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RESUMEN 

o 
7 

En el presente trabajo se aislaron el gen completo ahybadh4 

(Amaranthus hypochondriacus betaina aldehido deshidrogenasa), una 

clona genémica parcial (ahybadh28) diferente a ahybadh4 y un ADNc 

(ahybadh17) que codifican para al menos dos isoformas de la enzima 

betaina aldehido deshidrogenasa (BADH; EC 1.2.1.8) de Amaranthus 

hypochondriacus L. El gen ahybadh4 se extiende a lo largo de 9 kb y 

contiene 15 exones con un marco de lectura abierta (ORF) de 501 

aminodcidos, una regién promotora de 1.3 kb y una regidn 3° no traducida 

de 0.3 kb. La proteina codificada por el ADNc (AHYBADH17) mostr6é 10 

sustituciones de aminodcidos y fue un aminoacido mas corta que 

AHYBADH4. La secuencia deducida de aminodcidos de la AHYBADH4 de 

amaranto mostré un 98% de identidad a nivel de aminoacidos con 

AHYBADH17, 39% de identidad con la BADH de E. coli, y 83, 83, 62, 70 y 

70% de identidad con las secuencias reportadas para espinaca, remolacha, 

sorgo, arroz y cebada, respectivamente. Los posibles sitios activo y 

péptido de trdnsito para dirigir la proteina a cloroplasto estan muy 

conservados entre las diferentes secuencias deducidas de la BADH de 

plantas. El andlisis en gel tipo Southern y de las secuencias de clonas 

aisladas sugirid que la BADH esta codificada al menos por tres genes en el 

genoma de amaranto. Finalmente, el andlisis de la expresi6n de ahybadh 

en hojas de amaranto mostré que el ARNm para la BADH esta presente en 

hojas de plantas bajo condiciones normales y se incrementa de manera 

rapida luego de exposicién a_ tratamientos con acido abscisico (ABA) y 

estrés osmético (PEG 17.5% (p/v), NaCl 0.5 M). 
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RESUMEN 

En el presente trabajo se aislaron el gen completo ahybadh4 

(Amaranthus hypochondriacus betaina aldehido deshidrogenasa), una 

clona genomica parcial (ahybadh28) diferente a ahybadh4 y un ADNc 

(ahybadh17) que codifican para al menos dos isoformas de la enzima 

betaina aldehido deshidrogenasa (BADH; EC 1.2.1.8) de Amaranthus 

hypochondriacus L. El gen ahybadh4 se extiende a lo largo de 9 kb y 

contiene 15 exones con un marco de lectura abierta (ORF) de 501 

aminoacidos, una regién promotora de 1.3 kb y una regidn 3' no traducida 

de 0.3 kb. La proteina codificada por el ADNc (AHYBADH17) mostré 10 

sustituciones de aminoacidos y fue un aminodcido mas corta que 

AHYBADH4. La secuencia deducida de aminodcidos de la AHYBADH4 de 

amaranto mostré un 98% de identidad a nivel de aminodcidos con 

AHYBADH17, 39% de identidad con la BADH de &. coli, y 83, 83, 62, 70 y 

70% de identidad con las secuencias reportadas para espinaca, remolacha, 

sorgo, arroz y cebada, respectivamente. Los posibles sitios activo y 

péptido de transito para dirigir la proteina a cloroplasto estan muy 

conservados entre las diferentes secuencias deducidas de la BADH de 

plantas. El analisis en gel tipo Southern y de las secuencias de clonas 

aisladas sugirid que la BADH esta codificada al menos por tres genes en el 

genoma de amaranto. Finalmente, el andlisis de la expresién de ahybadh 

en hojas de amaranto mostré que el ARNm para la BADH esta presente en 

hojas de plantas bajo condiciones normales y se incrementa de manera 

rapida tuego de exposicion a tratamientos con acido abscisico (ABA) y 

estrés osmdtico (PEG 17.5% (p/v), NaCl 0.5 M). 

 



SUMMARY 

In the present work, a complete genomic clone containing the 

ahybadh4 gene (Amaranthus hypochondriacus betaine aldehyde 

dehydrogenase), one partial genomic sequence (ahybadh28) and one 

complementary DNA (ahybadhi7 ) which encode at least two betaine 

aldehyde dehydrogenase (BADH; EC 1.2.1.8) isoforms were isolated from 

the plant Amaranthus hypochondriacus L. The ahybadh4 gene spans 9 

kilobases (kb), contains 15 exons with an open reading frame (ORF) of 501 

amino acids (aa), a 1.3 kb promoter region and a 3' untranslated region 

(UTR) of 0.3 kb. The cDNA-encoded protein (AHYBADH17) has 10 amino acid 

substitutions and is one amino acid shorter than AHYBADH4. The deduced 

amino acid sequence of AHYBADH4 showed a 98% identity to AHYBADH17, 

39% to E.coli BADH and 83, 83, 62, 70 and 70% to reported sequences 

from spinach, sugarbeet, sorghum, rice and barley, respectively. The 

putative active site of BADH and transit peptide for protein targeting to 

the chloroplast are conserved among the different plant BADH deduced 

sequences. Southern blot and sequence analysis suggest the presence of at 

least three ahybadh genes in the amaranth genome. Finally, analyses of 

ahybadh — expression in amaranth leaves showed that BADH mRNA is 

present in non-treated amaranth leaves and increased under short-term 

exposure to abscisic acid (ABA) and osmotic stress treatments (17.5% 

PEG (w/v), 0.5 M NaCl).



l. PRESENTACION 

Durante la evolucién, los seres vivos han estado sujetos a la presién 

de seleccién debida al esirés en un ambiente cambiante o durante fa 

colonizacion de nuevos niches ecoldgicos. El estrés osmético, ya sea como 

producto de la escasez de agua, de la salinidad de los suelos o de baias 

temperaturas, representa uno de los estreses mas severos, limitante del 

crecimiento y productividad de las plantas (Boyer, 1982). Para 

contrarrestar los efectos del estrés osmético las plantas y otros 

organismos han desarrollado varias estrategias adaptativas. A nivel 

celular, el tipo de adaptacidn mas comtn consiste en la acumulacién de 

solutes compatibles con el metabolismo, conocidos como osmolitos 

(Handa et al, 1983; Le Rudulier et a/., 1984; Rhodes y Hanson, 1993; 

Truper y Galinski, 1990; Yancey et a/., 1982). Dichos solutos incrementan 

la presiédn osmética de la célula y estabilizan la estructura de fas 

protefnas y consecuentemente, mantienen el contenido de agua de la célula 

bajo condiciones de déficit hidrico (Delauney y Verma, 1993; McCue y 

Hanson, 1990; Pollard y Wyn Jones, 1979; Yancey ef a/., 1982; Zaccai y 

Eisenberg, 1990). Los solutos compatibles mas conocidos son algunos 

disacaridos como la sacarosa y la trehalosa; los polioles como el manitol, 

pinitol y sorbitol; aminoacidos como fa prolina; y los compuestos 

cuaternarios de amonio tales como la glicina betaina (GB) (Yancey et ai/., 

1982; Rhodes y Hanson, 1993; ingram y Bartels, 1996). 

La GB esta presente en bacterias, cianobacterias, algas, animales y 

varias familias de plantas superiores pero ausente en muchas especies 

cultivadas importantes tales como el arroz y el jitomate (McCue y 

Hanson, 1990). Estudios genéticos realizados en bacterias y 
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plantas han mostrado que la presencia de GB correlaciona con la 

tolerancia al estrés osmético (Styrvold et a/., 1986; Grumet y Hanson, 

1986; Saneoka et al, 1995). Por lo que aquellas plantas de importancia 

agronomica que carecen de la via de sintesis del osmolito podrian ser 

susceptibles de manipulacién genética (McCue y Hanson, 1990). 

En las plantas, la GB se sintetiza a partir de dos pasos enzimaticos 

que involucran la oxidacién de fa colina. EI primer paso es catalizado por 

la enzima colina monooxigenasa (CMO) dependiente de ferredoxina, en el 

que se forma el intermediario betaina aldehido; y el segundo paso consiste 

en la oxidacién de la betaina. aldehido a glicina betaina por la enzima 

betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), que utiliza preferentemente 

como cofactor al NAD+ (Brouquisse et ai, 1989; Burnet ef a/., 1995). En E. 

coli, el primer paso es catalizado por una colina deshidrogenasa (CDH) y 

la conversién a glicina betaina es realizada tanto por la CDH como por la 

BADH (Landfald y Strom, 1986; Lamark ef al, 1991). La BADH de plantas es 

una proteina dimérica con monémeros de 60 kD, localizada en el estroma 

del cloroplasto (Weigel et a/., 1986; Arakawa et a/., 1987). A la fecha 

existen reportes del aislamiento de los genes de la BADH de E. coli (Boyd 

et ai, 1991) y arroz (Nakamura et al, 1997) y los ADNc de espinaca 

(WeretilInyk y Hanson, 1990), remolacha (McCue y Hanson, 1992), cebada 

(Ishitani et a/., 1995), sorgo (Wood et al, 1996) y el ADNc parcial de arroz 

(Nakamura ef al, 1997). En dichas plantas la actividad de la enzima y la 

transcripcidn son inducidos por estrés hidrico, salinidad o frio en paralelo 

a un incremento en los niveles de glicina betaina. 

Trabajos previos han mostrado que las hojas del amaranto acumulan 

glicina betaina en respuesta a_ estrés hidrico (Gamboa et al., 1991).



También se ha demostrado que la actividad de la BADH se incrementa 

rapidamente en respuesta a dicho estrés (Valenzuela-Soto y Mufioz- 

Clares, 1994). 

Interesados en el estudio de las bases moleculares del ajuste 

osmotico en A. hypochondriacus, y como un primer paso, se reporta en ésta 

tesis el aisiamiento del gen completo de la BADH y su ADNc, asi como el 

analisis de los patrones de expresién del ARNm de la BADH durante 24 

horas de exposicién a diferentes condiciones de esirés osmotico 6 ABA 

exdégeno. 

 



‘Il. INTRODUCCION 

Las plantas estan expuestas generalmente a diversos estreses 

incluyendo temperaturas extremas, anaerobiosis, radiacién alta y déficit 

hidrico. Para contrarrestar los efectos del estrés osmético, las plantas 

han desarroilado mecanismos adaptativos que pueden ser clasificados 

dentro de cuatro categorias (McCue y Hanson, 1990). Tres de estas 

adaptaciones -caracteres del desarrollo (por ejemplo tiempo de 

floracién), estructurales (patrones de sistemas radiculares o presencia de 

ceras en las hojas) y mecanismos fisioldgicos (eficiencia en el uso del 

agua)_, involucran interacciones de genes complejas y los productos 

génicos que controlan estes caracteres no han sido identificados. La 

cuarta categoria involucra respuestas metabdlicas tales como lfa 

alteraci6n del metabolismo fotosintético (Cushman et a/., 1990, 1992) y 

la acumulacién de solutos compatibles. Lo ultimo puede deberse a un 

numero pequefio de productos génicos, algunos de los cuales pueden 

identificarse mediante los cambios inducidos en los niveles de ARN 

mensajero y proteinas en plantas sometidas al estrés osmético (Singh et 

al., 1985; Winicov et a/., 1989). 

Las numerosas respuestas al déficit hidrico son controladas por un 

arreglo de genes con funciones diferentes. Conforme se pierde el agua de 

la célula vegetal, se inician una serie de procesos reguladores que ajustan 

el metabolismo a las nuevas condiciones. La inhibicidn del crecimiento y 

las alteraciones en las vias de desarrollo resultan también en cambios en 

la expresién de los genes. Algunos de los genes  inducidos por el déficit 

hidrico ~—codifican para productos que probablemente protegen el



funcionamiento de la célula. Los genes tipo /ea codifican para “proteinas 

de embriogénesis tardia” y se presume que protegen a las estructuras de 

la célula de los efectos de la pérdida de agua. Las funciones que se 

predicen a partir de la secuencia de aminoacidos de las proteinas LEA 

incluyen el secuestro de iones, la proteccién de otras proteinas o 

membranas y la renaturalizacién de las proteinas (Dure, 1993). Ademdas 

se han identificado otras proteinas como los inhibidores de proteasas, las 

proteinas de almacenamiento vegetativo, las ATPasas que regulan el 

potencial osmético y compartimentalizacién de iones, los canales de agua 

© acuaporinas (Chrispeels y Maurel, 1994; Bohnert et a/., 1995) y muchas 

otras como se muestra en la Figura 1. 

La respuesta bioquimica mejor caracterizada de la célula vegetal 

ante el estrés osmdtico es la acumulacién de solutos organicos, osmolitos 

u osmoprotectores, fendmeno conocido mas comtinmente como ajuste 

osmotico (Aspinall y Paleg, 1981; Delauney y Verma, 1993; Rhodes y 

Hanson, 1993). 

ll.1. EL AJUSTE OSMOTICO 

El mantenimiento del potencial hidrico total durante el déficit 

hidrico puede adquirirse mediante el ajuste osmotico. Una reduccién en el 

potencial hidrico de la célula por debajo del potencial hidrico externo, 

resulta en una reducciédn en el potencial osmético, !o cual permite el 

movimiento del agua al interior de la célula. El potencial osmético dentro 

de la célula se hace mas negativo por la acumulacién de osmolitos 

(solutos compatibles) en el citoplasma. 
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Figura 1 . Respuestas de las plantas al déficit hidrico. Los cambios 

fisioldgicos, bioquimicos y moleculares ayudan a la planta a 

mantener el metabolismo y restauran las condiciones que permiten 

el crecimiento bajo estrés (Tomado de Bohnert et a/., 1995).



  

Los osmolitos UW osmoprotectores son descritos como sustancias no 

téxicas y compatibles con el metabolismo celular que se acumulan cuando 

la planta se somete a bajos potenciales de agua (Borowitzka y Brown, 

1974) Tabla I. 

  

  

AZUCARES AMINOACIDOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS METILAMINAS 

Glucosa Prolina Compuestos de aminas Betaina 

Fructosa cuaternarias 

Sacarosa Colina-O-sulfato 

Trehalosa B-alanina-betaina 

Pinitol Glicina betaina 

Manitol Prolina betaina 

Fructanos Hidroxiprolina-betaina 

Compuestos de sulfonio 

terciario 

Dimetilsulfonio-propionato 

  

Tabla [. Osmolitos compatibles que acumulan algunas especies de 

plantas. Tomado de Yancey et a/., 1982; Rhodes y Hanson, 1993; Bohnert et 

al., 1995. , 

 



No solo las plantas, sino también las bacterias, los hongos y los 

animales han convergido en la seleccién de ciertos osmolitos que poseen 

la propiedad de no alterar Ja estructura y funcién de las macromoléculas 

cuando se acumulan a altas concentraciones (Yancey et al, 1982). 

Algunos autores proponen que los solutos compatibles no 

contribuyen de manera sustancial a la reduccién de! potencial osmotico y 

que posiblemente su funcién se ejerza a nivel de compatibilidad de los 

solutos con la estructura y funciédn de las macromoléculas (Wyn Jones et 

al., 1977; Wyn Jones, 1984). La compatibilidad de los osmolitos resulta de 

la ausencia de efectos perturbadores sobre las interacciones 

macromolécula-solvente (Yancey ef al., 1982), ya que los solutos se 

excluyen de la superficie de las proteinas y su esfera de hidratacién 

inmediata, estabilizando la estructura de las proteinas (Rhodes y Hanson, 

1993). Ademas, se ha propuesto que los solutos compatibles, incluyendo a 

la GB, pueden alterar las propiedades termodindmicas de las membranas, 

estabilizandolas por la interaecién directa que ejercen con alguna 

parte de la fosfatidilcolina de los fosfolipidos, incrementando e! drea de 

esas moléculas, haciéndo las membranas mas fluidas y permitiendo la 

formacién de una fase cristalina liquida (Rudolph et a/., 1986; Rhodes y 

Hanson, 1993). Se han estudiado diversos osmolitos con capacidad para 

crioproteger a la enzima fosfofructocinasa (PFK). Todos los que se 

excluian de la enzima resultaron ser estabilizadores, mientras que 

aquellos que se le unieron no la estabilizaron (Tabla Il). 

 



  

COMPUESTO GRADO DE ESTABILIZACION MODO DE INTERACCION 

(% de la actividad inicial) 

  

  

Glicerol 70 Exclusion 

Etilén glicol 100 Exclusion 

Glucosa 50 / Exclusion 

Sacarosa 90 Exclusion 

Inositol 40 Exclusion 

Glicina 50 Exclusién 

Prolina 50 Exclusion 

Urea 0 Union 

Tabla Il. Solutos compatibles y perturbadores. Tomado de Crowe et al., 

1990. 

Se propone que algunos osmolitos protegen mejor que otros frente a 

un determinado tipo de estrés y que ello puede ser una de las razones de la 

diversidad de osmolitos que existen en la naturaleza: la 6-alanina-betaina 

se acumula preferentemente en especies que crecen en suelos salinos, las 

prolinabetainas en plantas que se desarrollan en ambientes aridos y la 

colina-o-sulfato se acumula en especies vegetales que viven en suelos 

ricos en sales de sulfato (Hanson et a/., 1994). El sorbitol, ef manitol, el 

mio-inositol y la prolina son amortiguadores efectivos de radicales libres 

(Bohnert et a/., 1995). Es probable que el tipo de osmolito acumulado 
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dependa dei tipo de metabolismo de la especie en cuestidn. 

Se han caracterizado varios ADNc que responden a déficit hidrico y 

estrés osmotico que participan en la biosintesis de osmolitos compatibles 

(Tabla II). 

  

  

  

GEN ESPECIE OSMOLITO REFERENCIA 

Betaina Aldehido Espinaca Glicina betaina Weretilnik y Hanson, 1990 

deshidrogenasa Remolacha Glicina betaina McCue y Hanson, 1992 

Cebada Glicina betaina Ishitani ef al, 1995 

Sorgo Glicina betaina Wood et al, 1996 

Arroz Glicina betaina Nakamura et a/., 1997 

Colina monooxigenasa Espinaca Glicina betaina Ratinasabapathiet a/., 1997 

Remolacha Glicina betaina Russell et a/., 1998 

Sacarosa-fosfato sintasa_ C.plantagineum Sacarosa Ingram y Bartels, 1996 

d-pirrolin-carboxilato A. thaliana Prolina Yoshiba et a/., 1995 

sintasa 

inositol-o-metil M. cristallinum D-pinitol Vernom et al., 1993 

transferasa 

Colina sulfotransferasa Plumbaginaceae Colina-o-sulfato Rivoal et al, 1994 

Tabla Ill. Genes involucrados en la sintesis de osmolitos compatibles. 

1.2. LA GLICINA BETAINA 

Ei soluto compatible GB (N,N,N-trimetil glicina) es un compuesto 

cuaternario de amonio cuya fdérmula_ estructural consiste de un 
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atomo de nitrégeno sustituido completamente por grupos metilo, lo que 

crea una Carga positiva permanente sobre ej atomo de nitrégeno. 

CH; . 

I 

CH3 - N+ -CH2 -COOH 

I 

CH; 

La glicina betaina es considerada uno de los osmoprotectores mas 

eficientes (Le Rudlier et a/., 1984); se requieren bajas concentraciones 

de menos de 1 mM, para conferir un efecto protector a las plantas de 

cebada (Ishitani et a/, 1993). En contraste, se han generado plantas 

transgénicas de tabaco portando la enzima manitol-1_ fosfato 

deshidrogenasa de E€. coli, pero su habilidad para contender con altas 

concentraciones de NaCl requiere de la acumulaciédn de altas 

concentraciones de manitol (100 mM) en el citoplasma de la célula vegetal 

(Tarszynski et a/., 1993). 

La GB se localiza principalmente en el citoplasma, cloroplasto y 

peroxisoma de las células vegetales (Robinson y Jones, 1986; Scroppel- 

Meier y Kaiser, 1988; Nakamura et a/., 1997). Entre las funciones que se le 

han atribuido, podemos mencionar jas siguientes: (a) proteccién parcial de 

enzimas aisladas contra la inhibici6n causada por NaCl y KCI (Wyn Jones 

y Storey, 1981; Manetas et a/., 1986; Rhodes y Hanson, 1993); (b) 

compartimentalizacién de iones (Ahmad ef a/., 1988); (c) estabilizacién de 
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membranas (Jolivet et a/., 1983; Rudolph ef al., 1986); (d) proteccién de 

cloroplastos aisiados, evitando la pérdida de la actividad fotosintética 

durante el almacenamiento por congelacién (Rhodes y Hanson, 1993). 

1.3. BIOSINTESIS DE LA GLICINA BETAINA 

En varias familias de plantas que acumulan GB, se han hecho 

estudios in vivo con trazadores radioactivos (Weigel et a/, 1986) y se 

confirmé que la GB se sintetiza por dos pasos de la oxidacién de la colina, 

via el intermediario inestable betaina aldehido: 

CMO BADH 

Colina---->Betaina aldehido---->Glicina betaina 

Las enzimas mediando ambos pasos se han estudiado en las familias 

Chenopodeaceae (espinaca y remolacha) y Gramineae (cebada y otros 

cereales). El primer paso es catalizado por la colina monooxigenasa (CMO), 

una enzima dependiente de ferredoxina (Brouquisse et al., 1989). La 

enzima convierte colina a la forma hidratada (gem-diol ) del aldehido, que 

es la forma dominante en solucién acuosa (mas del 99%): 

(CH3)3 N+-CH2-CH20H------ >(CH3)3 N+-CH2-CH(OH)> 
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La CMO es una enzima soluble localizada en el estroma del cloroplasto 

(Brouquisse et al, 1989). El poder reductor para la reaccién es generado 

fotosintéticamente, y la oxidacién de la colina se promueve por luz in vivo 

y en cloropiastos aisiados (Hanson et a/., 1985; Weigel et a/., 1988). E! 

sustrato colina es ubicuo en la naturaleza y su biosintesis esta bajo 

contro! por retroalimentacién en las plantas (McCue y Hanson, 1990). La 

CMO ha sido purificada de espinaca, es un homodimero con subunidades de 

Mr semejante a 45 kD, cuya actividad tiene un pH dptimo de 8.0 y es 

estimulada por Mg2+ (Brouquisse et a/., 1989; Burnet et a/, 1995). 

El segundo paso en la sintesis de GB es catalizado por la betaina 

aldehido deshidrogenasa (BADH) con fuerte preferencia por NAD+ en lugar 

de NADP+ (Arakawa_ et a/., 1990; WeretilInyk y Hanson, 1989). En hojas de 

espinaca el 90% de la actividad reside en el estroma de los cloroplastos y 

el resto aparentemente en una enzima citosdlica (Weigel et al., 1986). 

(CH3)3 N+-CH2-CH(OH)>2------- > (CH3)3 N+-CH2-C00- 

La BADH de espinaca es un dimero con subunidades de Mr semejante 

a 60 kD, tiene un pH optimo de 8.5 y es sustrato especifica, mostrando 

poca actividad en presencia de otros aldehidos pequefios (Arakawa et ai., 

1987; WeretilInyk y Hanson, 1989). A diferencia de la BADH de espinaca, 

las enzimas de amaranto y remolacha muestran alta afinidad por 

sustratos como la betaina aldehido y los aldehidos con carga positiva 

como el dimetilsulfoniopropionaldehido, el aminopropionaldehido y el 

aminobutiraldehido (Vojtechova et al, 1997; Trossat et al., 1997). 
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En E. coli, la via de biosintesis de GB es similar a la de plantas, 

salvo que el primer paso se realiza por una colina deshidrogenasa (CDH) 

unida a membrana que es capaz de catalizar no sdlo la oxidacién de colina 

a betaina aldehido sino también el segundo paso a GB (Landfald y Strom, 

1986; Lamark et a/., 1991). 

11.4. BIOLOGIA MOLECULAR DE LA SINTESIS DE GLICINA BETAINA 

Existen reportes del aislamiento de los genes de la BADH de E. coli y 

de arroz (Boyd et a/., 1991; Nakamura et a/., 1997), asi como los ADNc de 

espinaca (WeretiInyk y Hanson, 1990), remolacha (McCue y Hanson, 1992), 

cebada (ishitani et a/., 1995) sorgo (Wood ef a/., 1996) y una secuencia 

parcial de arroz (Nakamura et a/., 1997). 

Las bacterias tales como &. coli no producen colina pero pueden 

tomarla efectivamente dei ambiente (Styrvold et a/., 1986). La CDH tiene 

un Mr de 62 kD y es codificada por el gen betA ; y la BADH tiene un Mr de 

53 kD y esta codificada por el gen betB (Lamark et a/., 1991). 

En espinaca, la BADH esta codificada por un sdlo gen nuclear 

(WeretiInyk y Hanson,1990), mientras que en cebada y sorgo parece ser 

codificada por una familia pequefia de genes (Ishitani et al, 1995: Wood et 

al., 1996). La secuencia deducida de aminodcidos (aa) de la BADH de 

espinaca muestra un 37% de identidad con la BADH de E. coli (Boyd et al., 

1991) y 83,70 y 67% con las BADHs de remolacha (McCue y Hanson, 

1992), cebada (Ishitani et a/., 1995) y sorgo (Wood et al., 1996), 

respectivamente. El] ADNc de la BADH de espinaca codifica para una 

proteina de 497 residuos aa y tiene una Mr de 60 kD; el ADNc de Ia 

remolacha codifica para un polipéptido de 500 aa con una Mr de 61 kD; el 
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ADNc de cebada codifica para 505 aa que resultan en una Mr de 63 kD; y 

el ADNe de sorgo contiene un ORF de 494 aa con una Mr de 53.6 kD. 

En la secuencia deducida de aminodcidos de las BADHs reportadas se 

detect6 una regiédn de diez aminodcidos Val-Thr-Leu-Glu-Leu-Gly-Gly- 

Lys-Ser-Pro altamente conservada entre las aldehido deshidrogenasas, asi 

como también una cisteina localizada a 34 residuos del 

decapéptido, posiblemente involucrados en la unién al cofactor NAD+ y en 

catalisis, que han sido bien caracterizados en varias deshidrogenasas 

(WeretiInyk y Hanson, 1990). Por lo anterior, se postula que estos 

residuos pueden formar parte del sitio activo de la proteina. 

Si bien las clonas aisladas de espinaca y remolacha 

presumiblemente codifican para enzimas cloroplasticas, ellas carecen de 

un péptido de transito tipico. La comparacién de fas secuencias deducidas 

y determinadas indica que sus péptidos de transito contienen a lo mas 

ocho residuos o que el péptido de trdnsito puede estar ausente 

(Rathinasabapathi et al, 1994), lo cual contrasta con los 30-50 residuos 

que comunmente presentan los péptidos de transito de las proteinas 

dirigidas a cloroplasto (Keegstra et a/., 1989; Berry-Lowe y Schmidt, 

1991). 

Rathinasabapathi et af. (1997) clonaron y secuenciaron el ADNc 

codificando para la colina monooxigenasa (CMO) de espinaca. Tiene una 

longitud de 1622 pb y codifica para un ORF de 440 aa que incluye un 

peptido de transito a cloroplasto de 60 residuos. La CMO presenta 

grandes regiones con similitud a proteinas Fe-S tipo Rieske, en particular 

con las oxigenasas de bacterias. Los niveles de expresién de la CMO en 

hojas de espinaca se incrementan en respuesta a estrés salino. Los 

investigadores concluyen que la CMO de espinaca es una nueva clase 
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de oxigenasas de plantas, inducible por estrés ya que en contraste con 

otras oxigenasas de plantas la CMO de espinaca no comparte elementos 

con la enzima P450, no se encuentra unida a membrana, no es sensible a 

CO, su espectro dptico no es el de una proteina hemo y no existen en los 

bancos secuencias que presenten homoiogia significativa con ta secuencia 

de la CMO de espinaca. 

11.5. PATRON DE EXPRESION DE LOS GENES BADH 

En las diversas plantas donde se ha caracterizado el gen o el ADNe 

de la BADH se ha observado una expresién basal del transcrito, que se 

induce bajo condiciones de estrés osmético. Por ejemplo, los niveles de 

ARNm y de actividad enzimatica de ja BADH se_ incrementan 

aproximadamente dos veces en hojas de _ plantas de espinaca 

sometidas a estrés por 200 mM de NaCl, mientras que en hojas y raices de 

plantas de remolacha sometidas al mismo estrés aumentan 3 y 4 veces 

respectivamente (McCue y Hanson, 1992; WeretilInyk y Hanson, 1990). En 

cebada se reporté un incremento en los niveles de GB y actividad de la 

BADH en hojas y raices en respuesta a salinidad (Arakawa et al., 1992). 

Los niveles de ARNm de la BADH en cebada se elevan 8 veces por efecto de 

estrés salino (300 mM de NaCl durante 48 horas) y el gen se regula a nivel 

transcripcional por estrés hidrico (PEG al 20% (p/v) durante 48 horas) y 

ABA (100 uM durante 96 horas)(Ishitani et a/., 1995). Ademdas, se reportd 

que la BADH en sorgo se regula a nivel transcripcional por efecto del 

estrés hidrico, observandose un incremento de 2 a 3 veces en los niveles 

de ARNm luego de someter a las plantas a 23 dias de sequia (Wood et al., 

1996). Por otro lado, Nakamura et a/. (1997) reportan que el gen BADH de 
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amroz se expresa de manera constitutiva a bajos niveles, pero puede ser 

inducido durante el estrés_salino, si bien a niveles inferiores a aquellos 

alcanzados en cebada (Ishitani et a/., 1995). 

Finalmente, estudios previos han demostrado que en hojas de 

amaranto la GB se acumula bajo estrés hidrico (PEG al 8% (p/v) durante 10 

horas) (Gamboa ef al., 1991). Recientemente se ha encontrado en 

esta planta que la actividad de la BADH se incrementa en respuesta al 

déficit de agua (PEG al 17% (p/v) durante 4 horas)(Valenzuela-Soto y 

Mufioz-Clares, 1994). 

La BADH de amaranto presenta una masa molecular nativa de 125 kD 

con subunidades de 63 kD determinadas ambas en geles de poliacrilamida 

nativo y desnaturalizante, respectivamente. El pH dptimo de la enzima es 

de 8.0 (Valenzuela Soto y Mufioz-Clares, 1994). Por otro lado Valenzuela- 

Soto (1997), compard enzimas BADH de plantas silvestres y cultivadas de 

amaranto, detectando que ambas enzimas poseen una masa molecular 

nativa de 125 kDa. La enzima de las plantas silvestres presenté 2 

subunidades diferentes de masa molecular igual a 63 y 70 kD, mientras 

que las cultivadas mostraron 2 subunidades de 63 kD. Durante el 

electroenfoque fa enzima de las plantas silvestres migré como 3 bandas 

con un pl de 4.93, 4.85 y 4.78, mientras que la proteina de las plantas 

cultivadas tuvo solo 2 bandas. También la enzima de las plantas silvestres 

mostr6 una mayor resistencia a altas temperaturas. Se concluye que 

dichas diferencias pueden estar relacionadas con la regulacién de la 

actividad enzimatica y/o mayor capacidad de adaptacién a un ambiente 

mas agresivo (Valenzuela-Soto, 1997). 

17



  

11.6. EL AMARANTO 

El amaranto se cultiva en México desde el afio 4000 A.C 

aproximadamente, segtin constan restos de semillas encontrados en una 

zona arqueolégica en Tehuacan, Puebla. Fue un cultivo importante para la 

nutrici6n de los pueblos Azteca, Maya e Inca. Se utilizé para la 

preparacién de ofrendas que se comian durante las ceremonias religiosas, 

por lo que su cultivo se prohibio durante el coloniaje espanol (Trinidad et 

al., 1986). 

El amaranto es una planta con metabolismo del tipo C4 y acumula 

glicina betaina en las hojas maduras en respuesta al déficit hidrico 

(Gamboa et al., 1991). La planta es muy resistente a la sequia, dado que a 

potenciales hidricos de -1 MPa o a un contenido relativo de agua (CRA) de 

60%, es capaz de producir semilla. También muestra una recuperacién 

rapida (15 minutos aproximadamente) Iuego de eliminado el estrés 

(Valenzuela-Soto, 1994). Cuando el déficit de agua es elevado (un CRA de 

menos del 50%), la planta deja de sintetizar GB y acumula prolina (Gamboa 

et al, 1991). Su importancia agrondmica se debe a que tanto !a semilla 

como la hoja contienen una gran concentracién de proteina de alta calidad, 

superior a la de la soya y pescado, debido a su alto contenido de lisina 

(Downtown, 1973) y en aminodcidos con azufre (Valadés-Rodriguez et al, 

1993). Algunas de las caracteristicas mencionadas le confieren al 

amaranto un gran potencial como germoplasma para el mejoramiento 

de cultivares de interés agricola que sean sensibles al déficit de agua. 

Muchas de las plantas de interés econémico normalmente son 

sensibles a la sequia o ai estrés osmético dado que no han desarrollado 

mecanismos de defensa. La transferencia de la maquinaria enzimatica 

involucrada en la sintesis del osmolito glicina betaina es una posibilidad 
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que permitiria la obtenciédn de plantas de interés agricola de alto 

rendimiento y tolerantes al déficit de agua, lo que podria contribuir a 

aminorar en parte el grave problema alimentario que padecen paises como 

el nuestro. 
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I. OBJETIVOS 

El presente trabajo constituye parte de un proyecto ambicioso que 

en sus origenes se propuso ja caracterizacién a_ nivel bioquimico y 

molecular de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa de hojas de 

amaranto y llegar a entender el papel que esta enzima juega en la 

tolerancia al estrés hidrico y osmético. Se pretende contribuir al 

esclarecimiento del mecanismo molecular que confiere al amaranto 

tolerancia al estrés hidrico y osmético y en el futuro utilizar dicho 

conocimiento para transplantar a especies de importancia economica 

como el maiz y el frijol entre otros, genes que potencialmente confieran 

tolerancia a la sequia, tales como el que codifica para la betaina aldehido 

deshidrogenasa. 

OBJETIVO GENERAL: 

1. Estudiar la estructura y regulacién de la expresion dei 

gen de ia betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) de Amaranthus 

hypochondriacus L. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Aislar el gen completo de la BADH y determinar su secuencia 

de nucledtidos. 

2. Determinar el sitio de inicio de la transcripcién. 

3. Obtener el ADN complementario de la BADH. 

4. Determinar el numero de copias presentes del gen BADH en 

el genoma de amaranto. 

5. Determinar el patrén de expresidn del gen en hojas de 

amaranto tratadas con ABA, déficit de agua y salinidad. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

1V.1. MATERIAL VEGETAL 

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de 

Amaranthus hypochonariacus L. cv. Azteca donadas por el Instituto 

Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP) y 

propagadas bajo condiciones de invernadero en Cuernavaca, México. Las 

semillas se germinaron y crecieron en macetas conteniendo el sustrato 

vermiculita e irrigadas con solucién MS (Murashige y Skoog, 1962), bajo 

condiciones controladas (temperatura de 240°C y 16 horas de luz, con un 

promedio de 50% de humedad relativa) en cdmaras de crecimiento e 

irrigadas diariamente. Se cortaron hojas maduras de plantas de seis 

semanas de edad y se sometieron a tratamientos con ABA 100 uM, NaCl 

0.5 M, PEG 17.5 % ( PEG 17.5% (p/v) es equivatente a un potencial 

hidrico de -1.0 MPa; Money, 1989 ) y con agua como control, durante 0, 1, 

2, 6 y 24 horas. 

IV.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO RELATIVO DE AGUA 

Para cada uno de los tratamientos se determind el contenido 

relativo de agua (CRA, RWC) que define la cantidad de agua que los tejidos 

tienen aimacenada, en relacién con la maxima cantidad que pueden 

almacenar. Se cuantifica como 100% x (Peso fresco) - (Peso seco) / (Peso 

turgido) - (Peso seco). Con un sacabocados se cortaron discos de hojas de 

los diferentes tratamientos y se pesaron para obtener el peso fresco, 

después se colocaron en cajas de Petri con agua destilada y se dejaron 
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saturar dentro de una camara durante 4 horas. Luego se sacaron de la caja 

de Petri y se elimind el exceso’ de agua en la superficie utilizando papel 

secante y se peso nuevamente para obtener el peso turgido. Finalmente, 

los discos se secaron en una estufa a 70 °C durante 24 horas y se 

determino el peso seco (Larqué-Saavedra y Trejo, 1990). 

IV.3. CEPAS 

El banco gendmico de amaranto fue plateado en E. coli 

KW25 1(merA-merCB-EcoKR-EcoBM+) y la cepa XL1-Blue MRF'A(mcrCB)183 

A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 sup44 thi-1 recA1 gyrA96 re1A1 

lac(F'proAB laciaZAM15, Tn10, Tetr))(Sambrook ef a/., 1989) se utilizd 

para transformar subclonaciones y construcciones. 

IV.4. MATERIAL DE LABORATORIO 

Se utilizaron reactivos grado analitico de !a casa comercial Baker o 

Sigma (Phillipsburg, NJ y St. Louis MO, EEUU). Las enzimas de restriccion y 

de modificacion fueron de Boehringer-Mannheim (Mannheim, Alemania). E| 

kit de Sequenase Version 2.0 que se utilizé para determinar la secuencia 

de nuclectidos fue de United States Biochemical Corporation (Cleveland, 

Ohio, EEUU). La M-MLV transcriptasa reversa que se empleo fue la 

SuperScript I| de GIBCO BRL (Gaithersburg, MD, EEUU). El bacteridfago 

auxiliar VCS-M13 utilizado para obtener ADN de cadena sencilla fue de 

STRATAGENE (La Jolla, CA, EEUU). Los vectores pBluescript KS (4/-) y 

pGEM3zf(+) fueron de STRATAGENE y PROMEGA (La Jolla, CA y Madison WI, 

EEUU), respectivamente. 
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IV.5. MANIPULACION DEL ADN 

Las técnicas de ADN recombinante tales como la transformacién de 

bacterias, aislamiento de ADN de _ plasmidos, bacteriédfago lambda, 

digesti6n del ADN con enzimas de restriccidn o tratamiento del ADN con 

enzimas de modificacién se.llevaron a cabo de acuerdo a procedimientos 

estandar (Sambrook ef a/., 1989). 

IV.6. SECUENCIACION DEL ADN Y ANALISIS INFORMATICO DE 

DATOS 

Las deleciones consecutivas (Henikoff, 1984) de los insertos de las 

clonas seleccionadas fueron creadas con las enzimas Exonucleasa lil y 

Nucleasa Si. Se purifico ADN de cadena doble (Seto, 1990) y ADN de 

cadena sencilla utilizando el bacteridfago auxiliar VCS-M13, para luego 

determinar su secuencia de nucledtidos por ef método de terminacién de 

cadena con dideoxinuclestidos (Sanger et a/., 1977) utilizando el kit de 

Sequenase Versién 2.0 (Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, 

Inglaterra). Las clonas de ADNc obtenidas por RT-PCR se mandaron 

secuenciar al Sequencing Laboratory, Queen’s University, Kingston, 

Canada, donde se utilizo el método de terminacién con dideoxinucledtidos 

marcados por fluorescencia empleando un secuenciador automatico. Los 

alineamientos de la secuencia de ADN y las secuencias de proteinas se 

analizaron usando el programa de computo Gene Works version 2.4 

(Intelligenetics, EEUU). 
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1V.7. HIBRIDACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS 

Para rastrear el banco gendmico de amaranto ( construido por la 

Dra. June Simpson, CINVESTAV,  Irapuato ) se transfirieron las 

placas del bacteridfago lambda GEM-11 a una membrana de nylon N+ 

(Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra) que se _ trat6 

siguiendo el método convencional para desnaturalizar ADN (Sambrook 

et a/., 1989). El filtro se hibridd con el ADNc de espinaca (Weretilnyk y 

Hanson, 1990), marcado por "random priming" con el isétopo 32P (Feinberg 

y Vogelstein, 1983). Las condiciones de hibridacién fueron 2X SSC (1X 

SSC= NaCl 150 mM y citrato de sodio 15 mM) a 650°C. EI filtro se lavo 3 

veces, durante 20 minutos cada lavado, a 2X SSC y 50°C. Los Southern y 

Northern se realizaron de acuerdo a protocolos estandar (Sambrook et ai., 

1989), con las siguientes modificaciones. Para el Southern genomico, el 

ADN fue fraccionado sobre un gel de agarosa al 0.8% (p/v) en buffer TBE 

(1X TBE= Tris-borato 0.090 M y EDTA 0.002 M) y transferido a una 

membrana de nylon Hybond N+. El filtro se hibridé usando como sonda el 

ADNc de amaranto marcado por "random priming" con el isétopo 32P 

(Feinberg y Vogelstein, 1983), usando 5X SSPE (1X SSPE= NaCl 16.8 mM, 

NaH2PO, 10 mM y EDTA 1 mM) a 650°C. El filtro se lavé 3 veces, durante 15 

minutos cada lavado, dos a 1X SSPE y una a 0.5X SSPE a la misma 

temperatura. 

Para ei gel tipo Northern se utilizé un gel de agarosa al 1.2% (p/v) en 

un buffer de MOPS-formaldehido y se transfirid a una membrana de nylon 

Hybond N+. Las condiciones de hibridacién fueron 5X SSPE a 650°C 

utilizando la misma sonda que para el Southern gendmico. Al filtro se le 

dieron tres lavados sucesivos, de 15 minutos cada uno, con 1X SSPE, 1X 

SSPE y 0.1X SSPE, respectivamente, a 65 oC. 
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La abundancia del transcrito y la proteina en los autorradiogramas 

se determind con un _ densitometro laser. Las muestras control (no 

tratadas) se consideraron como el 100% jy a -las muestras 

tratadas se les asigné valores relativos luego de comparar con los valores 

de las muestras control. Ademas, los filtros fueron rehibridados con un 

fragmento del ARN ribosomal 28S de Phaseolus vulgaris (proporcionado 

por el Dr. José M. Colmenero, Instituto de Biotecnologia, UNAM) y se 

estandarizaron los niveles relativos de los transcritos con respecto a la 

hibridacio6n con la ultima sonda. 

IV.8. EXTENSION DE PRIMERO 

Un oligonuclestido P1 (5'-CGCGAAGGTACACGGATCGCC) que aparea su 

extremo 3' al segundo coddén de la secuencia codificadora del gen 

ahybadh4, fue marcado con la T4 polinucledtido cinasa, de acuerdo al 

protocolo de Sambrook et a/. (1989). El oligonucledtido P1 marcado con 

una actividad especifica de 5x 105 d.p.m. ug-! se hibridé durante toda la 

noche contra 10 ug de ARN total a 30°C en una solucién de Pipes 40 mM 

pH 6.7, EDTA 1 mM, NaCl 0.4 M y 80% (p/v) de formamida. Posteriormente 

de la hibridaciédn se adicioné a la reaccién dNTPs 1 mM, buffer de primera 

cadena 1X M-MLV RT( Tris-HCl 50 mM, pH 8.3; KCI 75 mM; MgClo 15 mM), 

50 unidades de RNAsina, y 400 unidades de M-MLV transcriptasa reversa y 

se incubé a 42 °C durante 90 minutos. Enseguida se tratéd la muestra con 

RNAsa A, se extrajo con fenol-cloroformo y se precipit6 con etanol en 

presencia de acetato de amonio 2M. Los productos de la extension se 

analizaron en un gel de poliacrilamida al 6 % (p/v) y urea 8 M, utilizando 

como referencia la secuencia del extremo 5' de la clona gendmica. 
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1V.9. CLONACION DE ADNc POR RT-PCR. 

Se extrajo ARN total de hojas de amaranto tratadas con PEG al 20% 

(p/v) durante 12 horas, de acuerdo a un método conocido (Schuler y 

Zielinski, 1989). 

La primera cadena se sintetizé usando M-MLV SuperScript il ARNasa 

H- transcriptasa reversa de acuerdo a instrucciones del fabricante (GIBCO 

BRL, Gaithersburg, EEUU). En un tubo Eppendorf se afiadieron 5 ug de ARN 

total y 2 pmol del oligonucledtido RV (5'- 

CGCGGATCCTCAAGGAGACTTGTACCATCCCC), en un volumen final de 12 ul 

de agua. Se incubé a 70 oC durante 10 minutos e inmediatamente después 

se colocé en hielo. Posteriormente se adicionaron 4 pL de buffer: de 

primera cadena 5X (Tris-HCI 250 mM, pH 8.3; KCl 375 mM; MgClo 15 mM), 2 

uL de DTT 0.1 M y 1 pl de dNTPs 10 mM. E! contenido se mezcid 

suavemente y se incubé a 42 °C durante 2 minutos. Se afiadieron 200 

unidades de SuperScript Il, se mezcl6 pipeteando suavemente y se incubé a 

42 oC durante 50 minutos. La reaccién se inactive por calentamiento a 70 

oC. Finalmente, para eliminar el ARN complementario al ADNc, se 

afadieron 2 unidades de ARNasaH de £. coli y se incubé a 37 oC durante 

20 minutos. 

Para la segunda cadena se utilizaron oligonucledtidos especificos 

conteniendo sitios BamHI, correspondiendo al extremo N- terminal (FW) 

(5'-GCGGGATCCGGCGATCCGTGTACCTTCGC) y al extremo C- terminal (RV) 

(5'-CGCGGATCCTCAAGGAGACTTGTACCATCCCC) de la secuencia 

codificadora de la clona gendmica. Se amplificd el fragmento de ADNc por 

PCR, usando un ciclo a 940°C durante 5 minutos, 40 ciclos a 94 oC, 1 

minuto; 55 °C, 2 minutos; y 72 °C, 3 minutos. Finalmente, 1 ciclo a 72 oC 
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durante 5. minutos. Se _ digirid el producto de PCR con la enzima 

BamHI y se fraccioné en un ge! de agarosa al 1% para purificar la banda de 

ADN antes de clonarla en el vector pBluescript KS(+) como una fusién 

traduccional con B-galactosidasa. 
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V. RESULTADOS 

V.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA CLONA 

GENOMICA AHYBADH4 DE AMARANTO QUE CODIFICA PARA LA BADH 

Para aislar el gen de la BADH de amaranto, se procedid a hacer un 

rastreo del banco gendmico de amaranto utilizando como sonda e! ADNc de 

la BADH de espinaca proporcionada por ei Dr. A. Hanson (WeretylInik y 

Hanson, 1990). Se rastrearon 300,000 recombinantes y de los seis 

aislamientos originales se obtuvieron placas puras. Las seis clonas se 

caracterizaron por digesti6n con diferentes enzimas de restriccién y por 

Southern. Una clona, que se denominé lambda ahybadh4 mostré un inserto 

de aproximadamente 15 kb conteniendo una regidén de ADN que hibridaba 

con la sonda. Las Figuras 2 y 3 muestran el patrén de restriccién y el 

Southern de la clona genémica ahybadh4 luego de digerir con distintas 

enzimas de restriccién e hibridar con el ADNc de la BADH de espinaca. La 

digesti6n de la clona ahybadh4 con las enzimas de restriccién Saci/Sall 

hibrid6 con la sonda en 3 fragmentos bien definidos (Figura 2, carril 5), 

“que se pudieron reordenar en un mapa de restriccién (Figura 4) de acuerdo 

también al patrén de digestiédn obtenido con varias enzimas de restriccién. 

Se purificaron las bandas de 1.5, 2.2 y 4.3 kb y se procedié a clonarlas en 

ambas orientaciones en el vector pBluescript KS-. para luego mapearlas 

de nuevo y detectar los fragmentos que portaban regién codificadora por 

hibridaci6n con la sonda de ADNc de espinaca (Figuras 5 y 6). 

Una vez subclonados los fragmentos de 1.5, 2.2 y 4.3 kb que 

hibridaban con la sonda, se procedid a realizar deleciones consecutivas 

(Figura 7) para luego obtener la secuencia de nucledtidos (Figura 13). 

Dado que los tres fragmentos subclonados no portaban la secuencia 
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Figura 2. Patron de restriccién de la clona gendémica ahybadh4. 

Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B) de la clona 

genémica ahybadh4 de Amaranthus hypochondriacus L. El ADN se digirié 

con diferentes enzimas de restriccién: 1, control positive ADN BADH de 

espinaca; 2, digestién con la enzima de restriccién Hind Ill; 3, Kon |; 4, Sac 

/Kpn |; 5, Sac I/Sal 1; 6, Sac 1/ Xba |; 7, Sac I/Pst |; 8, Sal I/ Pst |; 9, Sal 

\/Xba |; 10, Xba |/Pst |. 
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Figura 3 . Patron de restriccién de la clona gendémica ahybadh4. 

Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B) de la clona 

genomica ahybadh4 de Amaranthus hypochondriacus L. El ADN se digiriéd 

con diferentes enzimas de restriccién: 1, control positive ADN BADH de 

espinaca; 2, Sac |; 3, Sac I/ Hind Ill; 4, Sal 1; 5, Sal |/ Hind Ill; 6, Xho t; 7, Xho 

Hind III; 8, Xba t; 9, Xba WHind Ill; 10, Pst I; 11, Pst i/Hind Il. 
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Figura 4. Fragmentos de ia clona genémica ahybadh4 que hibridaron con 
la sonda de ADNe de la BADH de espinaca. La sonda hibridé con tres 

fragmentos (de izquierda a derecha) de 4.3 kb Sacl/Sall, de 1.5 kb 

Sall/Sacl y de 2.2 kb Sacl/Sacl. 
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Figura 5. Patron de restricci6n de la subclona de 1.5 kb de 

ahybadh4, Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern biot (B). 

El ADN se digirid con las enzimas: 1, control positivo ADNc BADH de 

espinaca; 2, Xhol; 3, Sacl/EcoR!; 4, Sacl/BamHl; 5, Sacl/Hindlll; 6, 

Sacl/Xbal; 7, Sall/Xbal; 8, Sall/Pstl; 9, Kpnl. 
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Figura 6. Patron de restriccidn de las subcionas de 4.3 y 2.2 kb de 
ahybadh4. Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B). El 

ADN se digirid con las enzimas: 1, control positivo ADNc BADH de 

espinaca; 2, Xhol; 3, Sacl/EcoRt; 4, Sacl/BamHI; 5, Sacl/Hindilll; 6, 

Sacl/Xbal; 7, Sall/Xbal; 8, Sail/Pstl; 9, Kpnl; 10, fragmento de 2.2 kb 

digerido con Sacl/Xbal. 
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Figura 7. Deleciones consecutivas de la clona genémica ahybadh4. Se 
muestran las deleciones .que se realizaron a los fragmentos de 1.5 kb 
Saci/Sall y 4.3 kb Sall/Sacl con las enzimas Exonucleasa III/Nucleasa S1, 
asi como el fragmento Sacl/Hindill de 0.4 kb ubicado en el extremo 3' de 
la clona. 
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codificadora completa, faltando lo que corresponde a la regidn 5° del gen 

incluyendo el extremo N-terminal y regidn promotora, se procedid a 

mapear el resto de la clona genémica por PCR (Figura 8). Con este fin se 

sintetizaron tres oligonucledtidos, uno denominado M28 conteniendo la 

secuencia conservada 5'-GCGGATCCTGAGAGTGGAGAGAACCCAT cercana al 

sitio de inicio de la traduccién de la BADH de espinaca, con un sitio de 

restriccidn BamHI (WeretiInyk y Hanson, 1990), y otros dos D75 (5'- 

GTCCCATGCTGCTTCA) y D117 (5'-GTGCTTCATCTCCTTA) portando una 

regi6n de la secuencia del intrén mayor de ahybadh4 cercano al extremo 

5'. Utilizando. ADN de la clona genédmica ahybadh4 como templado se 

procedi6 a hacer reacciones de PCR, obteniéndose dos fragmentos 

esperados de tamafios 2.5 y 3.5 kb (Figura 9A). Se digirieron con las 

enzimas Saci/BamHl, obteniéndose un fragmento de 0.7 kb (Figura 9B y 

9C), portando la regidn codificadora restante, el cual se subcloné en el 

' vector pGEM3zf(+) y se determinéd su secuencia de nuclesdtidos (Figura 13). 

Finalmente, para obtener la regién del promotor se realizd un 

Southern con ADN de la clona ahybadh4 digerido con diferentes enzimas 

de restriccién y utilizando como sonda al fragmento de 0.7 kb arriba 

mencionado, se logré aislar un fragmento de 1.7 kb con sitios de 

restriccién Xbal/Xbal en los extremos (Figuras 10 y 11). Posteriormente 

se subcloné en el vector pGEM3zf(+) y se obtuvo la secuencia de 

nucledtidos (Figura 13). De esta manera, se completd la secuencia total 

del gen ahybadh4. 

La Figura 12 muestra el mapa de restriccién completo del 

gen ahybadh4 de 8998 pb de longitud y la secuencia completa de 

nuclectidos se presenta en la Figura 13. Esta ultima reveld una estructura 

de 15 exones con un marco de lectura abierta de 501 aminodcidos, 
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Figura 8. Mapeo del extremo N-terminal de ta clona 
genomica ahybadh4. Se muestran los oligonuclesdtidos 
utilizados y su ubicacién a lo largo de la cadena de ADN. Las 
barras negras indican los exones 3 al 15 (de izquierda a 
derecha). 
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Figura 9 . Deteccion de la regién 5’ del gen ahybadh4. A. Productos 
de la reaccién de PCR utilizando el oligonucledtido D75 (1) y el 
oligonuclectido D117 (2) alineando ai extremo 3' del segundo intron 
de la clona gendmica y ei oligonucleétido M28 apareando al extremo 
5', portando la secuencia deducida de la BADH de espinaca. B. 
Productos de Ia reaccién de PCR digeridos con las enzimas de 
restriccién Saci/ BamHI, (1) fragmento de 0.7 kb puro, (2) 
fragmento de 3.5 kb y (3) fragmento de 2.5 kb. C. Ubicacién del 
fragmento de 0.7, 2.5 y 3.5 kb en la clona ahybadh4. , 
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Figura 10 . Mapeo del extremo 5’de la clona gendmica ahybadh4. 
Electroforésis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B) utilizando el 
fragmento de 0.7 kb como sonda para obtener la regién promotora contenida 
en el fragmento de 1.7 kb con sitios de restriccién Xbal/Xbal. El ADN se 
digirid con las enzimas de restriccién siguientes : 1, Hindill/Sac!; 2, Smal/Sacl; 
3, Hincli/Sacl; 4, EcoRV/Sacl; 5, Clal/Saci; 6, Xbal/Xbal; 7, Xhol/Sacl. 
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Figura 11. Localizacién del fragmento de 1.7 kb de la clona 
genomica ahybadh4 portando la regién del promotor. 
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Figura 12. Mapa de restriccién de la clona genémica ahybadh4 
de Amaranthus hypochondriacus L. La linea horizontal 
representa la secuencia de nucledtidos de 8998 pb. Los sitios de 
restriccidn son: X, Xbal; H, Hindill; S, Sall; P, Pstl; y Se, Saci. La 
flecha representa el sitio de inicio de ta transcripcién y los 
bloques representan los exones. 

40 

 



* * * * *” * 

TCTAGAAGTTGGAGCTGTTTGGGTTAATTGCTCACAGCCTIGCTTTACTCAAGCTCCATG 
XbaI 

GGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGGACGTGAACTTGGGGAATGGTGAGTCCATATTTT 

TCCCGTCTACAATAACCATTATATCAGCCCCTTGCATCACAACACTTAACTCTTCATCCT 

TCTTGATGTTAACTGTGGAATAATCCTGCAGGGGTATCGAGAATTACTTGAATATAAAGC 
PstI 

AGGTGACTCGGATACTCTACTGATGAACCGTGGGATGGTACAAGTCTCCTTGAAGCTTTC 
HindIIt 

GATGAAATTCGCAGACGCCATCATCATGAAGTGGACAATGGTGTAGTTTACAGTTTGAAT 

GTATTGTTAAATAAAGCATTGATGATGATGTATCACTCCATAGAATGGAGAAAAGTTTGA 

ATCAGGAATAATATGTTTACATATTIGAACAAATTCTGTGTTTATTTTCATTCTAAGATT 

GAGCAAGCAGGATACATTTGTAACTTTAAACTGGGTATTACTATTTACTATAGGCTAATA 

GCTATTTATCTTATTATTATTATTATAATAGTATACTCATGGTTAAAATACAACTTTTAA 

TAAATTAAAAGCAGCCAACTTAAATTAATCAAAATAGCAACTTGAAGAGGAATAAAACAC 

CAATTTAAACAAGGTAAAATTTCAACTTGAACAGGTTATAATACCAAGGTTAAAACATTA 

ACGGTCCGTTTGGTAGGTAGGTAATAAACGGTGGTAATGAGAATGAAAAACTAGTGTAAT 

TTTTGAAAAAAAATTTTTTAGCTAACTTGATGGTCATACTTATCCAACTCCAATCATCTC 

ATTTTCTTCATAAAATTCATTTTAATGCATTATCATTGAGAGAGGTGATATTAGGTGGTA 

AAGAAAATTTGTAAACAAAAATAACAAGCGTAACTTTAATTTCGTAACAACTTAATAGGT 

TAAAACACCACTCCAAATATGTTAAAATACCAACTTCAAATACCAATTTCGACAAGTTAA 

ACTTTAATATGTTATATACCAACTTTTGATAGTTTTTCAAACATGTTAAAATACCAACTC 

CAAATAGATCAACATTTCAACTTTAATAGGTTAAAATACCTACTCAAATAAGTTAAAATA 

CCATTTTTATAGATTAAAATATCAACCCCAAATAGGTTAATACAGGGAATAAGCGCGTGT 

TAGTTAATTTTATTTTGCTAATTACATATTAGTCTTTTTAAATAGGTGTGTCTCTTAATA 

AAGACGGTCTCTCACAACAATTTACGTTAAATGATACTTGTGTCGTGTGCAATATAAATT 

+1 
TAATTTAATTTGTATTGTGACGCACGGCCCTACCGAAGATACTCATCGGACTTGCCTAAC 

AAAAAGACGATCAGTATTTATCGATTCACATTATTCACATCTTGTCTTGAAAATGAAATA 
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TTAGTCATCTTGCTATAATATCAACGCTTTTACTTCTTATACTTCCAACTTCAACTGATT 

MA T R V P S RQ UL F I DGeeE 
TTTTCTCACCAAAAATGGCGATCCGTGTACCTTCGCGCCAGCTATTCATTGATGGAGAAT 

FW 

W R E P I K K N R I P IT TN P § T EE E Tf 
GGAGGGAACCCATCAAGAAAAATCGCATCCCTATCATCAATCCTTCTACTGAGGAGATCA 

IT 

TTgtgttgtttactttccccctttatatgttttatccaacttcttcacatgaatagcaaa 

accgacaaagatccaaaacattgaacttctctttcatatagtattttgagtgttcttatg 

aagttattictagattagattatgataacagaaatgctattactgaaaggattctttttc 
XbaI 

ctgggttctggatttatggatgatgatgatgtgctttaatggtaattggaattggaatta 

ctttttttcagatttaagattgtttattttttttttaactactgggaatctgtcaaatct 

gattttctatgtggggtttgaatttgaatggtgatgatatgattttcgtgattgaaacta 

aagttaaaggatctataaatttttctataggttcagttctgcegactctagtttataggga 

ttaagacttttacattgttgttgatccatctattggtgattaaagtttgeattcatcatc 

G D I PAA T AED VE LAVA 
atttgggttttagGGTGATATTCCGGCTGCTACTGCTGAAGATGTGGAGCTTGCAGTCGC 

A A R R A LL K R N K G EODW A S AS GA 
TGCAGCTAGAAGAGCGCTTAAGAGGAACAAAGGAGAAGATTGGGCGTCTGCATCTGGAGC 
PstI SacI 

  

H R A K Y EL R AT AA K 
TCATCGTGCTAAGTACCTTCGGGCCATTGCTGCTAAAGtatgtattttagggtcttattt 

gattttatggtattgtgtagactcttgatccatttatgttcttgatatctacggtgacca 

atagtttgatgttggtcactctgttttgtttaattggaatggaggagtgatagtgataat 

aatataaatagaattattgaattagctaaaaatgaaagctgtacattgacatcgaaagat 

gtacaacttcttagtgtaggtgataatccgtctatctgtgatgaacccaggcaagtacag 

acaataatgaagaaaaatagagagtagcaagagagaaggggggcagaattttcagaagaa 

aagagaagaaggtacagcagagaagaagaaaagataggggagagtacagaatttagaggg 

agatagtatttagatattctcattcataccaatcattatttacatcatactatttctage 

tacaagtactcacaacttgctggccaaattgattggttacaaaaagatgetttttctada 

Xbat 
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tatactcactaacagaaggcacctatattattgttgttagtaacttattctttttccacg 

ectgtgatacaccttccatccttttgcttgctcagtggtatgacacatcccattacaaag 

ctagcattttcctataagtgaggtgaagcectttcattgaagggagggacaatttttatgg 

gacgttctgtttattggtattagatagtgttaatgagatgtaaaaaaatatgtcatactgt 

tcccatgtattgcatcccagatttticctataagtttctacttgttcgtcaacagtctgtt 

tcaaaacgaagacatacccttttagtaagttttttctctttatatcgtacccacacccaa 

tcacccatttttctttattttcaaattcttgetcagatttatgttggttgtttggattga 

ggagtcttgttattcgtatctggttcatgtaactittcagttaaactcaaggctagctta 

atcttttgcetcgttaccagtcatattcaattgggctgaaatttccaagtacctcattgag 

Cattaagctaattgaaattgcttgccaaacaaaacaattgttctaacaacaatggctgag 

cacttatttccaagtacctcaaaagttaggatcggctaaaacaaagcacttattccattg 

ctgaactgtcattagggtgataataaggttgaattttaggctcacaaccttattatttgt 

geccatattttctttcctcaagagagttgtgtcagetattagtgacagttttttactatt 

tatttcaaatgagtctcaaggattctctcttgaaaaacattttcactttgaatttacgaa 

gtttctatctttatggtaaacatggatgtatgagtagacgagtagtatacacttccattt 

gggtattttctttttcttgaatatcatttaggtatgtgttgattgetrttcttgtgagceac 

atttggcattttgagtgagcatgaagattatctaatgggaggatttaatcatctagcaat 

aaaactgagacctaatgataataatgtcgagtacttttaaagtaggtaaagatgcctaca 

tatgctggaagcctggaatttcgtatacatctccgcaaattgattaactctagtcatgtt 

gaatttatcatttgtacaccattgttttagagttgtaagagatatagataaagaacattt 

gtaatgttttagtagtcttctgaaagttggcecttagattgtactcttgettggttttgtt 

gcgtaagattttgtggaatatttatctttgatatgtttgcttccctaaggagatgaagca 

ctaaatttattaagcatttggatgtattgaatctgttgatatcatccctgattcatcaag 

tatgtcactaccatattctaattcaaatgtgttctccaagggggtattgggagttcagta 

ctcagtatgacctatatctcatttacatactcaagcattagatattgatactttcagggt 

cacctggatgcaactttttgagacttcaagagtcattgtacttattttatggattataca 

ttgatcctttggaaggaatcaagtgtttaagactcactataatgagtatcaattgaccgt 
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3000 

3060 
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3240 

3300 
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3720 

3780 

3840 

3900 
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4020 

 



  

gcacaaagagtgtttcatttcgattctcacacttcccacatcectttcctgtectcctgt 

ceccatgtaacaattaagtgtggcggttgcetagtcctttctcccaatcctcacagagget 

cagctttctggactagaagatctccatttaaatttatgtaaatgggatacaattgtcata 

aacaagattactcagtacataggtttaggtgtggacttcacgccatagtgaaaaatctca 

agtttggtcgttgcggtaagggtcacagttgcegtattgggtcgttaaaccactttcacaa 

ccaagttggtgattttgcagttgtggectatatcatggtctcttttaccataagtttttg 

atatataatattgccacaatgctctgatgttatggtgtgaaataaggtttcagtcatggt 

tgtggtaatggtcgcagaaatgacttttgtggttgecteggectatattttagtcatggt 

aagat caaaaaccattacaacacttttgatacggtgcgatgetttgetctatgegtgate 

ceggatgatattttgacattttgcettgtgcetccatgectgactctctaattttgettgtag 

I T E K K D Y F A K L EAM DcC¢CGkK PL 
ATAACAGAGAAAAAAGATTATTTTGCAAAACTTGAAGCCATGGATTGTGGGAAACCACTG 

D EA A RD I 

GATGAAGCAGCTAGGGACATTgtaagtttatgttgtagtatcgttatatatcttctaaat 

D DV AGC FE 
actgtttctttcccgagtattaactaggctttccaqGATGATGTTGCTGGATCTTTTGAA 

Y Y A DQ A EA LOD A K Q K A PITAL P 
TATTATGCCGATCAAGCAGAAGCCCTTGATGCTAAACAAAAGGCTCCAATTGCCCTTCCT 

M D T F K C H V UK QO P IGvVVGtL#I.éés 
ATGGACACTTTCAAATGCCATGTGCTTAAACAACCCATTGGTGTTGTTGGGTTIGATTTCT 

P W 

CCTTGGgtagtatggacccccagcegctctttcctccaataagaaactggtgaaattgaaa 

caaatatgacaattcattcatttcttgegttcatcaaatctgaaggggatcgatattaat 

cagataaaacaacttgtctaatgaatgqggggaagtgcaagtgcegcaacaggatatctcac 

aatcaattttattcgttgactgattatttttttgcqgaacatgtatttttgatgaacaca 

caagagaaggaatggacaataacatataagttttttttgcegatttcatgcettgcaagttg 

caactcttcactgaaggatcacttaatttgaaaataaagattttgegtcttttttcagtt 

ttttcgtcctttttttatatattttttccttgtgcaaatgtgcatttagettcttgttat 

N Y¥ P 
gagettgggaaatgtgatgttttatgtttcttgtcatctttttcattgaaqAATTATCCG 
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4680 
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4800 

4860 
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5520 

5580 

5640 

5700 

5760 

 



L &b M A T W K V A P AL AA GCE S AV EL 

CTTCTAATGGCAACATGGAAAGTTGCTCCAGCTCTTGCTGCTGGTTGCTCAGCTGTACTT 

K P S$ E L AS V 
AAGCCGTCTGAACTGGCATCCGTAgtagctttattctgaaactatcactgtcegaacttc 

T Cc 
actcaaagcgatactgatatttctgttcttcgaaaacttcgacttttgacttcagACTTG 

L EL AE VC R EV GLPPGVLN FL 
CCTAGAATTGGCTGAAGTGTGCAGAGAAGTGGGACTGCCTCCTGGCGTATTAAATATTTT 

T G Lb G P EA GG PLAC H P DVD K 
AACAGGATTAGGTCCTGAAGCTGGTGGGCCGTTAGCTTGCCATCCTGATGTTGACAAGaE, 

tacattttgagtgcatttatgtaaaatgaatctgtagatgtgaacttttectttectgtt 

V A F T G § T AT GS 
cattttaatcacttatctacttgataqGTTGCATTTACTGGGAGTACAGCTACTGGTAGC 

K V M S S A AQLV XK 
AAGGTTATGTCATCCGCTGCTCAATTGGTCAAGatttgtcacaaatgtactccatgaaag 

Hinda@IIr 

P 
ctttgatataacttaatgttgagttccttctatgaaatttttaacatgaactacagCCTG 

PstI 

  

VT L ELGG kK S$ P ITV IF EDVODo.L»D 
TTACATTAGAACTTGGAGGGAAAAGTCCTATTGTTATCTTTGAAGATGTTGACTTGGATA 

K 
AAgttagtttctataagagcagacacatcagttatttgtctegtgtagatctatcaacac 

: A A E W T A F 
atgttctaatacgttaaaaactttttcaaat tgaacaqGCTGCTGAATGGACTGCTTTTG 

G C F W T N G QTtc¢c¢sS AT S RLU V #H 
GCTGTTTTTGGACAAATGGTCAAATTTGCAGTGCAACATCGAGATTACTTGTGCATataa 

gcaatcaatcattaccatggaatattgcectgattttcgatgtgttgaattttgttgtgtt 

E S I A A E 

gtctcctatatttaaaaatatcgtcttcgaaatcatttcaqGAAAGCATCGCAGCTGAAT 

FL DR LV K WC K N I K IS DP F ERB 
TITTGGATAGGCTTGTAAAATGGTGCAAAAACATAAAGATCTCTGACCCGTTTGAGGAAG 

G C R LG PVVS K § Q 

GCTGTCGACTTGGTCCTGTTGTGAGTAAGAGTCAGatatgceatacttgttacttctgttt 
SalI 

Y 
ttttagatctaactattccgagctgaagggtatcttatatttattttgtggggttcagTA 

45. 

5820 

5880 

5940 

6000 

6060 

6120 

6180 

6240 

6300 

6360 

6420 

6720 

6780 
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EK V L K F IS T A K S EGA T IULe¢eG 
TGAAAAAGTTTTGAAGTTCATTTCAACAGCAAAGAGTGAGGGTGCAACTATTTTGTGTGG 

G S$ R P E. 
AGGTTCCCGTCCCGAGgtaaactaatggacatattttaatcgatccatcgttgtggttta 

H Lb K K G Y ¥Y V E 
tgtaatcttactgttttattggaatcgtgcagCATTTGAAGAAAGGGTATTATGTTIGAAC 

P T I I S DVS T S$ M QO IW R EE V FG 
CAACAATTATAAGTGATGTCTCCACTTCCATGCAAATATGGAGGGAAGAAGTTTTCGGCC 

PV LC Q K T F G S$ ED EA I ELAN D 
CAGTCTTATGTCAAAAAACCTTTGGTTCTGAAGATGAAGCCATTGAACTGGCTAATGATA 

T 
CCgtaaagctatttcaaatagtagaactgtccaaaaatacttttcagaccatgectttat 

tataccgtgttcccagattttgcetttattictagaatcttattctgaccgatcactttgt 
Xbal 

Q ¥ GULGaAA Vv LS K DL DR C ER 
ttcagCAGTATGGTTTAGGGGCTGCTGTGTTATCGAAAGATCTTGATCGGTGTGAGAGAA 

IT K 

TAACAAAGgtgagaattgttgagtagaggcegttcattctggtcatagggttgatttcaac 

ttttcaagtcaggtgtttcagggtcggtcaaatcgggttttttgtcaaattggttttaca 

taattgcaaaatcatttttaaagtgacaattgggtcgggttataatgtttgggttaatat 

tgggtcgtcgggtttgttttaaatacctctactgttgaggtttgtttgtgcetttgaaagt 

tttcagaaaatgccaagaccacattttatcgtaaattgtattttgctgctattatcagge 

at tgcaagctggaattgtgtgggt taactgctcacaaccatgettttgcecaagctecatg 

gggaggcacgaagcgtagctctttggacgtgaactcgggaatggtgagacccatttcttt 

ttgcaatttttctgtcaacttcttcactcccaagatagcecagatatatgtaagettgtct 
HindIIt 

tttcgttatgtgcacttagtttcatctgaagggacaggt cacagaaagtattatgataat 

atccctttttaaagtatccaacgaaaaacatatctggacaaaatattttcctggatgact 

tCttactccttcctgatttcttcactcccttaattcaatttgcataactgtatagtttgca 

acataatgacaaatttttatgtacaaatttgtttgaacgttctgattcttgegaactget 

gttttatcttcttgatgtggaactatgatgcttaattgttctacagggttatcgagaatt 

PstI 

acttgaatatcaaacaagtgactgatatatttccgatgaaccatgggtttggtacaagtc 
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tecttcaaagttgtgagtcaaagttgaggaacttctcaaatcaccatcataaagecgtaa 8220 

aagat gagagctccaccgcggtggcgtcgcagcegt gcattacgaaactcagattcgaact 8280 
SacI 

tgtatccgcattcaaagtcatatcgatttttctttgeaaattttatccattecgtcttte 8340 

A L EV GA VW VN C S Q PCF TT 
ttitgat cagGClLCTAGAAGTTGGAGCTGTITGGGTTAATTGCTCACAGCCTTGCTTTACT 8400 

XbaI DE 

Q A P W GGT K R$ G FGRELGeEw 
CAAGCTCCATGGGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGGACGTGAACTTGGGGAATGGata 8460 

gtccatatttccgtctacaataacattatatacgeccttgcatcacaacacttaactctt 8520 

G I EN Y°L N I 
catccttcttgatgttaactgtqgaataatcetgcagGGTATCGAGAATTACTTGAATAT 8580 

PstI 

K Q V T R DT S$ T DE PW GW Y K § P * 
AAAGCAGGTGACTCGGGATACTTCTACTGATGAACCGTGGGGATGGTACAAGTCTCCTTG 8640 

RV 

AAGCTTTCGATGAAATTCGCAAGACGCCATCATCATGAAGTGGACAATGGTGTAGTTTAC 8700 
HindIIr 

AGTTTIGAATGTATTGTTAAATAAAGCATTGATGATGATGTATCACTCCATAGAATGGAGA 8760 

AAAGTTTGAATCAGGAATAATATGTTTACATATTTGAACAAATTCTGTGTTTATTTTCAT 8820 

TCTAAGATTGAGCAAGCAGGATACTTTGTAACTTTAAACTGGGTATTACTATTTACTATA 8880 

GTATAGTATTTATCTTATTATTATTATTATAATAGTATACCATGGTTAAAATACAACTTT 8940 

AATAAAAT TAAAACACCAACTTAAATTAATCAAAATACGCAATGAAGAGATAACACCA 8998 

Figura 13. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos de! gen ahybadh4 
codificando para la enzima Betaina Aldehido Deshidrogenasa (AHYBADH4) de 
Amaranthus hypochondriacus L. El sitio de inicio de la transcripcién se 
indica como +1. Los codones de inicio y término de fa traduccidén, las cajas 
TATA y CAAT y las sefiales de poliadenilacién se presentan doblemente 
subrayadas. Los sitios de remocién de intrones, el decapéptido, los 
oligonuclestidos forward (FW), differential expression (DE) y reverse (RV) 
utilizados para los ensayos de RT-PCR, estan subrayados. Las letras 

minusculas indican intrones. 
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codificando para una proteina (AHYBADH4) de peso molecular tedrico de 

54.4 kD y punto isoeléctrico predicho de 5.2. El codén de inicio de la 

traduccién tiene el contexto consenso encontrado en otros genes de 

plantas (Lutke et a/., 1987). 

Los exones presentan una longitud que varia de 60 a 153 pb. La 

secuencia codificadora se interrumpe por 14 intrones de longitud variable, 

de 75 a 2723 pb, comprendiendo todos ellos 5624 nucledtidos de la 

secuencia del gen ahybadh4. Todos los intrones del gen ahybadh4 presentan 

el dinucledtido GT en el sitio de ruptura en el extremo aceptor 5' y AG en 

el extremo donador 3’. Esto es consistente con el consenso de sitios de 

procesamiento de intrones de los genes de plantas transcritos por la ARN 

polimerasa Il (Brown, 1986). La posicién de los 14 intrones en el gen 

ahybadh4 se confirmd luego de comparar con la secuencia de nucledtidos 

del ADNe ahybadh17 . La regién no traducida (UTR) 3' es de 360 nucledtidos 

de longitud y contiene dos posibles secuencias de poliadenilacién, 

AATAAA, localizadas a 76 y 297 nuclectidos hacia el extremo 3' del codén 

de terminacién (TGA). 

V.2. COMPARACION DE LA BADH DE AMARANTO CON OTRAS 

SECUENCIAS REPORTADAS 

La secuencia deducida de aminoacidos de la AHYBADH4 de Amaranthus 

hypochondriacus L. mostré un 98% de identidad con AHYBADH17, 39% de 

identidad con la BADH de E&. coli (Boyd et a/., 1991) y 83, 83, 70, 62 y 70% 

de identidad con secuencias reportadas para espinaca (Weretyinik y 

Hanson, 1990), remolacha (McCue y Hanson, 1992), arroz (Nakamura et al., 

1997), sorgo (Wood et a/., 1996) y cebada  (Ishitani et a/., 1995), 
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respectivamente (Figura 14, Tabia IV). Por tanto, la secuencia de aa de la 

BADH de A. hypochondriacus esta mas relacionada a BADHs de la familia 

Chenopodeaceae que a la Poaceae o BADH de procariotes, como se muestra 

en el dendograma (Figura 15) y que esta de acuerdo con las relaciones 

filogenéticas. Ademds, al comparar las secuencias genémicas entre 

amaranto y arroz se observé que la posiciédn de los intrones esta 

conservada en ambas especies, aunque su tamafo y secuencia es diferente 

(Figura 16). 

El decapéptido VTLELGGKSP y los residuos circundantes (Figura 17), 

presente en AHYBADH4 y AHYBADH17, esta altamente conservado entre las 

aldehido deshidrogenasas, entre BADHs y se considera parte fundamental 

del sitio activo de la enzima y sitios de unidn al cofactor NAD+ 

(Weretilnyk y Hanson, 1990; Boyd et a/., 1991; McCue y Hanson,1992; Wood 

et al., 1996). Su presencia en AHYBADH4 y AHYBADH17 sugiere que se 

trata de enzimas funcionales. 

La BADH de espinaca se localiza en el estroma del cloroplasto y es 

codificada por un gen nuclear, por lo que se presume que se dirige por 

medio de un péptido de transito localizado en el extremo N-terminal que 

se procesa de manera postraduccional (Weretilnyk y Hanson, 1990). Este 

péptido de transito de 8 aminodcidos es inusualmente corto y muy 

conservado entre BADHs de plantas dicotiledéneas (Tabla V). La proteinas 

deducidas AHYBADH4 y AHYBADH17 tienen también esta secuencia, !o que 

sugiere una localizacién intracelular similar a la BADH de espinaca. 

Recientemente, se reporté que la enzima BADH de arroz (OSBADH) se 

localiza en los peroxisomas, dirigida probablemente por la secuencia SKL 

localizada en el extremo carboxi-terminal de la proteina (Nakamura ef al., 

1997). El tripéptido esta presente en todas las proteinas BADH de plantas 
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ECOBETB RIFETE K+---- IWAS MTAME} = 67 
BADH1S ----BV GGAL-VACLW GRASQ 68 
BLYBAD RHIPVI N ARRR-EPWAR ASGA' 74 
AHYBADH17 KKNRIPII KRNKGEDWAS AsGanl 73 

AHYBADH4 PEKKNRIPIT KRNKGEDWAS aSGAH] = 73 
SPIBADH KKNRIBVi RRN---NWSA TSG. 70 
BVBADH KKNRIPTT KRNKGREWAA TSGAH] 73 
OSBADH PSLGRRLEVY GRDGGRHWSR APGAV| 75 

CconsensO wre. . -RIBL oS WA. .SGA.: 75 

ECOBETB RSRILRRAVD TLRERNDELA i T «138 
BADHLS LSHTIAN-KI K-DRESESLA L YV 140 
BLYBAD RAKYLNATAA KITGRIAYLA { YV 148 
AHYBADH17 RAKYLRAIAA KITERKDYFA HV 147 
AHYBADH4 RAKYLRAIAA KITEKKDYFA k HV 147 
SPIBADH RATYGRAIAA KITEKKDHFV HV 6144 
BVBADH RARYLRAIAA KVTERKDHFY’&| HV «147 
OSBADH RAKYLKATAA RIKDKKSYLA L YV 149 

Consenso RA.YERATAA KITERKD!. At 1s 150 

ECOBETB PGRETG © 213 
BADH1S LY 215 
BLYBAD AG = 223 
AHYBADH17 G 222 
AHYBADH4 PERG = 222 
SPIBADH ;GPPAG = 219 
BVBADH ‘@pbaAG | 222 
OSBADH 6b 224 

ConsensO AG: 225 

ECOBETB 5 4 287 
BADH1S PNA G 289 
BLYBAD bs’ 297 

AHYBADH17 SOIR); 295 
AHYBADH4 PICK] | 295 
SPIBADH GRIEB]! 292 
BVBADH GOIPBI; 295 
OSBADH ANA GOVEB}Y 297 

consensO oe GRE 300 

ECOBETB 362 
BADH15 362 
BLYBAD 370 
AHYBADH17 368 
AHYBADH4 368 
SPIBADH 365 
BVBADH 268 
OSBADH 370 

CconsensO 375 

ECOBETB a HRVIH QLEAG:” 437 
BADH15 f KRAISK ALOSA 437 
BLYBAD FAVE CERIAK VIHSG © 445 

AHYBADHi7 ba RITK ALQAG © 443 
AHYBADH4 LH CERITK ALEVG 443 
SPIBADH ba ERITK ALEVG 440 
BVBADH ERVSK LLESG . 443 
OSBADH PAV! RISK ATQSG 445 

ConsensO ra. RE.K AL, -G 450 

ECOBETB Icw: GES PARMPUGG! 3 -----' QV EMagrgsiIF- - 490 
BADH15 I--ONCSQEC FVQAPREG! K-YCSDE RWGWYQPPSK L 494 
BLYBAD I SQPT LVQ, Ect VIR - YCKDE. YGWYQRPSK u 505 
AHYBADH17 I SQPC FCOARHsG| ~EYISDE. BWGHYKSP-- - 500 
AHYBADH4 A SOPC FTQAPNRS! VIRDTSTDE “BWGWYHSP-- - 501 
SPIBADH A SQPC FV EG] WTQD- ISDE EWGHYRSP-- - 497 
BVBADH A SQPC FV ee) WESD-ISNE. BHGHYKSP-- - $00 
OSBADH IVWIINESQPC FVQAPHEG WTK-YCSDE.BYGWYRPPSK L 505 

ConsensoO Tvwincserc FVOARNEG! VE... . SDE-BWGHY ISP. -- sll 

Figura 14. Alineamiento entre secuencias de aminodcidos de BADHs de plantas y microorganismos. ECOBETB, E. 
col, BADH15, sorgo; BLYBAD, cebada; AHYBADH17 y AHYBADH4, amaranto; SPIBADH, espinaca; BVBADH, 
tremolacha y OSBADH, arroz. Los aminodcidos idénticos para todas las secuencias se encuentran enmarcados. Los 
asteriscos indican el decapéptido conservado entre proteinas BADH. 
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AHYBADH17 SPIBADH BVBADH ECOBETB OSBADH BADH15 BLYBAD 
  

AHYBADH4 98 83 83 39 70 62 70 

AHYBADHI17 83 83 39 7 63 70 

SPIBADH 90 37 7) 63 70 

BVBADH 37 6&9 61 69 

ECOBETB 37 33 36 

OSBADH 77 82 

BADH15 7) 

  

Tabla IV. Comparaciédn de secuencias deducidas de proteinas BADH de 

amaranto AHYBADH4 y AHYBADH17 con secuencias de espinaca SPIBADH, E. 

coli ECOBETB, betabel BVBADH, arroz OSBADH, sorgo BADH15 y cebada 

BLYBAD. La identidad de las secuencias se muestra como porcentaje luego de 

realizar un alineamiento de secuencias utilizando el programa de computo 
Gene Works versién 2.4 (Intelligenetics, Mountain View, CA, USA). 
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BLYBAD 

  

  OSBADH 
  

  BADH15 

  

  SPIBADH 

  

  BVBADH 

[ 

AHYBADH4 

ECOBETB 

      
  

    

Figura 15. Dendograma de relaciones entre proteinas BADH. La 

comparacién se realiz6 en base a los alineamientos de secuencias de 

aminoacidos obtenidos utilizando el programa de cémputo Gene 

Works version 2.4 (Intelligenetics, Mountain View, CA, USA). Las 

secuencias de aminoacidos que se incluyeron en la comparacién son la 

de cebada (BLYBAD), arroz (OSBADH), sorgo (BADH15), espinaca 

(SPIBADH), betabel (BVBADH), amaranto (AHYBADH4 y AHYBADH17) 

y E. coli (ECOBETB). 
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ahybadh4 

ATG TGA 

1Kb 

osbadh 

ATG TGA 

Figura 16 . Comparacién de la estructura de los genes que 

codifican para la enzima Betaina Aldehido Deshidrogenasa 

( BADH ) de amaranto ( ahybadh4 ) y arroz (osbadh). 
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* * * 

AHYBADH4 215 TGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGSTATGSKVMSSAAQLVKP 256 
AHYBADH17 215 TGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGSTATGSKVMSSAAQLVKP 256 
SPIBADH 212 TGLGPDAGAPLVSHPDVDKIAFTGSSATGSKVMTSAAQLVKP 253 
BVBADH 215 TGLGPDAGAPLVAHPDVDKVAFTGSSATGSKVMASAAQLVKP 256 
OSBADH 217 TGLGTEAGAPLASHPHVDKIAFTGSTETGKRIMITASQMVKP 258 
BADH15 208 TGLGLKLVLHYPHIPCGIRLLLLGSTETGKRIMTSAAQMVKP 249 
BLYBAD 216 TGLGPDAGAPIASHPHVDKIAFTGSTATGKTIMTAAAQMVKP 257 

* * 

AHYBADH4 257 VTLELGGKSPIVIFEDV-DLDKAAEWTAFGCFWINGQICSATS 298 
AHYBADH17 257 VITLELGGKSPIVIFEDV-DLDKAAEWTAFGCFWINGQICSATS 298 
SPIBADH 254 VILELGGKSPIVVFEDV-DIDKVVEWTIFGCFWINGQICSATS 295 
BVBADH 257 VILELGGKSPVIMFEDI-DIETAVEWTLFGVFWINGQICSATS 298 
OSBADH 259 VSLELGGKSPLIVFDDV-DIDKAVEWAMFGCFANAGQVCSATS 300 
BADH15 250 VSLELGGKSPLIVFDDIRDIDKAVEWIMFGILPNAGQVCSAAS 292 
BLYBAD 258 VSLELGGKSPLVTFDDV-DIDKAVEWPMLGCFFNGGOQVCSATS 300 

Figura 17. Posible sitio activo de la enzima BADH de plantas. Los 

asteriscos indican residuos aminoacidos posiblemente involucrados en 

la unidn al NADH. E! decapéptido subrayado se considera el sitio activo 

de la enzima, encontrandose muy conservado entre BADHs de plantas 

(AHYBADH4 y AHYBADH17, amaranto; SPIBADH, espinaca; BVBADH, 

betabel; OSBADH, arroz; BADH15, sorgo; BLYBAD, cebada) y con ALDHs de 

otros organismos. 
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Amaranthus MAIRVPSRQLFIDGEW Legaria et al, 
éste trabajo 

Beta MSMPIPSROQLFIDGEW Mc Cue y 
Hanson, 1992 

Spinacia MAF PI PARQLFIDGEW Weretilnyk y 
Hanson, 1990 

Sorghum MAAADVPRPSF IGGDW Wood ef al, 
1996 

Hordeum MAAPPAIPRRGLFIGGGW Ishitani ef al, 
1995 

Oriza MAAPSAIPRRGLFIGGGW Nakamura 
et al, 1997 

  

Tabla V. Comparacién de posibles péptidos de transito para dirigir 

proteinas BADH a cloroplasto. Las secuencias deducidas de aminodcidos 

del extremo N-terminal son comparadas en base ai sitio de 

procesamiento (RQ) y secuencia N-terminal de la proteina madura 

(subrayado) de la BADH de espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1990).



monocotiledédneas pero esta ausente en las proteinas BADH de plantas 

dicotiledéneas (Tabla VI). La informacién existente sugiere una clara 

diferencia en la focalizacién intracelular de las enzimas BADH entre 

plantas dicotiledéneas y monocotiledédneas (Figura 18). 

V.3. ESTRUCTURA DE LA REGION 5' DEL GEN AHYBADH4 

Para determinar el sitio de inicio de la transcripcién del gen 

ahybadh4 — se realiz6 un analisis por extensién de primero. En la Figura 19 

se identific6 una banda que correspondiéd a una adenina ubicada a 158 

nucledtidos del codén de inicio de la traduccién y a 38 nucledtidos hacia 

el extremo 3' de la caja TATA. En el lider de ahybadh4 se localizé un ATG 

fuera de marco a -82 nuclectidos del ATG putativo. 

La secuencia 5' correspondiente a la regién promotora fue de 1356 

pb de longitud (Figura 13 y 20). Las cajas CAAT y GC se encontraron en la 

regidn proximal a -76 y -160 nucledtidos, respectivamente del inicio de 

la transcripcion. 

Ademas, se realiz6 una investigacidn para detectar secuencias - 

consenso reconocidas por activadores de la transcripcién (Figura 20). Es 

relevante la presencia de 11 secuencias semejantes a elementos de 

respuesta MybRE con el consenso 5’-(T/C)AACT-3’ que es reconocido por 

proteinas Myb de piantas (Urao et a/., 1993) y tiene un papel en la 

activacién de promotores en respuesta a la deshidrataci6n y ABA (Abe et 

al., 1997); 2 elementos de acoplamiento CE1 conteniendo la secuencia 

central CACC que ha_ sido  caracterizada como de _ respuesta a 

ABA (Shen and Ho, 1995); y un elemento con la secuencia central ACGT 

caracteristica de cajas-G y ABRE (elementos de respuesta a ABA) 
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Género Secuencia Referencia 

Amaranthus GWYKSP Legaria et al, 
éste trabajo 

Beta GWYKSP Mc Cue y 
Hanson, 1992 

Spinacia GWYKSP Weretilnyk y 
Hanson, 1990 

Sorghum GWYQPPSRL Wood et al, 
1996 

Hordeum GWYORPSKL Ishitani ef al, 
1995 

Oriza GWYRPPSKL Nakamura 
et al, 1997 

  

Tabla VI. Comparacién de secuencias C-terminal de proteinas BADH de 

diferentes géneros. Se resalta el tripéptido SKL, una sefial que dirige 

preproteinas a peroxisomas presente en plantas monocotiledéneas pero 

ausente en dicotileddneas. 
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Figura 18. Ruta de sintesis y transporte de la proteina BADH en plantas 

dicotiledéneas y monocotiledéneas. 
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Figura 19 . Mapeo dei sitio del inicio de la transcripcidn mediante extensién de 

primero. Las lineas G, A, T y C corresponden a los nucledtidos de !a reaccién de 

secuencia determinada por el método de terminacién de cadena con dideoxinucledtidos 

con el primero P1 (Seccion IV.7), usando un gel de poliacrilamida 6%- urea 8M. La linea 

tes el ensayo de extensién de primero. La secuencia de nuclestidos alrededor del sitio 

de inicio de la transcripcién (indicado por un asterisco) y la caja TATA se muestran a la 

izquierda. 
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* * * * * * 

TCTAGAAGTTGGAGCTGTTTGGGTTAATTGCTCACAGCCTTGCTTTACTCAAGCTCCATG 60 

GGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGGACGTGAACTTGGGGAATGGTGAGTCCATATTTT 120 
CEL ACGT 

TCCCGTCTACAATAACCATTATATCAGCCCCTTGCATCACAACACTTAACTCTTCATCCT 180 

TCTTGATGTTAACTGTGGAATAATCCTGCAGGGGTATCGAGAATTACTTGAATATAAAGC 240 

AGGTGACTCGGATACTCTACTGATGAACCGTGGGATGGTACAAGTCTCCTTGAAGCTTTC 300 

GATGAAATTCGCAGACGCCATCATCATGAAGTGGACAATGGTGTAGTTTACAGTTTGAAT 360 

GTATTGTTAAATAAAGCATTGATGATGATGTATCACTCCATAGAATGGAGAAAAGTTTGA 420 

ATCAGGAATAATATGTTTACATATTTGAACAAATTCTGTGTTTATTTTCATTCTAAGATT 480 

GAGCAAGCAGGATACATTTGTAACTTITAAACTGGGTATTACTATTTACTATAGGCTAATA 540 

MybRE 

GCTATTTATCTTATTATTATTATTATAATAGTATACTCATGGTTAAAATACAACTITTAA 600 

MybRE 

TAAATTAAAAGCAGCCAACTTAAATTAATCAAAATAGCAACTTGAAGAGGAATAAAACAC 660 

MybRE MybRE CEL 

CAATTTAAACAAGGTAAAATTTCAACTTGAACAGGTTATAATACCAAGGTTAAAACATTA 720 

MybRE 

ACGGTCCGTTTGGTAGGTAGGTAATAAACGGTGGTAATGAGAATGAAAAACTAGTGTAAT 780 

TTTTGAAAAAAAATTTTTTAGCTAACTTGATGGTCATACTTATCCAACTCCAATCATCTC 840 
MybRE MybDRE 

ATTTTCTTCATAAAATTCATTTTAATGCATTATCATTGAGAGAGGTGATATTAGGTGGTA 300 

AAGAAAATTTGTAAACARAAATAACAAGCGTAACTTTAATTTGGTAACAACTTAATAGGT 960 

MybRE 

TAAAACACCACTCCAAATATGTTAAAATACCAACTTCAAATACCAATTTCGACAAGTTAA 1020 
MybRE 

ACTTTAATATGTTATATACCAACTTTTGATAGTTTTTCAAACATGTTAAAATACCAACTC 1080 

MybRE MybRE 

CAAATAGATCAACATTTCAACTTTAATAGGTTAAAATACCTACTCAAATAAGTTAAAATA 1140 

CCATTTTTATAGATTAAAATATCAACCCCAAATAGGTTAATACAGGGAATAAGCGCGTGT 1200 

GC box 
  

TAGTTAATTTTATTTTGCTAATTACATATTAGTCTTTTTAAATAGGTGTGTCTCTTAATA 1260 

AAGACGGTCTCTCACAACAATTTACGTTAAATGATACTTGTGTCGTGTGCAATATAAATT 1320 

CAAT box TATA box 
: +1 

TAATTTAATTTGTATTGTGACGCACGGCCCTACCGAAGATACTCATCGGACTTGCCTAAC 1380 

AAAAAGACGATCAGTATTTATCGATTCACATTATTCACATCTTGTCTTGAAAATGAAATA 1440 

TTAGTCATCTTGCTATAATATCAACGCTTTTACTTCTTATACTTCCAACTTCAACTGATT 1500 

TTTTCTCACCAAAAATG 1517 
M 

Figura 20. Cajas consenso de la regiédn promotora del gen ahybadh4. Se 

muestra el coddén de inicio de la traduccién (ATG), el sitio de inicio de la 

transcripcién (+1), las cajas TATA, CAAT y GC y los elementos CE1, ACGT y MybRE. 
a



reconocidas por factores de transcripcién bZIP, también involucrados en 

la induccién de genes por ABA y esirés osmotico (Nakagawa et a/., 1996) 

(Figura 20). , 

V.4. OBTENCION DEL ADNe AHYBADH17 POR RT-PCR 

El ADNc ahybadh17 se sintetiz6 por RT-PCR (Figura 21A) utilizando 

oligonucledtidos especificos para los extremos amino- y carboxi-terminal 

a partir de la secuencia gendémica, con sitios de restricci6n BamHI en los 

extremos para clonar en pBKS(+) (Figura 21B) en fase con la B- 

galactosidasa. Se secuenciaron 5 clonas obtenidas de 3 reacciones de PCR 

independientes y todas fueron idénticas. El producto codificado de 

una de las. clonas, denominada ahybadhi7, result6 98% idéntico a 

AHYBADH4 al nivel de aminodcidos. La isoforma AHYBADH17 consiste de 

500 aa ( 1 aa mas corta que AHYBADH4) y contiene 10 sustituciones con 

respecto a AHYBADH4 (Figuras 22, 23 y 24). 

V.5. OBTENCION DE LA CLONA GENOMICA PARCIAL AHYBADH28 

Durante los experimentos de RT-PCR y secuenciacion de las clonas, 

realizados para obtener el ADNc de la BADH de amaranto se detectd como 

un producto fa clona gendmica parcial (ahybadh28 ) portando la secuencia 

correspondiente a un fragmento del extremo 3’ del gen (Figura 25). El 

analisis resultante de una comparacién de las secuencias de ahybadh4 y 

ahybadh28 reveld diferencias en el penultimo intron (Figura 26), aun 

cuando la secuencia codificadora del penultimo exdn resulté ser igual para 

los dos genes. Los resultados (Figuras 26 y 27) sugieren que ahybadh4 y 
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Figura 21 . Sintesis y subclonaci6n del ADNc ahybadh?7 por RT- PCR. 

A.Utilizando ARN total purificado de hojas de plantas de amaranto tratadas 

durante 12 horas con PEG 17.5% se realizaron las reacciones de RT-PCR 

como se indica en la seccidn de Materiales y Métodos, obteniendose un 

producto de 1.5 Kb correspondiente a una isoforma de la BADH de 

Amaranthus hypochondriacus. B. Subclonacién del producto en pBluescript 

KS + y digerido con la enzima de restriccién BamHI. 
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MA I RV PS R QL F I£ DG EW R E P TK 

ATGGCGATCCGTGTACCTTCGCGCCAGCTATTCATTGATGGAGAATGGAGGGAACCCATCAAGA 

K N R TFT P I ITN PS T E E I I GVI P AA T 
AAAATCGCATCCCTATCATCAATCCTTCTACTGAGGAGATCATTGGTGTTATTCCGGCTGCTAC 

A E DV E L A V A A A R R AL K RN K GE 
TGCTGAAGATGTGGAGCTTGCAGTCGCTGCAGCTAGAAGAGCGCTTAAGAGGAACAAAGGAGAA 

DW A S$ A S GQ A H R AK Y DRA IT A A K ST 
GATTGGGCGTCTGCATCTGGAGCTCATCGTGCTAAGTACCTTCGGGCCATTGCTGCTAAAATAA 

T E K K D ¥ F A K LE AM DC GK PL DE A 
CAGAGAAAAAAGATTATTTTGCAAAACTTGAAGCCATGGATTGTGGGAAACCACTGGATGAAGC 

A W DI DOD V AG CC F E ¥ ¥ A DQ A E A L 
AGCATGGGACATTGATGATGTTGCTGGATGTTTTGAATATTATGCCGATCAAGCAGAAGCCCTT 

DA K Q@ K A P IT AL PM DT F K C H VL XK 
GATGCTAAACAAAAGGCTCCAATTGCCCTTCCTATGGACACTTTCAAATGCCATGTGCTTAAAC 

Q P I GVVvVGULtaI S$ P WN ¥Y PLT LM AT W K 
AACCCATTGGTGTTGTIGGGTTGATTTCTCCTTGGAATTATCCGCTTCTAATGGCAACATGGAA 

V A P AL A AGC S$ A V L K PS ELA S V 
AGTTGCTCCAGCTCTTGCTGCTGGTTGCTCAGCTGTACTTAAGCCGTCTGAACTGGCATCCGTA 

tT C L EL A EV CC R EV G LG P PG VL N TI 
ACTTGCCTAGAATTGGCTGAAGTGTGCAGAGAAGTGGGACTGCCTCCTGGCGTATTAAATATTT 

LT G tL G P E AG GP LA C H P DVD K V A 
TAACAGGATTAGGTCCTGAAGCTGGTGGGCCGTTAGCTTGCCATCCTGATGTTGACAAGGTTGC 

FT G S$ T AT GS K VM S GS A A QL V K P 
ATTTACTGGGAGTACAGCTACTGGTAGCAAGGTTATGTCATCCGCTGCTCAATTGGTCAAGCCT 

VT Fb F&F LG GG K S P ITV I F EDV DL OD K 
GTTACATTAGAACTTGGAGGGAAAAGTCCTATTGTTATCTTTGAAGATGTTGACTTGGATAAAG 

A A E W T A F GC F WTN G QITc¢ S$ AT S R 
CTGCTGAATGGACTGCTTTTGGCTGTTTTTGGACAAATGGTCAAATTTGCAGTGCAACATCGAG 

L L V H E S$ I A A E F L DRUV K WC KN 

ATTACTTGTGCATGAAAGCATCGCAGCTGAATTTTTGGATAGGCTTGTAAAATGGTGCAAAAAC 

IK I S D P F E EG ¢€ R LG PVVeS K S$ Q 
ATAAAGATCTCTGACCCGTTTGAGGAAGGCTGTCGACTTGGTCCTGTTGTGAGTAAGAGTCAGT 
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Y E K V Ub K F I S$ T A K S EGA TI beg e 
ATGAAAAAGTTTTGAAGTTCATTTCAACAGCAAAGAGTGAGGGTGCAACTATTTTGTGTGGAGG 

S R P E H L K K G ¥ ¥ V E P T IT IS DV es 
TTCCCGTCCCGAGCATTTGAAGAAAGGGTATTATGTTGAACCAACAATTATAAGTGATGTCTCC 

T S M ® I W R E EV F GPVL¢ VK T F G 
ACTTCCATGCAAATATGGAGGGAAGAAGTTTTCGGCCCAGTCTTATGTGTCAAAACCTTTGGTT 

S E D E A IT EL AN DT Q ¥Y GL GA AVL =S 
CTGAAGATGAAGCCATTGAACTGGCTAATGATACTCAGTATGGTTTAGGGGCTGCTGTGTTATC 

K D & DR C E RIT K AL QA GI V WV WN 
GAAAGATCTTGATCGGTGTGAGAGAATAACAAAGGCATTGCAAGCTGGAATTGTGTGGGTTAAC 

Cc S$ Q P C F C Q A PW GGT K R S$ G F GR 
TGCTCACAACCATGCTTTTGCCAAGCTCCATGGGGAGGCACGAAGCGTAGCGGTTTTGGACGTG 

EL G EwWoGdtIEN Y LN I kK QV T E Y IT S$ D 
AACTCGGGGAATGGGGTATCGAGAATTACTTGAATATCAAACAAGTGACTGAATATATTTCCGA 

E P W G W ¥ K S P * 
TGAACCATGGGGATGGTACAAGTCTCCTIGA 

363 
1088 

384 
1152 

405 
1216 

427 
1280 

448 
1344 

469 
1408 

491 
1472 

500 
1503 

Figura 22. Secuencia de nucleétidos y aminodcidos del ADNc de !a_ Betaina 

aldehido deshidrogenasa de Amaranthus hypochondriacus L. (ahybadh17) 

obtenido por RT-PCR. El asterisco indica el codén de término de la traduccidn. 
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Figura 23. Comparacién de 

MAIRVPSROLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEELIGDIP 
wooo ee eee Ve- 

AATAEDVELAVAAARRALKRNKGEDWASASGAHRAKYLRA 

TAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAARDIDDVAGCFEY 
—- ee ee a ee W----------- 

YADQAEALDAKOKAPTALPMDTFKCHVLKQOPIGVVGLISP 

EVGAVWVNCSQPCFTQAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL 
QA-I---------- (------------4------------ 

NIKQOVTRDTSTDEPWGWYKSP 
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las secuencias de aminoacidos 

deducidas de la clona gendémica ahybadh4 y el ADNc ahybadh17 de 

Amaranthus hypochondriacus L. 
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Figura 24 . Comparacion de sitios de restriccién entre el gen 

ahybadh4 y el ADNe ahybadh17. Los sitios de restriccion 

son: P, Pstl; Sc, Sacl; S, Sall; X, Xbal y H, Hindill. 
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AGAACGCATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAACACTATAGAATACTCAAGCTTGAC 

A L EV GA V WV N CC S Q P C F T 
GTCCGTACGTCAGGCTCTAGAAGTTGGAGCTGTTTGGGTTAATTGCTCACAGCCTTGCTTTACT 

Q A PW GG T K R S G F G R EL GE W 
CAAGCTCCATGGGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGGACGTGAACTTGGGGAATGGGTAGTCC 

ATATTTCCGTCTACAATAACATTATATACGCCCTTGCATCACAACACTTAACTCTTCATCCTTC 

G T E N 
TTGATGTTAACTGTGGAATAATCCTGCAGGGTATCGAGAAT 

63 

126 

189 

252 

293 

Figura 25. Secuencia parcial de nucledtidos y aminodcidos del extremo 3’ del 

fragmento de la clona genémica ahybadh28 obtenida por PCR. 

ahybadh4 TICGAACTTGTATCCGCATTCAAAGTCATATCGATTTTTCTTTGCA 
ahybadh28 AGAACGCATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAACACTAT 

ahybadh4 AATTTTATCCATTCCGTCTTTCTITGATCAG 
ahybadh28 AGAATACTCAAGCTTGACGTCCGTACGTCAG 

46 
46 

77 
77 

Figura 26. Comparacién de secuencias de nucledtidos correspondientes a un 

fragmento del penultimo intrén de las clonas genémicas ahybadh4 y 

ahybaah2é. 
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ahybadh28 son genes diferentes y que en amaranto la BADH puede estar 

codificada por una familia de genes. 

V.6. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DEL GEN AHYBADH EN 

EL GENOMA DE AMARANTO 

Para determinar el numero de copias del gen BADH en el genoma de 

amaranto, se realizé un gel tipo Southern con ADN gendmico, usando como 

sonda el ADNc del gen ahybadh17, obtenido por RT-PCR, como se muestra 

en la Figura 27. Dado que no existen sitios internos EcoRI en el gen 

ahybadh4, las seis bandas que se observan pueden representar un numero 

igual de copias del gen, aunque no se puede excluir que algunos otros genes 

homédloges presenten sitios internos EcoRI. Luego de la digestidn con 

Hindill se observaron 5 bandas pero sdélo 3 corresponden con los sitios de 

restriccién que presenta ahybadh4. La digesti6n con Xbal resulté en 6 

bandas y solo 4 corresponden con ahybadh4. Finalmente, la digesti6n con 

Pstl hibridd con 3 bandas correspondientes a ahybadh4. Estos resultados 

-sugieren que existe una familia de al menos 3 genes que codifican para la 

BADH en el genoma de Amaranthus hypochondriacus L. 

V.7. EXPRESION DEL GEN AHYBADH17 EN RESPUESTA A ESTRES 

OSMOTICO Y ACIDO ABSCISICO 

Reportes previos muestran que el soluto compatible GB se acumula 

en hojas de amaranto luego de someterse a_ estrés por 

deshidratacién (Gamboa et al., 1991). Concomitantemente, se ha observado 

un incremento en los niveles de actividad de la enzima BADH (Valenzuela- 
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Figura 27 . Southern blot genémico de ADN de A. 

hypochondriacus L. Se digirieron 20 microgramos de ADN 

gendémico con las enzimas de restricci6n E, EcoRI; H, Hindill; X, 

Xbal y P, Pstl. Los numeros a la derecha son marcadores de 

peso molecular en kilobases. 
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Soto y Mufioz-Clares, 1994). Para investigar si los genes ahybadh son 

inducibles por estrés osmoético y ABA se disectaron hojas de plantas de 

amaranto y se sometieron al estrés osmodtico durante 1, 2, 6 y 24 horas. 

Se extrajo ARN total de hojas tratadas con PEG 17.5% (p/v), NaCl 0.5 M y 

ABA 100 uM para realizar un Northern, hibridando con e! ADNc de 

ahybadh17. Se observé que la sonda hibrid6 con una sola banda de 

alrededor de 1.9 kb de longitud, correspondiendo a fa longitud esperada 

para un ADNe completo (Figuras 28 y 29). Los filtros se rehibridizaron 

con un ADNc correspondiente al ARN ribosomal 28S de Phaseolus vulgaris 

L. para confirmar que todas las muestras cargadas en el gel tenian igual 

cantidad de ARN total. 

Como se observa en las Figuras 28 y 29, el ARNm ahybadh17 esta 

presente en hojas de amaranto tratadas y no tratadas. Se hizo un andlisis 

densitométrico de los autorradiogramas de los Northern (Figuras 28 y 29) 

donde se observ6é que los niveles del transcrito ahybadh17 se incrementan 

luego de 1 hora de exposicién a los tratamientos con PEG 17.5% (p/v), NaCl 

0.5 M y ABA 100 uM; permaneciendo ef ARNm de las hojas tratadas por 

arriba de las hojas control, a través de las 24 h de duracién de los 

tratamientos. 

Ademas, dado que los genes ahybadh4 y ahybadh17 son muy similares 

en su secuencia de nucledtidos, no fue posible distinguirlos entre si en los 

experimentos tipo Northern. Por tanto, la induccién del transcrito ahybadh 

puede atribuirse a ahybadhi7, pero no se exciuye la posibilidad de que 

ahybadh4 o algun otro miembro de la familia ahybadh sea también 

regulado por ABA y estrés osmotico. 
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VI. DISCUSION 

En este trabajo se cloné el gen ahybadh4, una clona gendmica 

parcial (ahybadh28) diferente a ahybadh4 y un ADN complementario 

(ahybadh17) codificando para la enzima betaina aldehido deshidrogenasa 

(BADH) de Amaranthus hypochondriacus L., una planta perteneciente a la 

familia Amaranthaceae (Figuras 12, 13, 22, 23, 24, 25 y 26). El gen 

ahybadh4_ constituye junto con el gen osbadh la segunda secuencia 

completa reportada a la fecha de un gen que codifica para una enzima que 

participa en la via de sintesis de un osmolito en plantas. La identificacién 

de la enzima codificada se realiz6 mediante su comparacion con la 

secuencia deducida de proteinas de espinaca, remolacha, cebada, sorgo, 

arroz y E. coli, mostrando 83, 83, 70, 62, 70 y 39% de identidad, 

respectivamente (Figura 14, Tabla IV ). La similitud de las secuencias 

entre las BADHs descritas indica una alta conservaci6n del gen o una 

divergencia relativa entre plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas, y 

probablemente un origen evolutivo comun de las enzimas de plantas y 

bacterias (Figura 15). 

Por otro lado, Nakamura et a/. (1997) reportaron la clonacién y 

secuencia del gen que codifica para la BADH en arroz. El gen contiene 14 

intrones y la secuencia de nucledtidos de la regidn codificadora mostré 

ser altamente similar a la BADH de otras plantas. Al comparar la 

secuencia codificadora de ahybadh4 con la secuencia del gen reportado de 

arroz (osbadh ) se detecté que la estructura de los dos genes es 

similar. Ambos genes presentan 15 exones de igual tamafho con los sitios 

de ruptura correspondiendo exactamente en las mismas posiciones, si bien 

los 14 intrones de osbadh son mas cortos (Figura 16). Ello sugiere que los 
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genes BADH de plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas descienden de 

un gen ancestral comun pero que divergieron en algun punto del proceso 

evolutivo. 

Los resultados sugieren que los genes que codifican para la BADH en 

el genoma de Amaranthus hypochondriacus L. (Figura 27) 

estan presentes como una familia multigénica. 

El analisis por extensién del primero permitio determinar el sitio de 

inicio de la transcripcién del gen ahybadh4. En una inspeccidén del dominio 

entre posibles cajas TATA y el sitio de inicio de la traduccién de 79 genes 

de plantas, Joshi (1987) encontré que: a) una adenina estuvo presente 

como el sitio de inicio de la transcripcién en la mayoria de los casos; b) la 

longitud de la secuencia del lider varia entre 9 y 193 nucledtidos y c) la 

posible caja TATA estuvo presente entre los -32 +/- 7 nucledtidos hacia 

el extremo 5’ del sitio de inicio de la transcripcién. Nuestros resultados 

experimentales estan de acuerdo con lo arriba mencionado. 

La biosintesis de glicina betaina ocurre en los cloroplastos de 

la familia Chenopodeaceae (Hanson et a/., 1985). La BADH es 

codificada por un gen nuclear (Weretiinyk y Hanson, 1988) y la enzima 

se localiza en el cloroplasto (Weigel et a/., 1986). Asi mismo, 

Rathinasabapathi et a/. (1994) demostraron que plantas transgénicas de 

tabaco expresando los ADNc de espinaca o remolacha producen una BADH 

cloroplastica. Las secuencias deducidas de las BADHs de espinaca y 

remolacha contienen una regién de aminoacidos QLFIDGE en los residuos 9 

a 15. La secuenciacion directa de la proteina madura extraida de espinaca 

mostr6 que este péptido corresponde a su extremo amino-terminal 

(Weretilnyk y Hanson, 1990). Esto indica que la BADH cloroplastica tiene 

un péptido de transito atipico de 8 aminodcidos, ya que los péptidos de 
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transito para dirigir las proteinas al cloroplasto son de 30 a 50 

aminoacidos (Keegstra ef al, 1989; Berry-Lowe y Schmidt, 1991). 

La secuencia de aminodcidos deducida del gen ahybadh4 y del ADNc 

ahybadh17 mostré la presencia de la secuencia conservada QLFIDGE, 

sugiriendo una localizacién celular semejante a la de la BADH de espinaca 

(Tabla V), aunque ello requiere ser demostrado. Recientemente, se ha 

reportado que la proteina OSBADH de arroz se localiza en los peroxisomas 

de la célula, dirigida probablemente por la secuencia carboxi-terminal 

SKL altamente conservada (Nakamura et a/., 1997). Este tripéptido esta 

presente en todas las proteinas BADH reportadas de monocotiledéneas 

pero esta ausente en las proteinas AHYBADH4 y AHYBADH17 de amaranto y 

otras BADHs de dicotiledéneas (Tabla V1). Por tanto, ello incrementa la 

posibilidad de que las proteinas de amaranto se localizen en el 

cloroplasto. Dado que en los peroxisomas o en las mitocondrias se han 

detectado niveles mas altos de NAD+ (el cofactor requerido por la BADH 

para su actividad enzimatica) que en los cloroplastos, es posible que 

durante el proceso de evolucién las proteinas BADH de monocotiledéneas 

puedan haber cambiado el lugar de su actividad, de cloroplastos a 

peroxisomas para desarrollar una catdlisis mas eficiente (Arakawa et ail., 

1990). 

El decapéptido VTLELGGKSP presente en AHYBADH4 y AHYBADH17 

esta altamente conservado entre aldehido deshidrogenasas y BADHs de 

plantas (Figura 17). El tesiduo glutamico del decapéptido y la cisteina 

localizada a 34 residuos, han sido implicados en catdlisis en aldehido 

deshidrogenasas de mamiferos. Se ha propuesto que las secuencias 

alrededor del residuo cisteina confieren especificidad de sustrato 

(Pietruszko, 1989). En enzimas aldehido deshidrogenasas se ha propuesto 
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la existencia del residuo cisteina en el sitio activo considerdndose 

esencial para su actividad ya que el grupo SH es el responsable de la 

oxidacién del aidehido (Tu-G-C y Weiner, 1988; Kitson, 1985., Kitson et 

al., 1991) formando un tiohemiacetal intermediario (Jakoby, 1963). Al 

respecto, Valenzuela-Soto, 1994 consider6é de interés determinar si éste 

aminoacido esta involucrado en la actividad catalitica de la BADH de 

amaranto. Encontro que et DTNB, un reactivo especifico para grupos 

sulfhidrilos, fue capaz de inactivar a fa enzima. Esta inactivacién fue 

caracterizada y se encontréd que la BADH de hojas de amaranto tiene 

residuos cistefina esenciales para su actividad. 

Recientemente, Vojtechova et a/. (1997) y  Trossat ef al. 

(1997) demostraron que la BADH de amaranto y de _ remolacha 

muestran alta afinidad por el sustrato betaina aldehido asi como por 

aldehidos con carga positiva, mostrando actividad de aldehido 

deshidrogenasas. Dado que en amaranto se han detectado 3 secuencias 

relacionadas a la BADH, codificando al menos dos de ellas para un 

polipéptido de peso molecular semejante, es posible que alguna de las 

isoenzimas muestre especificidad por el sustrato betaina aldehido y que 

alguna de las isoenzimas restantes tenga ademas afinidad por los 

aldehidos. La estructura primaria de la BADH permitira identificar 

residuos blanco para modificacién por mutagénesis sitio-dirigida en 

prueba de esta idea. 

La expresi6dn del ARNm de ahybadh?17 se presenta tanto en hojas 

tratadas como en no tratadas. Los niveles del transcrito ahybadh17 en 

hojas tratadas permanecieron por arriba de los niveles alcanzados por las 

hojas control a través del periodo de 24 horas de exposici6n a_ ios 

tratamientos, alcanzando un incremento_ significativo después de 1 hora 
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de iniciado ej tratamiento osmotico. Para tener una estimaci6n mas 

exacta de los cambios ocurridos en los niveles de los transcritos 

ahybadh17, se realizé un analisis densitométrico de los Northern en 

colaboraci6n con el! grupo de la Dra. Rosario Mufioz-Clares (Facultad de 

Quimica, UNAM). En este grupo se investigaron los cambios en los niveles 

de la proteina BADH en respuesta a los mismos tratamientos. La relacién 

entre el nivel de expresi6n del gen ahybadhi7 y el nivel de la proteina 

BADH, durante 24 horas de exposicién a los diferentes tratamientos se 

presenta en las Figuras 28 y 29 y en Legaria et a/l., en prensa. La 

respuesta maxima se observo en las hojas tratadas con NaCl, donde luego 

de 6 horas de tratamiento el contenido de la proteina se incrementé en 6 

veces respecto al control. En las hojas tratadas con PEG y ABA los 

niveles de la proteina mostraron un incremento de 4 veces en comparacién 

a los niveles que se tenian al inicio del experimento y declinaron mas 

tarde, si bien permanecieron arriba del valor inicial a través del 

perfodo de 24 horas de exposicidn. Los resultados son consistentes con el 

patron de expresion del ARNm y la proteina BADH en otras especies de 

plantas donde los niveles basales en tejidos no tratados se incrementan 

después del tratamiento osmédtico (Weretilnyk y Hanson, 1989;1990; 

McCue y Hanson, 1992;  Ishitani et a/., 1995; Wood et a/., 1996; Nakamura 

et al., 1997). Los altos niveles de expresi6n alcanzados bajo estrés por 

NaCl en relacién al tratamiento con PEG, pueden atribuirse a una 

combinacién de los efectos osmdtico y tdéxico de los iones. Se ha 

sugerido que la sefial para la inducciédn del gen BADH es mediada por otros 

compuestos diferentes al estrés osmético, tales como el acido abscisico 

(McCue y Hanson, 1990). Se ha observado en plantas de cebada y en muchas 

otras especies vegetales que el estrés osmodtico provocado por salinidad, 
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sequia y estrés hidrico llevan a un incremento en los niveles del = acido 

abscisico enddédgeno y consecuentemente a cambios en la expresion 

de los genes (Skriver y Mundy, 1990). Los resultados de este trabajo 

indican que durante el estrés osmdtico con PEG o salinidad se alcanzaron 

mayores niveles de los transcritos en relacién a los alcanzados por la 

aplicaci6n del ABA exdgeno (Figuras 28 y 29). Esto sugiere que el gen 

ahybadh17 no pertenece a la misma categoria de otros genes de 

respuesta a ABA como los de la familia rab (Skriver y Mundy, 1990) en 

que los transcritos se incrementan fuertemente luego de algunas horas de 

la aplicacién del ABA exégeno. 

El incremento inicial en los niveles del transcrito ahybadh17 puede 

ser suficiente para los incrementos en la proteina BADH observados mas 

tarde durante el experimento (Figuras 28 y 29; Legaria et a/., en prensa). 

Alternativamente, dado que tanto en plantas de amaranto, remolacha 

(McCue y Hanson, 1992) y sorgo (Wood ef ai, 1996) existen familias de 

genes BADH, otro miembro de la familia puede ser expresado 

mas fuerte bajo nuestras condiciones experimentales. Dado que ambos 

genes ahybadh4 y ahybadh?t7 son muy similares en su secuencia de 

nucledtidos no fue posible distinguirlos en geles tipo Northern. Por !o 

tanto, !a_ induccién del transcrito ahybadh (Figuras 28 y 29) puede 

atribuirse, al menos en parte, a ahybadh17, aunque no se excluye que 

ahybadh4 U otro gen ahybadh pueda ser también regulado por estrés. Para 

evaluar Ja expresién especifica de ahybadh4 y ahybadh17 sera necesario 

hacer un analisis de la expresidn por RT-PCR sintetizando 

oligonucledtidos especificos para cada secuencia. 

Como se_ indicéd anteriormente, en la regidn promotora del gen 

ahybadh4 se detectaron posibles secuencias consenso reconocidas por 
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activadores de la transcripcién tales como 11 elementos MybRE, 2 

elementos CE1 y un centro ACGT que regulan genes en respuesta a estrés 

esmotico y acido abscisico (Figura 20). Es posible que los genes ahybadh 

respondan a ABA por presentar estas secuencias en su regidn promotora, 

pero que no requieran de la presencia de la hormona necesariamente para 

expresarse bajo condiciones de estrés osmotico o que el sistema 

experimental de hojas disectadas o la concentracién de ABA utilizada no 

nos permitan inducir cambios mas fuertes en la expresién de los ARNm de 

fa BADH de amaranto (Figuras 28 y 29). 

Para cuantificar el grado de déficit de agua impuesto a las hojas por 

los diferentes tratamientos, se determindéd su contenido relativo de agua 

(CRA, RWC). Como era de esperarse, los valores de CRA en las hojas de los 

experimentos control y ABA  permanecieron relativamente constantes, 

mientras que aquellos de fas hojas tratadas con PEG y NaC! declinaron a 

alrededor de 67 y 82% a las 6 horas, respectivamente (Figuras 28 y 29). Es 

interesante mencionar que decrementos relativamente pequefios en el 

contenido de agua de las hojas son capaces de disparar la acumulacién de 

la protefna BADH durante un tiempo de exposicién muy corto al 

tratamiento con PEG 6000 (Rajsbaum y Mufioz-Clares, resultados en 

Legaria et a/, en prensa). 

Finalmente, los resultados de esta tesis muestran que en hojas 

individuales de amaranto la expresién del gen ahybadh17 responde al 

estrés osmético o al ABA exdgeno. Observaciones previas de incrementos 

en los niveles de los ARNm o de la proteina BADH en hojas de espinaca 

(Weretiinyk y Hanson, 1989; Weretilnyk et a/, 1990), remolacha (McCue y 

Hanson, 1992), cebada (Arakawa et a/., 1992; Ishitani et a/., 1995), sorgo 

(Wood et al., 1996) y arroz (Nakamura et a/., 1997) indican que los niveles 
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se incrementan después de una_ exposicién larga a las condiciones de 

estrés. El tiempo mas corto en que se ha observado la respuesta es de 12 

horas en plantas completas de cebada (Ishitani ef a/., 1995). Los 

resultados que se presentan en esta tesis son consistentes con la 

observacién reportada de una acumulacién rapida de glicina betaina luego 

de 2 horas de estrés hidrico en hojas disectadas de plantas de amaranto 

(Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994). Ya que el gen ahybadh17 se 

expresa mas rapidamente en comparacién con los genes aislados en otras 

especies, podria permitir a las plantas que lo portan, contender mas 

eficazmente los efectos del estrés hidrico UG osmético y quiza su 

manipulacién en términos biotecnoldgicos sea mas promisoria. 

Por otro lado, Russell et a/. (1998), reportan que ios niveles de 

proteina, ARN mensajero y actividad enzimatica de la colina 

monooxigenasa (CMO) de Amaranthus caudatus L. (la primera enzima 

participante en la via de sintesis de la glicina betaina) se incrementan 

entre 3 a 5 veces en respuesta a estrés por salinidad, si bien los controles 

presentan niveles basales de los 3 pardmetros evaluados. Los resultados 

conjuntos permiten deducir que los genes que codifican para las 2 enzimas 

que participan en la via de sintesis de la glicina betaina en Amaranthus 

hypochondriacus L. son regulados positivamente por estrés osmotico. 

Varias especies de cultivos comercialmente importantes tales como 

el arroz, la papa, el tomate y el tabaco carecen total o parcialmente de la 

via de sintesis de GB (McCue y Hanson, 1980; Rhodes y Hanson, 1993). Esto 

ha motivado a varios investigadores a tratar de manipular la via 

biosintética de la glicina’ betaina para incrementar la_tolerancia al 

estrés y el rendimiento. A la fecha se han generado plantas transgénicas 

de tabaco transformadas con el ADNc de la BADH de_ espinaca 
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(Rathinasabapathi et a/., 1994), de cebada (Ishitani et a/., 1995), y el gen 

betB de. coli codificando para la BADH (Holmstrom ef ai/., 1994). En 

todos los casos se observé un incremento en los niveles de ARNm y en la 

actividad de la proteina respectiva. Dada la alta toxicidad que representa 

la betaina aldehido suministrada a las plantas, se pudo demostrar que la 

sobreexpresién de la BADH puede detoxificar al tejido vegetal pero no 

se determino si estas plantas toleran al estrés_ salino. 

Desafortunadamenite, la toxicidad de la betaina aldehido suministrada 

complico la interpretaciédn de tales experimentos. Si bien las plantas 

transgénicas metabolizan la betaina aldehido a tazas suficientes como 

para conferir resistencia al compuesto, el crecimiento de las plantas se 

retard6 en comparacidn a los controles. En otros ensayos, Nakamura et al. 

(1997) sometieron plantas de arroz a estrés osmdtico con NaC! 150 mM en 

presencia de betaina aldehido, observando que se acumulaba glicina 

betaina (1.40 umol/g de peso fresco) en las plantas confiriendo tolerancia 

a salinidad durante la germinacién y el crecimiento de las plantas. 

En otro trabajo Lilius et a/. (1996) indican que la sobreexpresién 

del gen betA de E. coli codificando para la colina deshidrogenasa (CDH) en 

tabaco mostr6 la eficacia de la glicina betaina como un osmoprotector, ya 

que bajas concentraciones (menos de 1 mM) proporcionaron efectos 

protectores a las plantas sometidas a estrés por 300 mM de NaCl. 

Otros osmolitos como e! manitol, la prolina y los fructanos han 

mostrado eficacia para conferir tolerancia al estrés salino, pero la 

habilidad de las plantas para contender al estrés requiere de muy altas 

concentraciones del osmoprotector (Tarczynski et a/., 1993; Kishor et a/., 
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1995). Se requiere aproximadamente de una concentracion de 100 mM de 

manitol en hojas y raices de plantas de tabaco para conferir tolerancia a 

NaCl 250 mM (Tarczynski et a/., 1993); se necesitan 6.5 mg/g de peso 

fresco de prolina para proporcionar a plantas de tabaco tolerancia a NaCl 

400 mM (Kishor et a/., 1995), y una acumulacién de 0.35 mg/g de peso 

fresco de fructanos en plantas de tabaco para resistir la deshidratacion 

provocada por PEG al 10% (p/v)(Pilon-Smith et al, 1995). Por su parte, 

Holstrom et al. (1996) transformaron plantas de tabaco con el gen 

codificando para la subunidad TPS1 de la trehalosa-6-fosfato sintetasa 

de levadura y observaron que es un osmolito muy eficiente, requiriéndose 

la acumulacién aproximada a 5 mM de trehalosa en el citosol para 

proporcionar ajuste osmético a las plantas sometidas a desecacién 

durante 7 horas. Todo lo expuesto reaiza la eficacia de la glicina betaina 

como un osmolito y la importancia que tiene el tratar de manipular ja via 

de sintesis para luego introducirla en especies que no ia poseen 

pretendiendo hacerlas mas tolerantes al estrés osmatico. 

Sin embargo, ain cuando la glicina betaina ha mostrado ser 

un osmolito muy efectivo para mantener la supervivencia de las plantas 

bajo condiciones de estrés, su sintesis parece afectar el rendimiento bajo 

condiciones no estresantes. ‘Rhodes (1997) evalud lineas isogénicas de 

maiz que acumulan glicina betaina (Beti/Bet1) contra lineas no 

acumuladoras (beti/bet1), y encontré que la alta acumulacion de glicina 

betaina parece estar asociada con una reduccién de un 5% en el 

rendimiento de grano bajo condiciones de riego en campo. Ademas la 

acumulacién de! osmolito confiere susceptibilidad a hongos patoégenos 

(Rhodes, 1997). Esto indicaria que la introduccién de !a via de sintesis de 

glicina betaina en plantas que no la poseen, posibiemente requerira la 
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introduccién compiementaria de genes que confieran resistencia a hongos 

patégenos en algunas especies vegetales cultivables bajo condiciones de 

riego; aunque sera necesario probar si la GB afecta el rendimiento o 

confiere susceptibilidad a patdgenos en especies diferentes al maiz. 
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_VIl. CONCLUSIONES 

1. En este trabajo de tesis se aislaron un gen completo (ahybadh4), 

una clona gendmica parcial (ahybadh28) correspondiente a un gen 

diferente y un ADNc (ahybadh17) que codifican para la enzima betaina 

aldehido deshidrogenasa (BADH) de Amaranthus hypochondriacus L. Esto 

constituye el inicio de una linea de investigacién para el estudio de las 

bases moleculares del ajuste osmdtico en el amaranto. 

2. La secuencia deducida de aminoadcidos de la AHYBADH4 y 

AHYBADH17 de amaranto mostraron un 39% de identidad con la BADH de & 

coli. y entre 62-83% de identidad con las BADHs de plantas. Los productos 

codificados por los genes BADH de amaranto son similares entre si y estan 

mas relacionados con secuencias deducidas de plantas dicotiledéneas que 

con monocotileddéneas. 

3. Los sitios activo posibles y péptido de transito a cloroplasto 

estan muy conservados entre BADHs de plantas. 

4. Tanto el andlisis gendédmico en geles tipo Southern y de secuencias 

de nucledtidos sugiere la presencia de al menos tres copias del gen 

ahybadh o de una familia multigénica de al menos 3 elementos en el 

genoma de amaranto. 

5. El analisis de la expresion de ahybadh17 mostrd que los niveles 

de ARNm de la BADH estan presentes en hojas de plantas bajo condiciones 

normales y que se incrementan de manera rapida por exposicion a 
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tratamientos de Acido abscisico (ABA) y estrés osmdtico (PEG 17.5% 

(p/v), NaCl 500 mM). 

6. En la regidn promotora del gen ahybadh4 se detectaron las 

secuencias consenso MybRE, CE1t y ABRE, que pueden ser reconocidas por 

activadores de ia transcripci6n los cuales posiblemente estén 

involucrados en fa regulacién del gen por ABA y estrés osmético. 
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Vill. PERSPECTIVAS 

1. La manipulacion de la via de biosintesis de glicina betaina y su 

introduccién en especies de plantas de interés comercial que normalmente 

no producen el osmoprotector posiblemente permitira la obtencién de 

cultivos de alto rendimiento y que sean tolerantes al estrés hidrico y 

salino. Ya que el gen ahybadh17 se expresa mas rapidamente en 

comparacién con los genes aislados en otras especies, podria permitir a 

las plantas que lo portan, contender mas eficazmente los efectos del 

estrés hidrico u osmodtico y quiza su manipulacién en términos 

biotecnolégicos sea mas promisoria. 

2. El aislamiento futuro del ADNe codificando para la enzima colina 

monooxigenasa (CMO) permitiraé manipular la via completa de sintesis del 

osmoprotector glicina betafna en el amaranto y en otras especies de 

interés econdmico. 

3. Puesto que no existe seguridad acerca de los residuos 

aminoacidos invoiucrados en la catdlisis y unién al cofactor NAD+ en la 

BADH, la expresion de la clona de ADNc ahybadh17 _ en bacterias, 

permitira identificar los residuos involucrados por mutagénesis sitio- 

dirigida. Ademas, dado que se ha encontrado que la BADH de amaranto se 

inhibe por la acumulacién de altas concentraciones de su producto, la 

modificacién del sitio activo por mutagénesis sitio-dirigida posiblemente 

permitiria que la enzima siguiera activa aun a altas concentraciones de 

glicina betaina, lo que tal vez resultaria en un  incremento de la 

tolerancia de las plantas ai estrés hidrico y salino. 
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4. El estudio de la regién promotora del gen ahybadh4 en plantas 

transgénicas permitira avanzar en el conocimiento de la forma en que se 

regulan los genes involucrados en la sintesis de osmolitos en plantas. 
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and Hanson, 1993; Ingram and Bartels, 1996). 62 Glycinebetaine is a quaternary ammonium compound 43 

  

56 A widely distributed adaptation to counteract abiotic present in bacteria, cyanobacteria, algae, animals and 64 
57 stress is the accumulation of organic solutes compatible several plant families, but absent in Many important 6 58 with cell metabolism. The most common osmolytes crop species (McCue and Hanson, 1990; Rhodes and 6 59 present in many different species are glycerol, mannitol, Hanson, 1993). Genetic studies in bacteria and plants 67 80 proline, sucrose. trehalose and-ammonium-~quateraery have shown that the presence of glycinebetaine correlates 68 §1 compounds (for reviews, see Yancey et ai., 1982; Rhodes with tolerance to osmotic stress (Styrvold et al., 1986; ag Grumet and Hanson, 1986; Saneoka et al., 1995). In 70 
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. : aldehyde, by a ferredoxin-dependent choline mono- 73 42 Abbreviations: aa. amino acid (s); ABA. abscisic acid: BADH, betaine oxygenase ( Brouquisse et al., 1989; Burnet et al., 1995) 7 
43 aldehyde dehydrogenase: bp. base pair ts): CDNA. DNA complemen- and the NAD *-dependent BADH ( Weigel et al., 1986). 75 
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1986; Arakawa et al., 1987; Valenzuela-Soto and Mufioz- 
Clares, 1994). So far, there are reports of the isolation 
of BADH genes from E coli (Boyd et al., 1991), spinach 
(Weretilnyk and Hanson, 1990), sugar beet (McCue 
and Hanson, 1992), barley (Ishitani et al., 1995), sor- 
ghum (Wood et al., 1996) and rice (Nakamura et al., 
1997). The BADH protein and mRNA synthesis are 
induced by drought, saline or cold stress, in parallel 
with an increase in the glycinebetaine levels. 

Previous work has shown that glycinebetaine accumu- 
lates also in the mesophyte crop Amaranthus Aypochon- 
driacus L. (amaranth), upon water stress in leaves 
(Gamboa et al., 1991). In addition, it has been shown 
that BADH activity in amaranth is increased in response 
to short-term exposure to water deficit ( Valenzuela-Soto 
and Mufioz-Clares, 1994), 

We are interested in the molecular basis of osmotic 
adjustment in A. hypochondriacus, and as a first step, 
here we report the isolation of a full-length gene and a 
highly homologous cDNA from amaranth, both encod- 
ing proteins with homology to BADH. The expression 
patterns of BADH mRNA and Protein were analyzed 
during a 24-h exposure to different osmotic stress condi- 
tions or exogenous ABA, 

2. Materials and methods 

2.1. Plant growth and treatments 

The crop plant Amaranthus Aypochondriacus L. cv. 
Azteca was propagated under controlled conditions 
(24°C and 16h of light with an average of 50% humid- 
ity). Detached leaves from 6-week-old plants were 
treated with 100 uM ABA, 17.5% (w/v) polyethylene 
glycol (PEG) 6000, equivalent to a water potential value 
of -1.0MPa (Money, 1989), or 500mM NaCl. 
Treatment time is indicated in Fig. 4. The degree of 
water deficit imposed to the leaves by these treatments 
was assesed by their relative water content (RWC), 
determined as described by Gamboa et al. (1991). RWC 
is defined as: 100% x (fresh weight)~(dry weight)/ 
(hydrated weight) —(dry weight). After sampling and 
weighing (fresh weight). leaves were inmersed for 4h in 
destilied water, blotted and weighed (hydrated weight). 
For dry weight determination, leaves were dried over- 
night in a 70°C oven. 

2.2. cDNA cloning by RT PCR 

Total RNA was extracted from amaranth leaves 
treated with 17.5% PEG for 12h, according to af[pre- 
viously described method (Schuler and Zielinski.(7989), 
The first cDNA strand was synthesized using 
SuperScript 1! reverse Wanscriptase (GIBCO BRL, 
Gaithersburg, MD, USA). For the second cDNA strand, 
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the specific oligonucleotides FW (S-GCGG- GATCCGGCGATCCGTGTACCTTCGC) and RV (5’- CGCGGGATCCTCAAGGAGACTTGTACCATCC. CC) containing a BamHI site were used to amplify the cDNA fragment by PCR using Expand High Fidelity enzyme (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany), and according to the following conditions: 94°C 5 min, (94°C | min, 55°C 2 min, 72°C 3 min) 40 cycles, 72°C § min. The PCR Product was cloned into pBluescript KS(+) vector (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA). 

2.3. Construction of an amaranth genomic bank 

Genomic DNA was extracted (Jofuku and Goldberg, 
1988) from 8-week-old amaranth plants and partially digested with Sau3AI before fractionation by sucrose density gradient centrifugation. The 9-20 kb fraction was ligated into lambda GEM-I1 vector (Promega, 
Madison, Wi, USA). Recombinant plaques were plated in E. coli KW25| yielding approx. [0° original recombi- hants, 97% of them containing the insert. After amplifi- cation, the titer was | x 10!° plaques/ml. The genomic 
bank was screened by standard protocols (Sambrook et 
al., 1989) using the spinach cDNA (Weretilnyk and. 
Hanson, 1990) as a probe. 

2.4. Antibody preparation and Western blot analysis 

Rabbit polyclonal anti-BADH antibodies were raised 
according to a standard protocol using purified ama- 
ranth BADH (Valenzuela-Soto and Mufioz-Clares, 
1994). Samples of amaranth leaf (2--3 2) were homoge- 
nized as previously described (Valenzuela-Soto and 

Mujfioz-Clares, 1994) and protein concentration was 
measured by the method of Bradford (1976). Protein samples were fractionated by SDS-PAGE and electrot- ransferred to Immobilon-PS? membrane (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Immunoblotting was carried out essentially by the method of Towbin et al. (1979). Polyclonal anti-BADH antibody was used as the primary antibody at a dilution of 1:1000. Goat anti- rabbit biotinylated-IgG was used as the secondary anti- body at a dilution of 15000. Bound antibody was 
visualized by enhanced chemiluminescence (ECL) using a kit from Pierce (Rockford, IL, USA), according to the manufacturer's instructions, 

3. Results and discussion 

3.1. Isolation and molecular characterization of an 
amaranth genomic clone anda cDNA encoding BADH 

Approximately 300 000 recombinant lambda plaques 
from the amaranth genomic bank were plated and 
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Fig. !. Gene structure of the ahybadhd gene encoding the betaine aldchyde dehydrogenase (AH YBADH4) enzyme from Amaranthus Aypochondriacus L. The nt sequence was determined using the dideoxy-chain termination method {Sanger et al., computer program Gene Works version 2.4 (Intelligenctics, Mountain View, CA, USA). The 
1977). Sequence analysis was performed using the 

AC sequences reported in this paper wiil appear in the EMBL, GenBank and DDBJ Nucleotide Sequence Databases under uccession numbers AF000132 and AFOI7150, The line Tepresents amaranth ONA inserted into the BamHI site of lambda GEM-11, with the left arm of the vector on the lett. The transcription initiation site is indicated as an arrow. Introns, 5‘ and 3° flanking regions are indicated by the line and exons by solid bars. The restriction sites are: H. HindItl: P, Pstt: S, Saft: Se. Sucl: X, Xhal. 

screened with the spinach SP/BADH cDNA ( Weretilnyk 
and Hanson, 1990). Six lambda clones were isolated 
and characterized by restriction mapping and Southern 
blot. One clone, lambda ahybadh4, contains a 15-kb 
insert encompassing the entire ahybadhd gene of 8998 bp 
length. Several DNA fragments spanning the ahybadh4 
gene were subcloned in pBluescript in both orientations 
for DNA sequencing. The sequence revealed a structure 
of 15 exons with an ORF of 1503 nt encoding a protein 
of 55 kDa predicted molecular weight, here designated 
AHYBADH4. Exons are between 60 and 153 bp long 
and the coding sequence is interrupted by 14 introns of 
varying length, from 75 to 2723 nt long, comprising 
altogether 5624 nt of ahybadh4 sequence (Fig. 1). All 
intron boundaries in ahybadh4 have GT in the S‘-splice 
site and AG in the 3’-site which is consistent with the 
consensus splicing site of plant genes transcribed by 
RNA polymerase If (Brown, 1986). The positions of 
the 14 introns in ahybadh4 were deduced after nt 
sequence comparison with the ahybadhi7 cDNA. 
Interestingly, the splicing sites in ahybadh4 and the rice 
gene osbadh (Nakamura et al., 1997) correspond exactly 
to the same positions between exons, although the intron 
sizes in this latter gene are much shorter and amount to 

codon of ahybadhd has the consensus context found in 
other plant genes (Liitke et al., 1987). Two putative 
polyadenylation sequences, AATAAA, were localized at 
76 and 297 nt downstream from the stop codon (TGA) 
in the 360-nt long 3’ UTR. 

To isolate an amaranth BADH cDNA, the RV and 
FW primers (Section 2.2) were designed based on the 
nt sequence of ahybadh4, which enabled synthesis by 
RT-PCR of acDNA containing a full-length budh ORE 
but lacking the 5’ and 3‘ UTR. Five clones from three 
independent PCR reactions were sequenced and all were 
identical. The encoded product of one selected clone, 
ahybadh!?, is 98% identical at the aa level to 
AHYBADH4A. The isoform AHYBADH17 consists of 
500aa with 10aa substitutions with respect to 
AHYBADH4. 

3.2. Comparison of amaranth BADHs with other BADH 
Sequences 

The identity at the aa level between reported BADH 
sequences is shown in Tablel. The amaranth 
AHYBADH4 and AHYBADHI7 deduced proteins 
showed 39% identity to bacterial BADH (Boyd et al., 

  

  

only 2.9kb of the sequence. The putative initiation 1991). The most related sequences to amaranth BADHs 

Table | 
—_~ week Sequence comparison of BADH deduced proteins 

AHYBADHI7 SPIBADH BVBADH ECOBETB OSBADH BADHIS BLYBAD 
AHYBADH4 98 83 83 9 70 62 70 AHYBADHI7 83 83 39 7 63 70 SPIBADH 

90 37 WW 63 70 BYBADH 
37 69 6! 69 ECOBETB 

37 33 36 OSBADH 
7W 82 BADHI5 

7 
  

Comparison of deduced amino acid sequence of amaranth AHYBADH4 and AHYBADHI7 
and barley BLYBAD. Sequence idenuty is shown as a Percentage after 

ECOBETB. sugurbeet BVBADH, rice OSBADH. sorghum BADHI5 
sequence aligament using Gene Works version 2.4. 

Proteins with the spinach SPIBADH. & coli 
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228 were from spinach (Weretilnyk and Hanson, 1990) and 

229 sugarbeet (McCue and Hanson, 1992) which shared 
230 83% identity. Rice BADH (Nakamura et al., 1997) 

231 showed 70 and 71% identity to AHYBADH4 and 

2322 AHYBADHI7, respectively. Both amaranth BADHs 

233 share 70% identity to barley BADH (Ishitani et al. 
234 1995). Among plant sequences, sorghum BADH ( Wood 

235 et al., 1996) is the least related, with only a 62 and 63% 

236 identity to AHYBADH4 and AHYBADH17, respec- 

237 tively. Therefore, the 4. Aypochondriacus AHY BADH4 

238 and AHYBADHI7 aa sequences are more related to 

239 BADHs from the Chenopodiaceae plant family than to 
70 the Poaceae and prokaryotic BADHs, as shown in a 

241 dendogram plot (Fig. 2), which is in agreement with 
242 their phylogenetic relationship. 
243“ The decapeptide VTLELGGKSP and surrounding aa 
244 residues, are highly conserved among aldehyde dehydro- 
245 genases and BADHs and have been shown to be involved 
248 in the enzyme active site and NAD * binding ( Weretilnyk 
27 and Hanson, 1990; Boyd et al., 199t; McCue and 
248 Hanson, 1992; Wood et al., 1996). This decapeptide is 
249 also present in AHYBADH4 and AHYBADHI7 

280 deduced proteins, suggesting that they are active 

21 enzymes. The BADHs belong to the aldehyde dehydro- 

22 genases superfamily of eubacteria and eukaryotes which 

253 comprises enzymes that are specific or non-specific for 
24 particular aldehyde substrates (Habenicht et al.. 1994). 
785 In fact, it has been shown that amaranth BADH is also 
256 able to catalyse the oxidation of dimethylsulfoniopropio- 

257 naldehyde ( Vojtechova et al., 1997). 

28 The spinach BADH was localized in the chloroplast 

29 stroma, apparently targeted by means of a transit pep- 

tide localized in the N-terminus (Weigel et al., 1986; 260 
Weretilnyk and Hanson, 1990). A relatively similar 261 
sequence is present in other BADH proteins, including 262 
amaranth AH YBADH4 and AHYBADH17. Recently, 263 
it has been reported that rice OSBADH was intracellu- 264 
larly localized in the peroxisomes, probably targeted[by 265 
a highly conserved SKL C-terminal sequence 266 
(Nakamura et al., 1997). This tripeptide sequence is 267 
present in all other monocotyledonous BADH proteins 258 
but is absent in amaranth and other reported dicotyle- 269 
donous BADHs. 270 

3.3. Structure of the 5'-flanking region of the ahybadh4 m 
gene 272 

The 5° upstream sequence (Fig. 1) of ahybadh4 is 273 
1356-bp long comprising a putative promoter region. 274 
To determine the tsp of ahybadh4, a primer extension 275 
analysis was carried out. A single band was identified 276 
which corresponds to 158 nt from the initiation codon 277 
and 38 nt downstream from the TATA box (Fig. 3A). 278 
In addition, a CAAT box was found at —75 nt from 273 
the start site of transcription. A spurious ATG was 280 
localized at +76 nt in the 5’ UTR out of frame of the 281 
AHYBADHG4 ORF. 282 

3.4. Southern blot analysis 283 

To determine the copy number of amaranth badh 294 
genes, a genomic Southern blot was hybridized with 285 
ahybadh!7 CDNA as a probe, as shown in Fig. 3B. Since 286 
there are no internal EcoRI sites in ahybadh4, the six 287 
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26 Fig. 2. Dendogram of relationships among BADH proteins. Comparison is based on sequence alignment obtained with Gene Works version 2.4. 
27 Protein sequences included in this comparison are trom barley (BLY BAD}. rice (OSBADH ). sorghum (BADH15). spinach (SPIBADH ), sugarbeet 
28 (BYBADH). amaranth (AHYBADH4 and AHYBADHI7), and £. coli (ECOBETB). 
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Fig. 3. Structural features of the amaranth uhybadhd gene. (A) 

Mapping of ssp. Primer extension was performed by a standard method 
(Sambrook et al. 1989) using a 21 nucleotide primer (5'- 
CGCGAAGGTACACGGATCGCC) which matches the 3‘ end of the 
second codon of the amaranth ahyhudhd gene. Lanes G, A, T and C 

are the corresponding nt of the sequencing reaction of uhyhadhd deter- 
imined with the same primer as before and run next to primer-extension 
products in an 8 M urea-6% polyacrylamide gel. Lane | is the primer- 

extension assay. The nt sequence around the start site of transcription 

(indicated by an asterisk) and the TATA box are depicted on the left. 
(B) Southern blot analysis. Amaranth genomic DNA (20 ig} was 
digested with different restriction enzymes and fractionated in a 0.8% 

agarose gel. before cupillary transfer to a nylon membrane. The blot 

was hybridized using standard protocols (Sambrook et al.. 1989) with 
the amaranth ahrhadh!7 cDNA as a probe. Lanes are as follows: E. 

EcoRI: H, Hind: X. Xhat: P. Pel. Numbers on the right are molecu- 
lar weight markers in kb. 

bands observed could represent a similar number of 
gene copies. although the possibility cannot be excluded 

that other homologous genes have internal EcoRI sites. 

After digestion with AéadllJ, five bands were observed 
but only three correspond to ahybadhd. Similarly, diges- 

tion with Xbal resulted in six bands and only four were 
expected to correspond to ahybadh4. Therefore. these 
results suggest that there is a multigene family for 

BADH in the A. Avpochondriacus genome. The restric- 

tion map of ahvbadhd is shown in Fig. | for comparison 

of DNA fragments observed in the Southern blot. 

3.5. Expression of abybadh genes and BADH protein 

Earlier reports on amaranth have shown that in 
detached leaves ylycinebetaine is accumulated upon 

dehydration stress (Gamboa et al., 1991) and this is 

J. Leguria et al. { Gene 0 (1998) 000-000 5 

paralleled by increases in BADH enzyme activity 
(Valienzuela-Soto and Muiioz-Clares, 1994). To investi- 
gate whether the ahybadh genes were induced by osmotic 
stress, and whether the level of gene transcript correlates 
with the amount of BADH protein, detached amaranth 
leaves were treated with 17.5% PEG 6000 or 500 mM 
NaCl for 24h. ABA mediates desiccation tolerance in 
plants, and is involved in the response to other abiotic 
stresses such as salt, cold and wound (Ingram and 
Bartels, 1996). To extend our analysis, amaranth leaves 
were also treated with 1004M ABA for 24h. Total 
RNA extracted from untreated and treated leaves was 
analyzed in a Northern blot using as a probe the 
ahybadh!7 cDNA (Fig. 4, lanes 1-5). The observed 
ahybadhi7 mRNA was detected as a single band of 
approx. 1.9kb long, which is consistent with the 
expected size for a full-length cDNA. All filters were 
rehybridized with a 28S ribosomal gene-fragment probe 
to confirm that all samples were correct and equal RNA 
amounts were loaded (Fig. 4, lanes |—-5). In addition, 
soluble protein extracted from untreated and treated 
leaves was analyzed in a Western blot and the BADH 
protein was inmunodetected using polyclonal anti- 
BADH antibodies (Fig. 4, lanes 1-5). The electropho- 
retic mobility of the immunoreactive species was iden- 
tical to that observed for highly purified BADH (Fig. 4, 
lane *) and corresponded to a molecular mass of 62 kDa. 

As shown in Fig. 4, ahybadhi7 mRNA and BADH 
protein are present in treated and untreated amaranth 
leaves. The levels of the ahybadh#7 transcript in treated 
leaves remained above the controls throughout the fi4- 
h exposure period, with a significant increase observed 
within Ih from the start of the osmotic treatment. 
Western blot analyses also showed a relative change in 
the content of BADH protein after 1h of treatments 
(Fig. 4). 

In order to obtain a more accurate estimate of changes 
in ahybadh!7 transcript and protein levels, a densitomet- 
tic analysis of Northern and Western blots was per- 
formed, The relationship between the expression level 
of the ahybadh!7 gene and the level of BADH protein, 
during 24 h exposure to the different treatments, is given 
as a histogram in Fig. 4 (top). The maximum reponse 
was observed in the NaCl-treated leaves, where 6 h after 
treatment the BADH protein content was 6-fold higher 
than at the beginning of the experiment. [n PEG- and 
ABA-treated leaves. the levels of BADH protein had a 
4-fold increase with respect to levels at the start of the 
experiment and declined thereafter, although they 
remained above the initial value throughout the 24-h 
treatment period (Mig. 4). Our results in amaranth are 
consistent with the expression pattern of BADH tran- 
script and protein in other plants, where basal levels in 
untreated tissues increase upon osmotic treatment 
(Weretilnyk and Hanson, 1990; MeCue and Hanson, 
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Fig. 4. Northern and Western blot analyses of ahyhadhi7 gene and BADH protein expression in amaranth leaves, Total RNA or soluble protein 
were extracted from untreated amaranth leaves (CONTROL) or treated with 17.5% (w/v) PEG (PEG). 500 mM NaCl (NaCl) or 100 2M ABA 
(ABA) at the indicated times. RNA extracts (40 1g) were fractionated in 4 formaldehyde~1.2% agarose gel and capillary transferred to a nylon 
membrane. The blot was hybridized using standurd protocols (Sambrook et al., 1989) with the amaranth ahybadhi7 CONA as 4 probe or with a 
ribosomal gene-fragment from Phaseulus vulgaris, Protein extracts (20 wg of 40-60% ammonium sulfate Iraction) were fractionated in a 10% 
SDS-PAGE gel. clectrotransferred and immunobioted. BADH protein was detected with unti-amaranth BADH polyclonal antibodies by ECL. 
Corresponding RWC values (%) are indicated below each lane. Top. Quantification of the ahyhadh transcript (solid bars) and BADH protein (open 
bars) relative levels during 24h exposure to 17.5% PEG, 500mM NaCl. or 100 pM ABA. Autoradiograms and immunoblots were scunned using 
a laser-beam densitometer and the relative signals for each lane were plotied after standardizanon. Treated samples were ussigned relative levels 
after companson with CONTROL (untreated) samples (taken as 190%) at each time point. Northern biots were re-probed with a 28S ribosomal 
gene fragment trom Phascufus rulguris and the relative transcript levels were then standardized with respect to the hybridization with the latter 
probe. The relative BADH protein content was determined by reference to the density of the band observed at zero time of each treatment. 

1992; Ishitani et al., 1995; Wood et al.. 1996; Nakamura in amaranth there is a family of badh genes, as in sugar 
et al., 1997). beet (McCue and Hanson, 1992) and sorghum (Wood 

The initial increases in ahyhadh!7 transcript levels et al, 1996), another member of the family could be 
may suffice for the increases in BADH protein observed also expressed under our experimental conditions. Thus, 
during the course of the experiment. Alternatively, since the induction of ahybadh transcript (Fig. 4) can be 
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attributed to ahybadh{7 but the possibility that the 
ahybadhd gene could also be regulated by stress cannot 
be excluded. 

To assess the degree of water deficit imposed to the 
leaves by the different treatments, their RWC was deter- 

mined. As expected, RWC vaiues remained constant 

during the experiment in control- and ABA-treated 
leaves, while those of PEG- and NaCl-treated leaves 
declined (Fig. 4). It is interesting that a relatively smaller 

decrease in the RWC of leaves treated with NaCl is able 
to trigger a higher accumulation of the BADH transcript 

and protein (Fig. 4). This might result from the com- 
bined effect of osmotic stress and ion toxicity caused by 

the treatment with 500 mM NaCl. 
Finally, our results show that in detached leaves of 

amaranth the expression of the ahybadh!7 gene and the 
amount of BADH protein respond rapidly to osmotic 
stress or to exogenous ABA (Fig. 4). Previous observa- 

tions of increases in the levels of BADH mRNAs or 

BADH protein in spinach (Weretilnyk and Hanson, 
1990), sugar beet (McCue and Hanson, 1992), barley 

(Arakawa et al., 1992; Ishitani et al., 1995), sorghum 

(Wood et al., 1996) and rice (Nakamura et al., 1997) 

leaves were made after much longer periods of exposure 

to the stress conditions. The shortest time in which the 
response was observed was 12h (Ishitani et al., 1995). 

Our present results are consistent with the reported 

rapid accumulation of glycinebetaine in detached ama- 

ranth leaves observed 2 h after the onset of water deficit 

(Valenzuela-Soto and Mufioz-Clares, 1994). 

3.6. Conclusions 

(1) A complete gene and a homologous full-length 
cDNA from 4. Aypochondriacus coding for BADH 

have been cloned and sequenced. 
(2) The amaranth BADH encoded products are almost 

identical among them and more closely related to 
dicotyledonous than monocotyledonous BADH 
deduced sequences. 

(3) The ahybadhi7 gene and BADH protein are rapidly 

accumulated in amaranth leaves in response to 

short-term exposure to osmotic stress or to exoge- 
nous ABA, although response is stronger to NaCl 
treatment. 
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