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Arabidopsis thaliana involucrada en la respuesta al estreés
salino.

Bioinformatics analysis of SAG29 protein from Arabidopsis thaliana involved in the response to
saline stress
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RESUMEN

Objetivo: Realizar el analisis bioinformatico de la proteina SAG29 de Arabidopsis thaliana involucrada
en la respuesta al estrés salino. Material y métodos: Se realizé la busqueda de proteinas relacionadas al
estrés salino en plantas empleando la base de datos del GenBank. A partir de dicha informacion, se
obtuvo la secuencia aminoacidica de la proteina SAP29 de A. thaliana (codigo de accesion
AED91859.1). Dicha secuencia fue utilizada para determinar sus principales parametros bioquimicos,
dominios conservados entre proteinas cercanamente relacionadas, prediccion de estructuras secundarias
y modelamiento tridimensional, empleando las herramientas bioinformaticas ProtParam, Prosite, PHD
Secondary Structure Prediction, SWISS-MODEL y Phyre2, respectivamente. La visualizacion de
modelos tridimensionales se realiz6 empleando PyMol. Resultados: La proteina SAG29 posee 292
aminoacidos y un peso molecular de 32.9 kDa, asi como dominios conservados correspondientes a
proteinas involucradas en el transporte de azucares a través de la membrana plasmatica de células
vegetales. Ademads, de acuerdo con la prediccion de su estructura tridimensional, resulta evidente que
SAG29 es una proteina transmembrana con siete dominios formados por hélices o y que poseen poca
similitud estructural con otras proteinas reportadas. Conclusion: La proteina SAG29 de A. thaliana es
una molécula bésica de mediano peso molecular relacionada con las proteinas de la familia MtN3_slv.
Ademas resultan importantes en la regulacion de la viabilidad celular y respuesta al estrés salino.
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ABSTRACT

Objective: To perform a bioinformatics analysis of SAG29 protein from Arabidopsis thaliana which is
involved in salt stress response. Material and methods: The analysis began using sequences from proteins
related to salt stress that were obtained from GenBank. In this particular case, the sequence of SAP29 protein
from A. thaliana was obtained (accession number AED91859.1). This primary sequence was used to the
determination of main biochemical parameters, conserved domains between closely related proteins,
secondary structure prediction and tridimensional modelling, by means of ProtParam, Prosite, PHD
Secondary Structure Prediction, SWISS-MODEL and Phyre2 server bioinformatics tools. Visualization of
tridimensional models was performed under PyMol. Results: SAG29 protein has 292 amino acids and a
molecular weight of 32.9 kDa, and shows conserved domains related to proteins involved in sugar transport
across plasma membrane from plant cells. According to the prediction of tridimensional structure, it is evident
that SAG29 is a transmembrane protein with seven domains formed by a-helix and has low structural
similarity with other reported proteins. Conclusion: SAG29 protein from A. thaliana is a basic molecule
with medium molecular weight that is related to different members of MtN3_slv protein family. This protein
is also important in the regulation of cell viability and response to salt stress.
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INTRODUCCION

Las plantas estan frecuentemente expuestas a
diversas condiciones Dbidticas y abioticas
adversas durante su ciclo de vida. Debido a esto,
dichos organismos han desarrollado
mecanismos de defensa versatiles para
contrarrestar los efectos del estrés ambiental, los
cuales estan intimamente interconectados con
principales eventos tales como la germinacion
de la semilla, el crecimiento de las plantulas, la
transicion floral y la senescencia. Por esto, la
modulacion del crecimiento y los procesos de
desarrollo constituye una estrategia adaptativa
para tolerar las condiciones de estrés (1, 2).

La senescencia vegetal es una etapa del
desarrollo altamente regulada que participa en la
redistribucion de metabolitos y la maduracion
reproductiva, dando lugar posteriormente a la
desintegracion  celular  programada  del
organismo. Este proceso es regulado
coordinadamente a través de redes reguladoras
genéticas, entre las cuales se han identificado
genes asociados a la senescencia (del inglés,
SAG) (3). Asimismo, sus productos proteicos
han sido identificados y caracterizados
funcionalmente en diversas especies vegetales
(4). A partir de estos estudios, se ha determinado
que dichos componentes juegan un rol
importante en la degradacion de
macromoléculas, reciclaje y transporte de
nutrientes, metabolismo de azucares,
detoxificacion de metabolitos oxidativos, y el
establecimiento de la tolerancia al estrés bidtico
y abidtico, lo cual indica una comunicacion
estrecha entre los procesos de senescencia y
respuesta al estrés (4).

Dentro de las principales proteinas SAG,
destacan las proteinas MtN3/saliva/SWEET, las
cuales poseen siete motivos potenciales
transmembrana y participan activamente en los
procesos de desarrollo embrionario y activacion
de genes (5). En plantas, las proteinas
MtN3/saliva/SWEET estan involucradas en el
desarrollo de tejidos reproductivos y la
adaptacion ambiental. Es claro que las proteinas
MtN3/saliva estan involucradas en diversas
etapas del desarrollo vegetal, asi como en la
senescencia y la respuesta a diversos tipos de
estrés bidtico y abidtico, sobre todo estrés
salino. En el caso particular de la proteina
SAG29 de Arabidopsis thaliana, esta molécula
es una proteina de membrana plasmatica con
una organizacion similar a las proteinas
MitN3/saliva/SWEET (6), ademas de estar
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vinculada con la regulacion del estrés osmotico,
alta salinidad, baja temperatura y sequia.

Por este motivo, en el presente trabajo el
analisis bioinformatico de la proteina SAG29 de
Arabidopsis thaliana involucrada con la
respuesta al estrés salino a fin de explorar los
principales mecanismos moleculares
subyacentes a su funcion.

MATERIALES Y METODOS

Blsqueda de secuencias proteicas en bases
de datos

Las secuencias proteicas fueron obtenidas a
partir de la busqueda de proteinas relacionadas
al estrés salino en Arabidopsis thaliana en la
base de datos del GenBank y del UniProt. En
este sentido se analiz6 la secuencia de la
proteina SAG29 (senescence-associated protein
29) (cédigo de accesion: AED91859.1)
proveniente del estudio de secuencia y analisis
del cromosoma 5 de dicha planta (7). Dicha
secuencia fue utilizada para los diversos ensayos
de prediccion bioinformatica.

Determinacion de parametros bioguimicos y
dominios conservados

Para determinar los principales parametros
bioquimicos de la proteina SAG29 se empleo la
herramienta ProtParam del ExPASy
(http://web.expasy.org/protparam/) ®),
mientras que los dominios conservados
presentes en dicha proteina fueron analizados
mediante la herramienta Prosite del ExPASy
(http://prosite.expasy.org/) (9). La busqueda y
obtenciéon de secuencias relacionadas fue
realizada empleando la herramienta BLAST del
NCBI (10).

Prediccion de estructuras secundarias y
alineamiento estructural

El andlisis de prediccion de estructuras
secundarias presentes en la proteina SAG29 fue
realizada empleando la herramienta PHD
Secondary  Estructure Prediction Method
(http://mpsa-prabi.ibcp.fr) (11). Ademas, el
alineamiento estructural se realizd6 en la
plataforma Cn3D (version 4.3.1) utilizando
como molde diversas proteinas estructuralmente
similares (12).
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Modelamiento tridimensional de la proteina
SAG29

El modelo tridimensional de la proteina SAG29
de Arabidopsis thaliana se obtuvo empleando la
herramienta SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org) (13), a partir de
la informacion depositada en la base de datos del
Protein Data Bank (PDB). Opcionalmente se

RESULTADOS

La proteina SAG29 posee 292 aminoacidos con
un peso molecular de 32.9 kDa. Asi mismo,
SAG29 tiene un punto isoeléctrico de 8.20 y una
proporcion de 20 aminoacidos acidos versus 22
aminodacidos basicos. Empleando la herramienta
BLAST se encontrd que la proteina en estudio
presenta porcentajes de similitud del 94% con la
proteina nodulina de Arabidopsis lyrata
(XP_002873602.1) y 91% con el transportador
de aziicares SWEET15 de Camelina sativa
(XP_010453373.1).  Ademas se  logro
determinar la posicion de dos regiones
conservadas comprendidas entre los

L MGVMINHHEL AFLEGLLGNY lFFLWL&FV PIFYRITERK BTESEQSLEY WELFSMH\

emple6 la herramienta Phyre2 Protein
Homology/analogY =~ Recognition  Engine
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/ phyre2/) (14) para
la busqueda de patrones de plegamiento
conservados y modelamiento por threading. La
visualizacion de los modelos obtenidos se
realiz6 empleando el programa PyMol
Molecular Graphics System (version 1.3)
(Schrodinger, LLC).

aminoacidos 12-99 (E-value: 3.36e-25) y 134-
218 (E-value: 6.34e-27) correspondientes al
dominio MIN3 slv (Pfam: 03083) (Fig. 1).
Posteriormente se realizd la prediccion de
estructuras secundarias, encontrandose que la
proteina SAG29 poseen 38.7% de hélices a,
31.5% de laminas B, y 29.8% de loop internos
(Fig. 2). Finalmente, el modelamiento de la
proteina en estudio mostr6 la presencia de un
core compuesto de forma predominante por siete
a-hélices transmembrana (Fig. 3).
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Fig. 1 Distribucion de los dominios conservados MtN3_slv de la proteina SAG29 de A. thaliana. Se
resaltan los dominios conservados comprendidos entre los aminoacidos 12-99 y 134-218 a lo largo de la

secuencia primaria de la proteina.
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Fig. 2. Prediccion de estructura secundarias para la proteina SAG29 de A. thaliana. Se observan las
regiones correspondientes a las hélices o (Hh), Iaminas B (Ee) y loops internos (Cc) distribuidos a lo largo

de la secuencia de aminoacidos de la proteina.
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Fig. 3. (A) Modelo tridimensional de la proteina SAG29 de A. thaliana empleando modelamiento por
threading. Las o hélices se muestran de color rojo mientras que los loops internos se muestran de color
verde. (B) Representacion esquematica de la distribucion de o hélices transmembrana para la proteina en

estudio (5)

DISCUSION

En el presente articulo se ha realizado el analisis
bioinformatico de la proteina SAG29 de
Arabidopsis  thaliana involucrada en la
respuesta al estrés salino. Del andlisis de la
estructura primaria y busqueda de dominios
conservados, se observo la presencia de dos
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regiones comprendidas entre los aminodcidos
12-99 y 134-218. Estas porciones corresponden
a las proteinas involucradas en el transporte de
azucares a través de la membrana plasmatica de
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las células vegetales (15). Si bien no se conoce
al detalle la funciéon molecular de esta familia de
proteinas, se ha determinado su importancia en
el desarrollo de las plantas, en la viabilidad del
polen, y en la susceptibilidad a patégenos. En el
caso particular de A. thaliana, SAG29 seria
clave en la regulacion de la viabilidad celular
mediante la modulacion de la integridad de la
membrana durante al senescencia vegetal y la
respuesta al estrés (6). Con respecto a la
prediccion de la estructura tridimensional de
esta proteina, la busqueda en bases de datos de
estructuras proteicas solo permitié obtener
proteinas con una identidad de hasta 37%. Eso
se debid principalmente a diferencias en la
porcién C-terminal de la secuencia de
aminoacidos. Por esta razon, se utilizd la
prediccion de estructuras utilizando el servidor
Phyre2, el cual realiza la bisqueda de proteina
en base a la conservacion de patrones de
plegamiento (14). Para este fin se emple6 como
plantilla la estructura homotrimérica del
transportador SWEET procedente de Oryza
sativa (resolucion: 3.69 A) (16). A partir del
analisis realizado, se determind el modelo
tridimensional de la proteina SAG29, el cual
estd compuesto de 7 hélices a con posiciones
alternadas de loops internos a lo largo de toda la
estructura de la proteina. Dichas estructuras
fueron predecidas inicialmente y muestra la
congruencia entre los resultados obtenidos por
herramientas complementarias.

Conclusiones:

La proteina SAG29 de A. thaliana es una
molécula basica de mediano peso molecular con
una alta similitud y conservacion de secuencia
con proteinas de la familia MtN3 slv. Asi
mismo, esta proteina resultaria ser clave en la
regulacion de la viabilidad celular y respuesta al
estrés salino. Se requieren de estudios
complementarios para dilucidar su mecanismo
de accion y distribuciéon en la membrana
plasmatica de las células vegetales.
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