminados.
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Lupinus angustifolius XP_019444309 |
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L

Glycine soja XP_028215826
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CAJ1892030

Phaseolus coccineus KAK7378672

Phaseolus vulgaris XP_007162782

Vigna mungo WVZ06004
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Bauhinia variegata KAM300334

Senna tora KAFT804407

85 Prosopis alba XP_028789995

98 Prosopis cineraria XP_0548032429

Populus XP_024458606

Figura 2. Reconstruccion filogenética por método de mdxima verosimilitud con 38 secuencias de ACR2 de la familia Fabaceae y 1000 réplicas de
Bootstrap. Se muestran valores de Bootstrap superiores a 70%. En recuadro rojo se encuentra el género Lupinus con un apoyo de Bootstrap del 99%.
Autoria propia.

Campus Celaya-Salvatierra Division de Ciencias de la 140

Salud e Ingenierias




Luciano Antonio Juarez Diaz et. al.

ACR2 en Fabaceae: una enzima clave para la fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados | 135-143
—

| Exonl }=—i Exon2 } i i { Exon3 |_ DNA

500 1000 1500

P For-Sil Rev-Sil
. . mRNA
i T . T
| IHC(X);R | 400 | 600 645b

ACR2 CDS 3 Proteina
3 135 aa

Dominio Acr2p (cd01531)

Dominio Rodanasa (cl00125)

Figura 3. Estructura del gen LcACR2 y regiones conservadas de la proteina LcACR2.

Se muestra la estructura del gen LcACR2, con una longitud total de 1.8 kb (No. de acceso: LOC109348364) . En rectdngulos amarillos se muestran
las posiciones relativas de los exones. El mRNA de 645 nucleétidos (No. de acceso: XM_019588764.1). Se senalan el sitio de inicio de traduccién
(flecha naranja) y la localizacién de los oligonucleétidos usados para la clonacién del fragmento de la regién codificante (For-Sil y Rev-Sil; flechas
moradas). Se muestra la secuencia de la enzima LcACR2 en flecha verde, la posicién del motivo conservado HC(X)5R (cyan) y la ubicacién de dos

dominios importantes: el dominio Acr2p (cd01531) en recuadro azul y el dominio rodanasa (cl00125) en recuadro rojo. Autoria propia.

1.5 Kb

0.3 Kb

Figura 4. Clonacién del fragmento del gen LcACR2. A) Amplificacién del gen LcACR2 (fragmento de 350 pb) a partir de cDNA de plantas de Lupinus
campestris cultivadas durante 6 dias en medio MS 0.5X suplementado con 100 uM de As(V). B) Amplificacién del fragmento del gen LcACR2 en
clonas positivas obtenidos por reaccién BP. C) Amplificacién del gen LcACR2 en clones positivos generados mediante la reaccién LR. M: marcador de
tamario molecular. 1y 5: control positivo (amplificacién del gen PHT1); 2: amplificacién del fragmento de LcACR2; 3 y 4: clones positivos de la
reaccion BP; 6y 7: clones positivos de la reaccién LR. Autoria propia.
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