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RESUMEN 

En el .presente:· trabajo se muestra un estudio de la enzima 

be taína aldehído. :.deshidrogenasa · de hojas de amaranto sometidas 
a pérdida .. de: >.;;_gua;. que incluye su purificación, 

caracterizac:i.Ó~:~in.i!ti'ca .y la identificación de algunos de los 

amirioÍl.cidos:·esenciaieis para la actividad de esta enzima. - - ·-' "<' ' - . . . -. ~.-,_·... --. - ' .. . -. -' 
La actividad:dé;1a:enzima betaína aldehído deshidrogenasa 

(BADH, .EC i.2~: :J::~ a); '.~e: 'incrementa después de 4 horas de 
-

tratamiento ·de · pérdida;,:. de· agua con pal ietilén glicol. Se 

purificó . la'· ::enzima a 'ho!'logeneidad y se encont~ó por 

cromatografíi d~: filtración molecular y por electroforesis en 

geles de poliacrilamida en presencia de SDS que tiene una masa 

molecular nativa de l.25 kDa y una por subunidad de 63 kDa. La 

enzima es altamente específica para betaína aldehído; sin 

embargo, puede usar NAD+ o NADP+ corno nucleótido. La reacción 

es irreversible aun a altas concentraciones de glicina 

betaína. La dependencia de la velocidad con respecto al pH 

indicó la existencia de dos grupos ionizables con valores de 

pK de 6.78 y 9.38 involucrados en la catálisis y/o en la unión. 

de los sustratos. La temperatura óptima fué de 50º e con una 

energía de activación de la reacción entre 25 y 50ºC de 6l..8 

KJ/mol. Estudios de modificación química sugieren la presencia 

de residuos de cisteína (s), histidina (s) y arginina (s) en el 

centro activo de la enzima. La BADH se activa por 

concentraciones relativamente bajas de K+, sacarosa y prolina, 

mientras que es inhibida por NH4 +, Na+ y altas concentraciones 

de glicina .:betaína. Los iones divalentes no tuvieron ningun 

efecto sobre esta actividad enzimática. 

Se analizó el mecanismo cinético de la 

la betaína aldehído deshidrogenasa 

reacción 

mediante catalizada 

estudios 

inhibición 

por 

de velocidad 

por producto 

inicial 

a bajas 

en estado estacionario, 

y altas concentraciones de 

sustratos e inhibición sin salida . De los dos productos de la 

reacción sólo el NADH produjo inhibición. Los resultados son 

consistentes con un mecanismo Isa Ordenado Bi Bi, en el cual 



NAD+ es _el primer sustrato que se une la enzima y NADH. el 

último producto.eh disociarse de ella. Este mecanismo.ya había 

sido descr'it:o teóricamente por Cleland (1963), pero .no había 

sido encont~ado en ninguna enzima; este es el primer :tfab~jo 
public~é:io:· so'bJ:e'' dicho mecanismo basado en estudios 'de 

inhibiéiÓil p;:,r· producto. 

La . enzima es inhibida por altas ~oncentraciones del 

sustrato . betaína aldehído. Estudios de inhibición múltiple 

mostraron que la betaína aldehído se une de manera' .•.•sin· 

salida" al ·complejo enzima-NADH. La inhibición por betaí.na 

aldehído es. parcial, indicando que el NADH se puede disociar 

en. algun grado del complejo enzima-NADH-BA. Los resultado~ de 

inhibición por producto a altas concentraciones de. betaína 

aldehído muestran que el mecan'ismo sigue siendo Iso Bi Bi 

Ordenado. 



SUMMARY 

This work is a ·.study ·about the enzyme __ Bet_aine Aldehyde 

Dehydrogen'áse; · . (BADH, _EC . l; 2 .1; B l from amaranth . leaves 

subjected to water de:fici.t~ PurificatiÓn; kinetic 

characterization ·· c{nd. idenÚf:Í.caticin . of ·. so~~ essenúai amino 

acid res_idues are. descl~ibed. ···· 

The activity of the BADH increased after 4 h of water 

loss treatment with polyethyleneglycol. This enzyme was 

purified __ to apparent homogeneity by two chromatographic steps. 

It has a native and subunit molecular mass of 125 kDa and 63 

kDa respectively. The reaction is highly specific for betaine 

aldehyde, but can use NAO+ or NADP+ as nucleotide. The pH 

dependence of the velocity indicated the existence of two 

ionizable groups of macroscopic pK values of 6. 78 and 9. 38 

involved in the catalysis and/or binding of the substrates. 

Chemical modification studies suggested the presence of 

essential cisteine(s), histidine(s), and arginine(s) residues. 

The enzyme was activated by relatively low concentrations of 

K+, sucrose and proline, while it was inhibited _by NH4 +, 

Na+, and high conceñtratfons of glycine betaine. Divalents 

ions did not have any effect on the activity. 

The kinetic mechanism of the reaction catalyzed by BADH 

was analyzed by steady state initial velocity, product 

inhibition, and dead-end inhibition studies. Only one product, 

NADH,- ·gives inhibition. The results are consistent with an Iso 

Ordered Bi Bi Steady State mechanism in which NAO+ is the 

first substrate to bind at the enzyme and NADH is the last 

product to dissociate from it. To our knowledge, this is the 

first time that an Iso mechanism has been demostrated by 

product inhibition studies, as predicted by Cleland (1963). 

High betaine aldehyde concentrations inhibit the enzyme. 

Multiple inhibition studies showed that betaine aldehyde binds 

to enzyme-NADH complex in a dead-end fashion. The product 

inhibition at high betaine aldehyde concentrations showed that 

the mechanism is still Iso Ordered Bi Bi. 



I.- INTRODUCCION 
La dispm1ibilidad de agua es usualmente la limitante más 

importante' d.ei' crecimiento y supervivencia de una planta. En 

ocasiones uná'planta morirá 6 detendrá su crecimiento debido a 
un déficit en. la, cantidad de agua disponible, ya sea por falta 
de riego o po'r grandes cantidades de ,sales disueltas en el 

suelo. 
A lo largo del desarrollo 

desarrollado una gran cantidad de 
sobrevivir en escasez de agua, 

evolutivo, 
estrategias 

lo cual 

las plantas han 
adaptativas para 

ha traído como 
consecuencia que muchas especies vegetales regulen su 

metabolismo y fisiología de diversas maneras en función de la 
cantidad de agua disponible (Kramer, 1969). 

Se ha propuesto que las plantas al perder agua, sufren un 

cambio en su potencial hídrico (éste se vuelve más negativo) y 
como consecuencia a dicho cambio disparan una serie de 
mecanismos que le permiten evitar la pérdida de agua. Entre 

los mecanismos que se han propuesto están la acumulación de 
iones tales como K+, Na+ y Cl - así como la síntesis y 

acumulación de solutos"orgánicos, entre ellos glicina betaína, 
prolina, 13-alanina, sorbitol, manitol,, glicerol y azúcares. 

Con estas estrategias la célula aumenta su potencial osmótico 

(lo hace más negativo) lo cual impide mayor pérdida de agua 
(Hanson y Hitz, 1982; Wyn Jones y Gorham, 1983). Recientemente 
se ha encontrado un grupo de proteínas que son sintetizadas en 

respuesta a estrés llamadas proteínas LEA, se han propuesto 
diversas funciones para ellas como por ejemplo mantener la 

estructura cuaternaria de las proteínas, secuestro de iones 
hacia la vacuola y unión de moléculas de agua a su superficie 

para evitar la pérdida de más agua durante el estrés hídrico 
(Bray¡· 1993). 

La glicina betaína es uno de los principales solutos 
compatibles que se acumula bajo estrés salino o hídrico en 

plantas superiores, bacterias, algas y animales marinos (Wyn 
Jones y Storey, 19Sl; Yancey et al., 1982; Imohff y Valera, 
1984; Rhodes y Hanson, 1993). El paso final en la síntesis de 
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glicina betaína a .partir de colina es catalizado por la 

enzima be taína aldehído _deshidrogenasa (EC 1. 2. 1. 8) (Hanson 

et al., 19_85) , de ·acuerdo a la siguiente secuencia de 

reacciones ,." , . .,.·._-
' , ... :-, . -· ->·.'':: . .:· _., ·. 

colina -~~;~ ... ~\ ;•be·t~¡na aldehído -!Wlli- - > glicina betaína 
.. :. ·.:~~e;<·_;~ ... ·'· 

En plaD.t~s· 'est:'a ··séicuencia de recciones se lleva a ,cabó 
'·'· • ~.,--'~e"-·--_, - ·-·,"; -. -. -_ _-- •. 

mayoritariamente ··en' el cloroplasto (Weigel et al., 1986) . 

Debido :¡i i;,,_ 'g~¡;_n cantidad de organismos que sintetizan· o 

acumulan ~lic:i.na ·betaína en respuesta ya sea a la pérdida. de 

.agua o a· ... altas concentraciones de sales, las enzimas 

involucradas·· en esta ruta han sido recientemente muy 

estudiadas. La betaína aldehído deshidrogenasa ha ·sii'a:C: 

purificada · a homogeneiuad a partir de microorganismo"s 

(Nagasawa ·et·al., 1976; Falkenberg y Strom, 1990; Morí et al., 

1992), de hoja de espinaca (Arakawa et al., 1987, Pan, 1988; 

Weretilnyk y Hanson, 1989) y de soya (Lee y Cho, 1992). En 

hoja de espinaca y cebada sometida a estrés salino se encontró 

u~ aumento en la actividad de la enzima que se correlacionaba 

con un aumento en los niveles de su RNAm (Weretilnyk y Hanson, 

1989; Arakawa et al., 1992). 

Sin embargo, son escasos los estudios cinéticos sobre 

esta enzima y se desconocen los mecanismos por los cuales se 

regula su actividad, así como la composición del sitio activo. 

Por otra parte, dado que el amaranto es una planta que acumula 

glicina betaína en respuesta a la pérdida de agua (Gamboa, et 

al., 1991) nos interesamos en estudiar el efecto que sobre la 

actividad de BADH tuviera la pérdida de agua y en purificar y 

caracterizar a esta enzima a partir de de hojas de amaranto 

sometidas a pérdida de agua. 



II.- ANTECEDENTES 

II.1 AGUA 
La disponibilidad de agua es uno de los principales 

factores c:iue controlan la distribución de la vegetación y el 
tipo o especie .,de ésta. Debido a ello, la relación entre la 
planta y - el' agua ha sido de gran interés para· muchos 

científicos dÚrante generaciones. El agua constituye el 80-90%" 

del peso fresco_ de una planta; una disminución en el contenido 
de agua de una planta casi siempre causa una disminución en la 
actividad fisiológica. A lo largo del desarrollo evolutivo las 
plantas han desarrollado una serie de estrategias adaptativas 
para sobrevivir en escasez de agua (Kramer, 1969) ; entre las 

cuales se han descrito estrategias morfológicas, anatómicas'·· 

fisiológicas y bioquímicas (Wyn Jones y Gorham, 1983; Morga~, 

1984; Turner, 1986). 

Las estrategias bioquímicas consisten en la acumulación 
de iones ·tales como K+, Na+, N03 - y Cl - , en la acumulación· de 

salutes orgánicos, también llamados solutos compatibles, entre 

ellos prolina, sacarosa, glicerol, glicina be taína, be taína 
alanina, polioles y ácidos organices (Hanson y Hitz, 1982; 

Yancey et al., 1982; Rhodes y Hanson, 1993) y en la síntesis 

de proteínas (proteínas LEA) (Bray, 1993) . Los iones son 

acumulados principalmente en la vacuola, en donde pueden 

alcanzar altas concentraciones sin afectar actividades 
enzimáticas (Wyn Janes, 1983) y en el cloroplasto, en el caso 

particular del Los salutes compatibles se acumulan 

principalmente en el citoplasma y en sus compartimentos 

(Hanson y Hitz, 1982; Rhodes y Hanson, 1993) Las proteínas 
LEA son un grupo de proteínas que se sintetizan en respuesta a 

diferentes tipos de estrés y que presentan diversas funciones, 
entre ellas secuestro de iones hacia la vacuola, protección de 

la estructura de proteínas y membranas y gran capacidad para 
unir moléculas de agua (Bray, 1993). 

La función de estos iones y compuestos es la de 
proporcionar a la vacuola vegetal un aumento en su potencial 



osmótico para evitar la pérdida de agua y, de esta manera, 

poder sobrevivir durante el período de escasez de agua. 

II.2 SOLUTOS COMPATIBLES 

El término de salutes compatibles fue introducido por 

Borowitzka y Brown (19_74). para describir sustancias no 

inhibitorias y con función metabólica que se acumulan cuando 

la planta está sometida a bajos potenciales de agua. En 

algunos casos se ha propuesto que los salutes compatibles no 

contribuyen de manera sustancial al incremento en el potencial 

osmótico y que probablemente su función se ejerza a nivel de 

compatibilidad de estos salutes con la estructura y función de 

las macromoléculas (Wyn Janes et al., 1977; Wyn Janes, 1984). 

Esta compatibilidad de los osmolitos resulta primeramente de 

la ausencia de efectos perturbadores sobre las interacciones 

macromolécula-solvente (Yancey et al., 1982), ya que estos 

salutes son excluídos de la superficie de la proteína y su 

esfera de hidratación inmediata, por lo tanto estabilizan las 

estructuras de plegamiento de la proteína (Rhodes y Hanson, 

1993) . También se ha propuesto que los' sol titos compatibles, 

incluyendo a la glicina betaína, pueden alterar las 

propiedades termodinámicas de las membranas (Rudolph et al., 

1986). 

II. 3 GLICINA BETAINA 

El salute compatible glicina betaína (N,N,N-trimetil 

glicina) 

CH3 
1 

CH3 - N+ - CH2 - COOH 
1 . 

CH3 

es un compuesto cuaternario de amonio que se acumula en una 

amplia variedad de plantas superiores, bacterias, 

cianobacterias y algas en respuesta a estrés de agua y/o 

salino (Wyn Janes y Storey, 1981; Yancey, 1982; Imhoff y 

Valera, 1984; Reed et al., 1984; Gamboa et al., 1991; Rhodes y 



Hanson, l.993). Se ha propuesto que este compuesto actúa como 
un osmótico no tóxico, localizado preferencialmente · en el 

citoplasma y en el cloroplasto de las células vegetales 

(Robinson y Jones, l.986; Schroppel-Meier y Kaiser, l.988) Se 
han descrito una gran cantidad de posibles funciones para este 
compuesto, entre las que se pueden enumerar las 

(l.) protección parcial de enzimas aisladas 
siguientes: 
de plantas 

superiores y cianobacterias halofílicas contra la inhibición 

causada por NaCl y KCl (Wyn Jones y Storey, l.981.; Manetas et 

al., l.986; Rhodes y Hanson, l.993), (2) compartamentalización 
de iones (Ahmad et al., l.988), (3) estabilización de membranas 

(Jolivet et al., l.983; Rudolph et al., 1986), (4) replicación 
del DNA a nivel bacteriano (Meury, l.988), (5) protección de 

las membranas de los tilacoides contra el estrés por 

congelamiento (Coughlan y Heber, l.982), (6) protección de 
cloroplastos aislados, evitando la pérdida de actividad 

fotosintética durante el almacenamiento (Rhodes y Hanson, 

l.993) . Dado que se han descrito muchas funciones para la 
glicina betaína, se han realizado varios estudios sobre las 

condiciones en las cuales se acumula y qué papel puede tener 
en el modelo de estudio. Su síntesis ha sido menos estudiada, 

pero hasta la fecha existen algunos estudios sobre las dos 
últimas enzimas involucradas en la vía de síntesis de la 

glicina betaína. 
Por estudios in vivo con trazadores radiactivos se ha 

encontrado que la glicina betaína se sintetiza por dos pasos 

de oxidación de la colina, vía el intermediario betaína 

aldehído (Weigel et al., l.986) 

colina __ cMo __ > betaína aldehído --BADH-> glicina betaína 

El primer paso es catalizado por una colina monooxigenasa 

dependiente de ferredoxina (CMO), enzima soluble localizada en 

el estroma del cloroplasto (Lerma et al., l.988; Brouquisse et 

al., l.989). Esta enzima convierte a la colina en el aldehído, 
el cual es la forma dominante en solucion acuosa 

ti!::: 



El segundo paso en la síntesis de la glicina betaína ·es 

catalizado por l:a :·betaíl'la aldehído deshidrogenas~ dependiénte 
de piridín .nucleótido (Weretilnyk y Hanson,: i989 Í · Árakawa. et 
al., 1990; Falkenberg y Strom, 1991) . . . . 

II.4 REACCION CATALIZADA POR LA 
DESHIDROGENASA 
Esta enzima (BADH, EC 1.2.1.8 betaina aldehíci~;NÁD+ 

oxidorreductasa) cataliza el último paso en la:oxidación de.la 

colina en la ruta biosintética del soluto compatible· glicina 

betaína, de acuerdo a la siguiente reacción (Hanson et _ai., 
1985): 

betaina aldehido + NAD+ ------> glicina betaina + NADH 

Esta reacción se lleva a cabo mayoritariamente en el 

cloroplasto, pero en espinaca se ha encontrado también una 
isoforma citoplasmática (Weigel et al., 1986; Pan, 1988), la 

cual contribuye muy poco a la concentración final de glicina 

betaína formada. Esta enzima ha sido purificada a homogeneidad 
en plantas (Arakawa, et al., 1987; Pan, 1988; Weretilnyk y 

Hanso~, 1989; Lee y Cho, 1992), en bacterias (Nagasawa et al., 

1976; Falkenberg y Strom, 1990; Mori et al., 1992) y en hongos 

(Mori et al., 1980). En espinaca y en cebada se encontró que 
bajo condiciones de estrés salino aumenta el RNAm de esta 

proteína (Weretilnyk y Hanson, 1989; Arakawa et al., 1992). Se 
ha reportado que la BADH es altamente específica para betaína 
aldehído (BA) (Weretilnyk y Hanson, 1989; Falkenberg y Strom, 

1990), no siendo igual para el nucleótido, ya que puede usar 
tanto NAO+ como NADP+, aun cuando presenta mayor afinidad por 
NAD+. En espinaca se encontró que la enzima activa es un 

dímero con una masa molecular de 120 kDa aproximadamente 
(Weretilnyk y Hanson, 1990); en bacterias la BADH activa es un 

6 



tetrámero de aproximadamente 216 kDa (Falkenberg y Strom, 

1990). 
A partir del cDNA se dedujo la secuencia aminoácida de la 

enzima de hoja de espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1989) , de E. 

coli (Boyd et al., 1991) y de betabel (McCue y Hanson, 1992). 
Se encontró una región de diez aminoácidos altamente 

conservada entre las aldehído deshidrogenasas que se 
compararon, Val-Thr-Leu-Glu-Leu-Gly-Gly-Lys-Ser-Pro, así como 

también un residuo de cisteína localizado a 34 residuos del 
decapéptido (Weretilnyk y Hanson, 1990) por lo cual se postula 

que estos residuos forman parte del sitio activo de esta 
proteína. 

Sin embargo, . -en el momento de iniciar este trabajo 
existía muy poca , información acerca de las· características 

cinéticas y de regulación de esta enzima,:, Se ha reportado que 
la BADH de microorganismos sigue un .. mec'anismo cinético Ping 

Pong (Morí . 
1 
et al., 1980; Falkenberg y Strom, 1990) . Este 

mecanismo ·difiere del que siguen otras aldehído 

deshidrogenasas estudiadas, en las cuales el mecanismo 
cinético es secuencial. 

II.5 ALDEHIDO DESHIDROGENASAS 

Las aldehído deshidrogenasas dependientes de NAD• son 

enzimas con poca especificidad de sustrato y que se encuentran 

ampliamente distribuidas en tejidos animales. Ellas han sido 
extensivamente estudiadas principalmente por su papel en el 

metabolismo del etanol y se han llevado a cabo muchas 
investigaciones en hígado de mamíferos, principalmente en rata 

( Lindahl y Evces, 1984; Simpson et al., 1985). La aldehído 
deshidrogenasa ha sido parcial o totalmente purificadas a 

partir de diversas fuentes: hígado de caballo (Tu-G-C y 

Weiner, 1988), de oveja (Hart y Dickinson, 1985; Kitson et 

al., 1991) y ratón (Algar y Holmes, 1985), de cerebro de rata 
(Nilsson y Tottmar, 1985) y humano (Ryzlak y Pietruzko, 1987) 

así como de testículos de rata (Bedino et al., 1990). 
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Estas enzimas están usualmen.te. presentes en 

mitocondria y el citoplasma bajo diferentes_ formas .y pueden 

ser divididas en dos clases, una con alta Km para el 

acetaldehído (en el orden milimolar) y. la otra con :baja Km. 

para el acetaldehido (en el orden micromolar) .. Las ·ÁLD~ t:i.emen 

una amplia especificidad de sustrato y pueden;''.utiliz~r· tanto 

NAD• como NADP• como coenzima. En la rnaybríiÍ ~e~lci~ é~sos la 

enzima es tetramérica. 

El mecanismo cinético de varias' aldehído··· deshidrogenasas 

estudiadas es secuencial ordenado, siendo :NAD• el primer 

sustrato que se une a la enzima y·NADH él último en liberarse 

( Hart y Dickinson, 1962; Dickinson, 1969). Se ha propuesto 

que existe un residuo de cisteína en el sitio activo de la 

enzima esencial para la actividad 'y que este grupo SH es el 

responsable de la oxidación del aldehído (Tu-G-C y Weiner, 

19S6 a y b; Kitson, 1985; Kitson et al., 1991). 

En plantas superiores se han aislado pocas aldehído 

deshidrogenasas, en comparación a las ALDH de mamíferos, y por 

tanto es poco lo que se conoce sobre estas enzimas en plantas. 

La· ALDH de mitocondrias de papa y chícharo son muy semejantes 

en sus características a la de mamíferos 

1965) . 

I I . 6 AMARANTO 

Asker y Davies, 

El amaranto es un cultivo muy antiguo, su presencia en 

México data desde el año 4000 AC en Tehuacán, Puebla, por lo 

que es uno de los cultivos para alimento más antiguo que se 

conoce. Este grano fue un importante nutriente para las 

civilizaciones azteca, maya e inca. Se usó para preparar un 

pan especial utilizado en las ceremonias religiosas y por esta 

razón su cultivo fue prohibido por los españoles cuando 

llegaron a América (Teutonico y Morton, 1965) . 

El amaranto es una planta c. que acumula glicina betaína 

en las hojas maduras, como una primera respuesta al déficit 

hídrico (Gamboa et al., 1991). cuando la planta de amaranto se 

somete a períodos de estrés hídrico no muy severos es decir un 
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contenido relativo de agua (CRA) del .60% ('11= 1:.MPal .•.. es capaz 

de producir semilla. Adem s, esta planta pres~I{I:~ uria' rápida 

recuperación de la turgen ia ( 15 minutos ap;()J{iinad~m~~te en 
plantas de invernadero) de pués del t~atami~iii:8,;ci.~j:P.~.~did,,;. de. 

agua. Cuando el déficit hí rico es muy grande e~··dec~rjün\ CRA 

de menos del 50%, la plante deja de sintetiza,r gÚcfna' bet:aína 

y acumula prolina (Gamboa tal., 1991). 

El amaranto es de imp rtancia ag:ronómica ·ya'.que '.ta.nt~ la 

semilla como la hoja ce tienen una alta concentración de 

proteína de alta calidad, superior a la d~ soya y pescado, 

debido especialmente a su lto contenido en lisina (Downtown, 

1973) y en aminoácidos con azufre (Segura . . et· al., 1992) . 

Debido a ello este cultiv4 ha recibido con~iderabi~ ate~ción 
como un suplemento de ce eales y legumbres . para· evitar la 

desnutrición proteica (Val des-Rodríguez .et al., 199,3) ; 
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III.- OBJETIVO 
Este trabajo tuvo como objetivo general caracterizar el 

comportamiento cinético e identificar residuos aminoácidos.que 
participen en la catálisis de la enzima betaína aldehído 

deshidrogenasa de hojas de amaranto sometidas a péra+dá de 
agua. 

Para lograr este objetivo general se propusierónc .~o~ 
siguientes objetivos particulares: 

l.- Purificar a homogeneidad 
deshidrogenasa de hojas de amaranto 

.·· '~ d.;.; ;;''~'·'?:¡"('· > .. ·. 
la betaína• • ':aldéhído 

sometida.s};~j:'{~i~~~,~~ de 

esta enzima. 
3. - Estudiar la regulación de la actividad· enzimática.· por 

diferentes iones y metabolitos. 
4.- Identificar algunos de los residuos aminoácidos del sitio 

activo que participen en la catálisis. 
5. - Investigar los posibles cambios en la actividad de la 

enzima en respuesta al déficit de agua. 
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I!I.- MATERIALES Y METODOS 

La mayoría de los métodos que se utilizaron en este 

trabajo están descritos en los artículos publicados; aquí 

sólo se describen aquellos que no están contenidos en los 

artículos. 

Plantas.- Se utilizaron hojas maduras de Amaranthus 

hypochondriacus L. sometidas a pérdida de agua. Las plantas 

se cultivaron en macetas bajo condiciones de invernadero tal 

como se describe en el artículo número l. Durante este 

trabajo se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus 

L. donadas por el Instituo Nacional de Investigaciones 

Forestales y Agropecuarias (INIFAP). 

Estudios de modificación química. - La enzima pura se dializó 

frente a un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 8. O, bajo 

atmósfera de nitrógeno durante toda la noche; se separaron 

alícuotas también bajo atmósfera de nitrógeno y se congelaron 

a -70°C. Alícuotas de la enzima (5 µg) se incubaron con 

diferentes concentraciones de DTNB, tal corno se muestra en 

cada figura, durante 8 minutos, y se tomaron muestras a los. 

0.5, 1, 2, 4 y 8 minutos. La reacción de inactivación se 

detuvo por dilución (1:25) en el medio de ensayo. 

Estudios de protección por sustratos y productos.- Protección 

por NAD+ y NADH. A la mezcla de inactivación ( [DTNB) ~ 600 ~IM) 

se le adicionaron diferentes concentraciones de NAD· y NADH, 

tal como se muestra en las figuras, tomándose alícuotas cada 

O. 5, 1, 2 y 1 minutos, a las que se les midió la actividad 

remanente. 

Protección por BA y GB. La enzima se incubó con las 

diferentes concentraciones de BA y GB, así como las mezclas 

de BA+NAD+, BA+NADH, GB+NAD+ y GB+NADH durante 1 minuto, 

posteriormente se le aftadió DTNB para una concentración final 

de 600 mM y se incubó por 5 minutos a 30"C y enseguida se 

midió la actividad remanente a cada uno de los tratamientos. 

Inhibición por s11stra to. - Se utilizaron concentraciones 

subsaturant2s de NAD• (20-100 /LM) y concentraciones de BA 

11 
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saturantes para el sitio activo e inhibitorias Je la 
actividad (O. 2-50 mM) El experimento se hizo manteniendo 

fija la concentración de une:_ de lo~ sust;;;atos Y. varia:i:do la 
del otro. .' :_:~~ •. :.:· . 

-' >:·'.J;·. ,~·:.:: •. _ ,::·· 

~:~;;::~:~~=:l:;::~::::af~[:f:~~[{~f~fft[1:jc~;:;~~=:~;~1;~ 
" ,-~ ,-- ·. ,;.:.:,·-: ~->.::.~{§~:>·-~· 

µM) · .: -éf:>:: 
Análisis de da tos. - La constante~«.d.e, inactivación aparente de 

pseudo primer orden fueron calc~iá.das .· por un ajuste de 
regresión no lineal de los dátos· experimentales a una 

ecuación exponencial sencilla (ecuación 1), usando el 

programa de regresión no lineal escrito por R.J. 

Leatherbarrow (Enzfitter, Elsevier-BIOSOFT) . 

E/Eo= e.;,t (1) 

donde E es la actividad remanente de BADH al tiempo t, Eo es 

la actividad inicial, y k es la constante de inactivación de 
pseudo-primer orden. 

Los datos de protección fueron analizados por gráficas 

de k versus la concentración de ligando de acuerdo a 
Renosto, et al. (1987). Los datos fueron ajustados por 

regresión no lineal a la ecuación 2 

D.K = D.Kmax ILI 
Ko + ILJ 

donde ó.K= (k en ausencia del ligando) 

(2) 

(k en presencia de 

una concentración experimental de ligando) ; ó.k""'x= (k en 

ausencia de ligando) (k en presencia de concentración 
saturante de ligando) , L es NAD• o NADH y Ko es la constante 

de disociación del ligando del complejo E-NAD• o E-NADH. 
Los datos de velocidad inicial e inhibición por 

producto obtenidos a concentraciones altas de BA y bajas 

concentraciones de NAD• fueron analizados como se indica en el 
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artícl.ÜO 1 para el caso de estudios cinéricos a 

concentraciones subsaturantes de BA. 

!>. partir de los datos de los experimentos de doble 
inhibición se calculó el factor de interacción P entre NADH y 

BA usando la ecuación descrita por Cleland (Northrop y 

Cleland, 1974) 
l/Vx= 11/Vo) (l-!S) (3) 

donde 1./v,,. es la coordenada vertical del punto en el que se 
cruzan las líneas en la gráfica de 1./v versus l/ [inhibidor 
variable] y vo es la velocidad inicial 
inhibidores. 

1.1 

en ausencia de 



IV. - RESULTADOS 

Al igual que en el caso de Materiales y Métodos en esta 

parte del trabajo sólo se muestran los resultados que no 

fueron incluidos en los artículos. 

Modificación química. - La BADH de hojas de amaranto es 

inactivada por incubación con DTNB, indicando la posibilidad 

de que un grupo sulfhidrilo esté involucrado en la unión de 

los sustratos o en la catálisis. Con el fin de caracterizar 

esta inactivación se llevaron a cabo experimentos de 

modificación a diferentes concentraciones de DTNB. 

5 

4 

ñi 
::J 

"t:J 3 -~ 
"t:J 

"' "t:J ·s 
"ti 2 
"' ~ 
e: 

...J 

[DTNB]pM 

2 4 6 8 

Tiempo (min) 

Fig. 1. Efecto de ta concentración de DTNB sobre la actividad 
de la Bl\DH con respecto al tiempo. 

La enzima pura (5 ¡tg) se incubó con DTNB en un intervalo 

de concentración de 0-BOO¡iM durante 8 minutos y s<= tomaron 

alícuotas a diferentes tiempos. La gráfica del logaritmo 

natural del porciento de actividad remanente vs tiempo 

muestra que la reacción de inactivación es dependiente de la 
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concentración de DTNB y del tiempo (Fig. 1). En 

DTNB no hay pérdida de la actividad durante el 

incubación (Fig. 1). La reacción de inactivación 

ausenc.:ia de 

tiempo de 

de la BADH 

de hoja de amaranto por DTNB sigue una cinética de pseudo 

primer orden. Una gráfica de los recíprocos de la constante 

20 

.,.e: 
s. 15 

l 
10 

5 

• 
0-!'-~~~~~~--.~~~~~~~~~ 

o 5 10 15 20 

1/[DTNBJ mlVI 

Flg. 2. Dobles reci procos de K aparente, determinada de Ja 
pendiente de las lineas de inactivación, y [DTNB]. 

de inactivación de pseudo primer orden 

concentración del inactivador es lineal y pasa 

origen (Fig. 2)' consistente con una reacción 

colisionar el inactivador con la enzima. El 

inactivación es por tanto 
E+ DTNB --k--> E-DTNB 

contra la 
a través del 

que ocurre al 

mecanismo de 

donde E es la enzima libre, E-DTNB es el complejo covalente 
inactivo y k es la const:ante de inactivación de segundo 
orden. Dado que la fDTNB] es mucho más grande que la 

, , 



concentración de enzima, se puede considerar . que la 

concentración de DTNB no cambia a lo largo del tiempo en que 

~ ·e 
M 
o 
~ 
a. 
'2 
-ª' 

'º 
2.5 

2.0 

1.5 

t.O 

0.5 

ºº o.o 0.5 t.O 1.5 20 2.5 3.0 

lag [DlNB] ¡1M 

Fig. 3. logarttmo de K aparente, calculada de la pendiente 
de las lineas de inactivación ver.>us lag [DTNBJ. 

se está midiendo la reacción. La constante de velocidad de 

inactivación (kap) es, en efecto, una constante de 

inactivación de pseudo-primer orden. Se calculó una constante 

de velocidad de segundo orden de 18.33 ± 0.03 M· 1 s- 1 (Fig. 

2). Una gráfica del logaritmo de la constante de inactivación 

de pseudo primer orden contra el logaritmo de la [DTNB] es 

lineal con una pendiente de 1. 00 ± O. 06, consistente con un 

mecanismo de reacción de primer orden para DTNB ( F'ig. 3) . 

Con el fin de determinar si la inactivación por 

reactivos especificas para grupos sulfhidrilo es realmente el 

resultado de modificación química de grupoo tiol, la enzima 

se inactivó con DTNB y después se trató con DTT (5 mM) por 30 

minutos. La pérdida de actividad causada por OTNB pudo ser 

revertida por la adición de DTT. 
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Fig. 4. Protección de la actividad de BADH por NAO• contra 
la inactlvación por DTNB. 

Protección de la inactivación por reactantes. - Con el fin de 

determinar si ese grupo(s) sulfhidrilo(s) está en o cerca del 

sitio activo de la enzima se realizaron experimentos de 

protección por sustratos 

diferentes concentraciones 

preincubación con enzima 

y productos. En presencia de 

de NAD•, incluídas -=n el medio de 

y DTNB (600 ¡1M), la velocidad de 

inactivación decrece como resultado de proceso de 

protección (Fig. 

La gráfica d,~ 

4) . 

la 

La protección os completa a 200 µM NAO'. 

constante aparente velocidad de 

inactivación contra la concentración d•= N/\D' r:iuc"stra que el 

proceso de protección exhibe una dependencia hiperbólica de 

la concentración de NAD' (Fjg. 5). !\ pélrt:ir de e>stos datos se 

calculó la constante de disociación del compl•"Jº E-NAD', t<il y 

como se indica en Materiales y Mét.odor;, la cu" l es de 28. 4 ± 

2. 6 µM. Est(~"! VCl lor: es muy cerc;.1no r1 J v.::1 l 01~ d·::- ;..: i.u calculu.do a 
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Fig. 5. Dependencia del efecto protector con respecto a la 
concentración de NAO+. Inserto dobles reclprocos 
de la Kap y la [NAO+] . 

estudios de velocidad inicial en estado 

estacionario, que fue de 40.1 ± 6.1 µM (artículo 2) 

Cuando se llevaron a cabo los experimentos de protección 

en presencia de concentraciones variables de NADH, la 

protección fue completa a 360 µM I-JADH (Fig. 6) La velocidad 

de inactivación mostró también un0 dependencia hiperbólica 

con respecto a la concentración de NADH (Fig. 7). 

La constante de disociación para el c~mplejo E-NADH 

co.lculada a. partir de estos datos es 230 .1. ± 26 ¡1M. E:ste 

valor no esta muy cercano al valor de la Kiq {S0.7 ± 6.3 µM) 

calculada por <0studios de inhibición por producto (artículo 

2). Esta di.screpancia se deb·:e pri ne Lpalmento al mecanismo Iso 

que Bigue la reacción y c¡ur~ afecta los valores de Kia y l\iq. 

La presencia de b1~ta.lna alfk~hído (200 iiM) o glicina 

bet:aina {200 ¡iM) proporcjonaron una protrocción parcial dr.-1 
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31. 3%. Sin embargo, la presencia de 50 µM NAD+ y 200 µM HA 

proporcionaron una protección completa, la cual no se observa 

con 50 µM de NADH y 200 µM o 2 mM de glicina betaína. 

5.0 [NADHJ¡c\I 

1.0 

0.5 

º·º-+-------~------~--
º 2 

Tierrix> (rrin) 

Fig. 6. Cinética de protección de la actividad de BADH por 
NADH contra la inaclivación por DTNB. 
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Rg. 7. Dependencia del efecto protector con respecto á la 
concentración de NADH. Inserto dobles reclprocos 
de la Kap y la [NADHJ. 

Estudios de inhibición por sustrato. - La BADH de hojas de 

amaranto sigue una cinética Michaeliana; sin embargo, está 

sujeta a inhibición por su sustrato betaína aldehído (BA), la 

cual es dependiente de la concentración del otro sustrato 

NAO• (artículo 1) Se decidió hacer un estudio más completo 

de la inhibición por BA, con el objeto de profundizar en el 

mecanismo cinético de esta enzima. 

Con el uso de concentraciones fijas de BA Baturantes en 

su papel como sustrato (0.6 a 50 mM de BA, al menos 10 veces 

la KmrnM estimada por los estudios de velocidad inicial 

llevados a cabo a concentraciones subinhibitoriaB de BA) , y 

concentraciones variables de NAD' en un intervalo de 20 a 100 

µM, se observó un patrón de inhibición paralelo (Fig. 8), 
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primer sustrato que se une a la - enzi_mac. (artículo 2) , est:e 

resultado excluye los modelos de inhibición por sustrato en 

los cuales BA se une a la enzima-libre en competencia directa 

con NAD•. La inhibición obseryada es parcial, como se indica 

por la falta de linearidad en el regráfico de intersectos 

( Fig. 8) y por la curvatura en la gráfica de Dixon de los 

mismos datos (Fig.9). 

Inhibición doble.- El patrón de inhibición observado, para el 

sustrato, puede ser explicado por la combinación de BA con el 

complejo E-NADH para formar el complejo E-NADH-BA o con los 

complejos centrales, de tal manera que inhiba ya sea la 

catálisis o la liberación de productos. Para aclarar este 

punto, se investigó la inhibición por altas concentraciones 

de BA en presencia de NADH como producto inhibidor, con el 

fin de probar la forma;::ión de un complejo inhibitorio "sin 

salida" E-NADH-BA. Si BA provoca inhibición por unión al 

complejo E-NADH, la adición de NADH debe incrementar los 

niveles de este complejo y por lo tanto acentuar la 

inhibición por sustrato. 

Los experimentos 

fijas de NAD• (100 

se 

µM) 

llevaron a cabo a concentraciones 

y concentraciones variables e 

inhibitorias de BA (0.75-6.0 mM) El NADH, como producto 

inhibidor, se varió de O a 100 µM. Las gráficas de l/v versus 

[BA] a concentraciones fijas variables de NADH (Fig. 10) y 

las gráficas de l/v versus [NADH] a concentraciones fijas 

variables de BA (Fig.11) muestran un patrón intersectante. El 

punto de intersección se encuentra por 

horizontal y a la izquierda del eje l/v. 

encima del eje 

NADH produce el 

incremento esperado en la inhibición por el sustrato BA. El 

valor de G, coeficiente de interacción entre los dos 

inhibidores, calculado a partir de esos d<:ltos fue cie O. 98 ± 

O. 06. Este dato es congruente con un mecGnismo ordenado, ya 

que en este caso el valor de E no debe ~xceder de 1 

(Northtrop y Cleland, 1974). Además, el patrón observado y el 

valor de E indican que la inhibición de BAD!l por Bf\ y N/\Dll es 

sinérgica y los inhibidores no son mutuamente 0:-:L·luy0nte~. 
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Fig. 11 Cinética de doble inhibición por 8A y NAOH 
sobre la actividad de la MOH. 1/v versus 
[NAOHJ. 

Los regráficos de los interceptas versus la concentración de 
BA y NADH fueron lineales en ambos casos. 



Inhibición por producto.- La inhibición parcial por RA podría 

explicarse por la liberación de NADH del complejo E*-NADH-BA 
que daría lugar a una ruta alterna de reacción al unir NAD+. 

En este caso, el paso de isomerización entre E* y E no se 
daría entre formas libres de la enzima, por lo que no se debe 
reflejar en la ecuación de velocidad en presencia de 
productos y el mecanismo cinético de la reacción no 
aparecería como Iso. En otras palabras, la inhibición de NADH 
con respecto a NAD+ sería competitiva. Con el fin de 

determinar si la enzima sigue exhibiendo un mecanismo Iso 
bajo estas condiciones, se estudió el patrón de inhibición 

por NADH a diferentes concentraciones de NAD• (25-200 µM) y a 
altas concentraciones fijas inhibitorias de BA (0.6 mM). 

Como se observa en la Fig. 12 se tiene un patrón de 
inhibición mixto, semejante al observado en estudios 

'+-~~~~~~~~~ 

' " "' 11!NAlltJ1nt..I 

Fig. 12 Cinélica de la inhibición por producto a alias concenlraciones 
del susJralo BA Inserto regránco de inlerceplos y pendientes 
vs[NADH]. 



de inhibición por producto a bajas concentracj on-=s de 
sustrato. Por lo tanto, se puede decir que a altas 

concentraciones de sustrato el mecanismo Iso sigue operando y 

la inhibición parcial por BA se debe a un mecanismo, por el 
momento desconocido, diferente al encontrado hasta ahora en 
estos casos de liberación del producto del complejo E

Producto-Sustrato inhibidor. 
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V.- DISCUSION 

Posible regulación fisiológica de la BADH 

Al momento de iniciar este trabajo se había propuesto 

(Pan, 1988) que la BADH de espinaca no incrementaba su 

actividad en respuesta al estrés hídrico en hoja de espinaca. 

En el caso de la BADH de amaranto se encontró que la 

actividad de la enzima se incrementa en respuesta a la 

pérdida de agua. Sin embargo, no sabemos si este incremento 

en la actividad es resultado de la activación de la enzima 

preexistente o de una síntesis de novo de la proteína. Tanto 

en espinaca como en cebada se ha encontrado un aumento en el 

RNAm de la proteína como respuesta al estrés salino e hídrico 

(Weretilnyk y Hanson, 1989; Arakawa et al., 1992) y 

posiblemente éste sea también el caso de la BADH de amaranto . 

. Sin embargo, dado que el aumento en la actividad de la BADH 

es re la ti vamente rápido ( 2 hs.) , no se puede descartar la 

posibilidad de que haya una activación de la proteína por 

alguna señal de pérdida de agua, un cambio de volumen celular 

o de la concentración de ácido abscísico, por ejemplo. No 

obstante, mientras el artículo 1 estaba en revisión para su 

publicación, se reportó que en cebada se observaba un 

incremento en la actividad de la enzima en respuesta a la 

pérdida de agua (Arakawa, 1992). 

La BADH de hoja de amaranto parece ser muy similar a la 

enzima de otras plantas, ya que tiene una masa molecular muy 

semejante a la reportada para espinaca (Weretilnyk y Hanson, 

1989). La forma activa es un homodímero con un M de 125 kDa, 

pero diferente a la de microorganismos la cual es tetramérica 

en su forma activa (Mari et al., 1980; Falkenberg y Strom, 

1990; Mari et al., 1992) . 

La betaína aldehído deshidrogenasa de hoja de amaranto 

sigue una cinética Michaeliana pero sufre inhibición por el 

sustrato BA, la cual es dependiente de la concentración del 

otro sustrato (NAD') . Probablemente esta inhibición no tenga 

relevancia a nivel fisiológico, ya que es poco probable que 



se alcancen concentraciones tan altas de BA en el cloro~lasr.o 

como para causar esta inhibición. Este tipo de inhibición 

parece ser común en las aldehído deshidrogenasas (Hart y 

Dickinson, 1982). La enzima es ligeramente activada por K+ 

cuando las concentraciones de sustratos son altas, pero de 

manera significativa cuando las concentraciones de sustratos 

son bajas; esto podría tener significado fisiológ~co, ya que 

bajo condiciones de estrés el cloroplasto acumula altas 

concentraciones de potasio (Hanson y Hitz, 1982; Schroppel

Meier y Kaiser, 1989), por lo que este ión podría jugar un 

papel en la regulación de la actividad de la enzima. De igual 

manera, prolina y sacarosa son activadores de esta enzima, y 

como en el caso del potasio, la activación depende de las 

concentraciones de sustrato presentes en el ensayo. 

Previamente reportamos que bajo condiciones de estrés 

i'ídrico, las hojas de amaranto acumulan prolina (Gamboa et 

al. 1991) y sacarosa (Letechipía y Murillo comunicación 

personal) . Bajo condiciones de estrés, el potasio, la prolina 

y la sacarosa podrían estar jugando un papel importante en la 

regulación de la actividad de esta enzima. 

Modificación química de la BADH por DTNB 

A pesar de que cuando se inició este trabajo ya se 

conocía la secuencia de aminoácidos, de la enzima de espinaca 

deducida a partir del cDNA (Weretilnyk y Hanson, 1990) , no se 

tenía información acerca de los residuos de aminoácidos que 

podían estar involucrados en la catálisis y/o en la unión de 

los sust~atos. En las diferentes betaica aldeh!do 

deshidrogenasas conocidas existe un residuo de cisteína muy 

conservado (Weretilnyk y Hanson, 1990; BoyrJ et al., 1991; 

McCue y l-!anson, 1992), el cual es un candidato idóneo para 

estar en el sitio acr.ivo de la BADH. Igualmeiote en todas las 

ALDHs se ha encontrado una cisteína esencial para la 

actividad (Feldman y Weiner, 1972; Di.ckinson, :'J89,l!empel, et 

al., 1993), la cual se ha propuesto que está involucrado en 

la catálisis formando un tiohemiacctal intermc:diari.o con el 

aldehído (Jakoby, 1963). 



Por lo tanto, se consideró de interés determinar sl este 

aminoácido está involucrado en la actividad catalítica de la 

BADH de amaranto. El DTNB, un reactivo específico para grupos 

sulfhidrilos, fué capaz de inactivar a la enzima. Esta 

inactivación fue caracterizada y se encontró que 

efectivamente la BADH de hojas de amaranto tiene residuos de 

cisteína esenciales para la actividad. Aún más, el efecto 

protector de ambos nucleótidos solos y en combinación con el 

otro sustrato o producto apoyan la posibilidad de que estos 

grupos sulfhidrilo estén en/o cerca del sitio activo. 

La protección que ejercen los sustratos o productos de 

una reacción catalizada enzimáticamente frente a la 

inactivación de la enzima por reactivos específicos de grupo, 

se ha utilizado con relativa frecuencia, para determinar en 

forma indirecta, la un5.ón de estos ligandos al sitio activo 

de la enzima en cuestion (Renosto et al., 1987) . Nosotros 

aprovechamos la protección que NAD+ y NADH ofrecen a BADH 

frente a la inactivación de la BADH por DTNB para determinar 

la cm1stante de disociación de est:os compuestos de la enzima 

libre. Dado que el mecanismo cinético es Iso, estas 

constantes de disecación no pudieron ser determinadas por 

estudios cinéticos. 

Cinética de estado estacionario 

A pesar del gran 

aldehído deshidrogenasa 

interés que existe en la betaína 

por su papel en la síntesis de 

glicina betaína, poco es lo que se conoce sobre el mecanismo 

cinético de esta enzima. 

Debido a que la reacción catalizada por la BADH de 

amaranto es irreversible aún a altas concentraciones de 

glicina betaína, como es el caso para otras aldehído 

deshidrogenasas (Mac Gibbon, et al., 1977; Hart y Dickinson, 

1982; Dickinson, 1989), los estudios cineticos acerca de esta 

enzima estuvieron limitados a estudios de velocidad inicial 

en la dirección de formación de glicina betaína y NADH, en 

ausencia y presencia de inhibidores. Además sólo un producto 

causó inhibición (NADHI . Esto complicó el establecimiento del 
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mecanismo de reacción. En conjunto los datos de velucidad 

inicial, inhibición por producto e inhibición "sin salida" 

sugieren que el mecanismo de la BADH de hojas de amaranto es 

Isa Bi Bi Ordenado, en el cual NAD+ es el primer sustrato que 

se une a la enzima y NADH el último que se disocia de ella, 

tal y como se discutió en el artículo 2. En un mecanismo Iso 
se tiene una forma estable de la enzima que no une al NAD+ y 

que requiere convertirse en la forma capaz de unir el 

nucleótido; el paso de conversión de una forma a otra de la 

enzima afecta la ecuación de velocidad en presencia de alguno 

de los productos. Este mecanismo, aunque ya había sido 

descrito teóricamente por Cleland (1963), no había sido 

encontrado en ninguna enzima, así que el nuestro fue el 

primer trabajo publicado sobre este mecanismo basado en 

estudios de inhibición por producto. 

De acuerdo con estos datos se propone un mecanismo 

químico para explicar tanto los datos obtenidos en los 

estudios de inhibición por producto, sin salida y de 

modificación química de grupos sulfhidrilos (artículo 2). 

Este mecanismo requiere la presencia de dos grupos, uno 

protonado, posiblemente un grupo SH, el cual lleva a cabo la 

protonación del oxígeno carbonilo, y otro sin protonar, el 

cual lleva a cabo la desprotonación del agua lítica. En 

efecto, la dependencia de la actividad con respecto al pH 

mostró que se requieren de dos grupos, uno pro tonado y otro 

sin protonar, para la actividad de la BADH de hojas de 

amaranto (artículo 1) . Por tanto, es posible que el estado de 

protonación de estos grupos después de un ciclo catalítico y 

liberación de los productos difiera del estado en que se 

encuentran antes de la adición de los sustratos, y que la 

conversión a la forma que une los sustratos, o el cambio 

conformacional asociado con ello, sea un paso lento de la 
reacción. 

En los estudios de velocidad inicial a altas 
concentraciones de BA, se encontró que la BA es un inhibidor 

capaz de unirse al complejo E-NADH. Esto se determinó por los 



patrones de inhibición frente al otro sustrato NAf\+ y pur 

estudios de inhibición doble, usando NADH como el segundo 
inhibidor. Observamos que BA es un inhibidor acompetitivo con 

respecto a NAD+ y por otro lado que NADH aumenta el efecto 
inhibitorio que BA tiene por si misma, lo cual indica que la 
inhibición por sustrato resulta por la combinación de BA con 
el complejo E-NADH y no por la unión de BA a la enzima libre 

o a los complejos centrales. 
La gráfica de Dixon de los datos obtenidos en los 

experimentos de inhibición por sustrato muestra que la 

inhibición por BA es parcial, lo cual indica que NADH puede 
liberarse del complejo E-NADH-BA. Si esto es así, a altas 

concentraciones de BA podría establecerse la secuencia de 

reacciones que se muestra en el esquema l. 
r-------------------------------------------------------------------, 
' ' ' ' : E : 

' ' 

E·NAD+ 

)? +BA 

N:\D+ \ + -

i 
E'+ NADH 

: E E·NAD+·BA ~ E'·GB·NADH ~ E'·NADH +GB 
L-----------------c- ~ -l----- ---"------------------------~;------

1l 
NADH 

E·BA 

.... 
~· 

+ 
E'·BA ---"' E'·NADH-BA 

Mecanismo cinético propuesto en presencia de altas concentraciones de BA 

Esquema 1 

Es claro que en el caso de la BADH de amaranto a altas 
concentraciones de BA, el orden de adición de sustratos y 

liberación de productos corresponde a un mecanismo Ping Pong, 
sin embargo el mecanismo cinético difiere en que se sigue 

formando un complejo ternario central. Por ello el mecanismo 
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sigue siendo de sustitución simple y no de sustitudón doble 

como correspondería a un verdadero mecanismo Ping Pong. 

Como puede observarse a muy altas concentraciones de BA 

se establecería una ruta alterna con un orden de adición de 

sustratos y liberación de productos correspondiente a un 

mecanismo Ping Pong. Esto resulta interesante teniendo en 

cuenta que en microorganismos se ha reportado un mecanismo 

Ping Pong para esta enzima (Esquema 2) (Mari et al., 1980; 

Falkenberg y Strom, 1990). 

BA GB NAO+ NADH 

1~ 1~ 1~ 1~ 
E (EBA~FGB) F (FNAD+ ~ ENADH). E 

Mecanismo Ping Pong propuesto para BADH de microorganismos 

Esquema 2 

Otro dato que refuerza la validez de la hipótesis de que 

se establece esta ruta alterna se obtuvo de los estudios de 

doble inhibición. En estos experimentos la inhibición sigue 

siendo mixta por tanto el mecanismo Iso sigue operando, pero 

los regráficos de intersecto y pendiente mostraron que en 

estas condiciones el componente acompetitivo de la inhibición 

es lineal, mientras que el componente competitivo es 

parabólico como cabría esperar si l~ enzima sigue el 

mecanismo mostrado en el esquernu 1. 

Las líneas de lu gráfica de Dixon cuando BA es el 

inhibidor varible son totalmente lineales, indicando que en 

presencia de NADH la inhibición por BA es total. Esto es 
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congruente con el mecanismo propuesto, que al adicionnr NADH 
se contrarresta la liberación de éste del complejo E-NADH-BA 

que era la responsable de la parcialidad de la inhibición. 

Cuando un inhibidor "sin salida" se une con E-NADH en un 

mecanismo ordenado el valor de IS de la ecuación 3, no debe 
exceder de 1.0 (Northrop y Cleland, 1974) y en este caso, en 
donde NAO• estuvo presente a una concentración cercana a su 

Km, IS tuvo un valor de 0.98 ± 0.06, lo cual de nuevo implica 
que el mecanismo sigue siendo ordenado y que BA se está 

uniendo al complejo E-NADH. 
Los experimentos de inhibición por producto a 

concentraciones inhibitorias de BA muestran un patrón mixto, 
semejante al observado en los mismos experimentos realizados 

a bajas concentraciones de sustratos, lo cual confirma que 
aún a altas concentraciones de BA, el mecanismo Isa sigue 
0perando. Es probable que se requieran concentraciones de BA 

muy superiores a las probadas en este estudio para que sólo 
la ruta alterna (en el recuadro de línea solida del esquema 

1) esté operando. 



VI.- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
Este trabajo ha 

comprensión a nivel 

fisiológicos ligado a 

permitido dar un paso más en la 

molecular de uno de los fenómenos 

condiciones ambientales adversas más 

relevantes para la sobrevivencia de una planta, como lo es la 

respuesta metabólica a la sequía. 

En resumen, podemos enumerar 

destacables de este trabajo: 

los resultados más 

J.) La actividad de BADH responde positivamente al déficit de 

agua lo que a al déficit de agua, lo que subraya_ la 

importancia de esta enzima en la respuesta metabólica de, la 

planta a esta condición de estrés. 

2) La regulación de la actividad de la BADH por iones es 

congruente con el papel de esta enzima en la síntesis. de un 

osmolito durante el déficit de agua. 

3) 

ha 

La enzima posee un residuo 

sido descrito para otras 

cisteína esencial al igual que 

aldehído deshidrogenasas. Al 

parecer también son importantes para la actividad residuos de 

arginina e histidina, que no se han descrito previamente en 

este tipo de enzimas. 

4) El mecanismo cinético implica un paso de isomerización de 

la enzima libre, relevancia fisiológica se desconoce 

momento. 

por el 

5) La enzima se inhibe parcialmente por su sustrato aldehído, 

inhibición debida a la formación del complejo sin salida E

NADH-aldehído y cuya parcialidad probablemente se deba al 

establecimiento de una ruta alterna de reacción. 

6) la demostración del mecanismo cinético de esta enzima, 

diferente al de las otras aldehído deshidrogenasas estudiadas, 

y que es el único mec<.-tnismo isa reportado hLtst.:i la f'=cha. Este 

hallazgo es de importancia para la enzimología en g<3neral. 

Dado que para poder tener una visión 

mecanismos bioquímicos que operan durante 

respuesta a la pérdida de agua la 

caracterización cinética de la enzim<J 

integral de los 

el proceso de 

purificación y 

betaína aldehído 



deshidrogenasa, involucrada en la síntesis de un osmolilo, la 

glicina betaína constituye un avance importante en esta área. 

Sin embargo aún quedan muchas preguntas sin contestar con 

respecto a esta enzima muchas de ellas surgidas de los 

resultados de este trabajo. Por ejemplo resulta imperativa la 

preparación de anticuerpos anti-BADH para determinar si el 

incremento en actividad de esta enzima en respuesta a la 

pérdida de agua, se debe a un aumento en la concentración de 

proteína BADH o a una activación de la enzima preexistente. 

Otro aspecto que también sería importante investigar es si 

existe alguna relación entre los niveles de ácido abscísico, 

como un probable indicador de pérdida de agua, y la actividad 

de la enzima. Adicionalmente aún queda mucho por hacer para 

lograr la caracterización completa del sitio activo de esta 

enzima. 

Finalmente, desde un punto de vista de ciencia básica, 

resulta muy 

mecanismo Isa. 

interesante profundizar 

J·I 

en el estudio del 
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Summary 

The activicy of the enzyme becainc aldehyde dehydrogenase (BADH, EC 1.2.1.8) from leaves of Ama· 
ranthus bypochondriacus L. rises from undetectable levels to 10-3 units/mg protein after 4h of creatment 
with 17 % (w/v) polyethyleneglycol to produce a wacer delicit. This enzyme was purilied to apparent ho
mogeneity in only three consecudvc steps: fractional precipitation with ammonium sulfate, ion ex
change, and affinity chromacography on 5' -AMP Sepharose. A specific activity of 2.6 mol/min kg (pro
tein) was obtained. The enzyme has a native molecular mass of 125 kDa, estimated by gel filtracion chro
matography, anda subunit molecular mass of 63 kDa, decermined by SDS-PAGE. The reaction is highly 
specific for betaine aldehyde, which is an inhibitor at high concentrations, bue can use NAD• or NADP• 
as nucleocide. The estimaced Km values at pH B.O and 30°C for NAD", NADP•, and betaine aldehyde 
wcre 80 µM, 2.5 mM, and 69 µM respectively. The reaction could not be reversed even at very high glyc
ine betaine concentrations. The optimum pH and temperature were 8.0 and 50 ºC, respectively. The pH 
dependence of the velocicy indicated che existence of two ionizable groups of macroscopic pK values of 
6.78 ± 0.02 and 9.38 ± O.O! in volved in catalysis and/ or binding of the substrates. Chemical modilication 
studies suggested the presence of essential cisteine(s), histidine(s) 1 and arginine{s) residues. The enzyme 
was activated by relatively low concemrations of K +, sucrose, and proline, while it was inhibited by 
NH¡, Na+, and high concemrations of glycine betaine. Mg++·up to lSOmM and Ca ...... up to 50 mM did 
not have any effect on che activity. 

Key words: Amarantlms bypochondriacus L, betaine aldehyde dehydrogenase, purifkation, water deficit, 
compatible salutes, monovalent (ations. 

Abbreviations: BA - betaine aldehyde; BADH - betaine aldehyde dehydrogenase; DEPC - diethyl 
pyrocarbonate; DTNB - 5-5' -dithio--bis{2-nitrobenzoic) acid; EDTA • ethylenediaminetetra-acetic 
acid; Hepes - N-2-hydroxyethylpiperazine-N' -2-ethanesulfonic acid; MES - 2-(N-morpho
lino)ethanesulfonic acid; PAGE - polyacrylamide gel electrophoresis; PEG - polyethyleneglycol; 
RWC - relative water content; SDS - sodium dodecyl sulfate; Tris - Tris(hydroxymethyl) 
aminomethane. 

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH, EC 1.2.1.8 be
caine aldehyde:NAD•oxidoreductase) catalyzes the final 

step in the synthesis of glycine betaine from choline by bac
teria (Nagasawa et al., 1976; Falkenberg and Strom, 1990) 
and planes (Pan et al., 1981; Weretilnyk and Hanson, 1989; 
Arakawa et al., 1990). This enzyme has been purified to ho-

', 199'4 by Gu~1,1v Fi~htr Vrrbg. Stungan 
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mogeneity fram spinach (Arakawa et al., 1987; Weretilnyk 
and Hansan, 1989), Pseudomonas (Nagasawa et al., 1976), 
and Escherichia coli (Falkenberg and Scrom, 1990). 

Under salt stress or water deficit, higher plants accumulate 
large amounts of organic soluces inside their cells (Hanson 
and Hitz, 1982; Yancey et al., 1982; WynJanes and Gorham, 
1983; lbarra·Caballero et al., 1988). Severa! angiosperm fa
milics including Chenopodiaceae and Gramínea.e accumuJate 
glycine betaine in their leavcs (Hanson and Scott, 1980¡. Wyn 
Janes and Storcy, 1981; Pan et al., 1981; Hanson and Hitz, 
1982; Arakawa et al., 1990). Accordingly, increases in che 
leaí levels oí BADH have bcen found in the response to sa· 
li!\e stress in spinach (Wcretilnyk and Hanson, 1989) and 
barley (Arakawa et al., 1990). However, at the time we car
ried out this work, the cffect of water stress on BADH ac.tiv
ity in planes had not bccn found. In fact, a report by Pan et 
al. (1981) indicatcd that BADH activity does not increase af. 
ter watcr·Stressing spinach leaves. Since amara.nth lea.ves sub
jccted to water defícit accumulate glycine betaine {Gamboa 
et al., 1991), we were interested in investigating whether in 
Amaranthaceae BADH actívity increases whcn plants are 
subjected to water stress, and in characteriz.ing chis activity 
in this family of plants. 

Here we report that the accivíty levels of amaranth leaf 
BADH great1y íncreased upon subjeccing the plants to water 
d.eficic. In addition, we ha.ve purified and determined sorne 
propertics of this cnzyme as a first step in our studies on the 
mecabolísm of plants under water deficit. 

Materia!• and Methods 

PLs.raMateri,J/ 

Amaramh1u '1yp«hondriacus L. planes werc grown in a naturally 
iUuminated grecnhouse ::at tempercturc betwecn 18-30°C. Plants 6 
to Sweeks o1J werc used for the purific;r,iion. Detilichcd inc::ai;c leaves 
wcrc W3tCMtrcssed under daylight by a 4-h immersíon of the pe.. 
tiolc in a 17.2% (w/v) PEG 6000 solutlon, equivalcnt to a water pcr 
\cntial value of -t.OMPiil {Money. 1989). Control leaves were 
tre;ited as abovc, but using Wiilter inste;¡d of PEG. 

Enzyme exmution ,:wd p11rific~rior1 

Wa.ter-s.trcssed le.'.lves wcre homogcnized in ;:i Wii1ring hlender in a. 
1:2 (w/v) ratio in lOOmM sodium pyrophosph::ate, pH 8.5, 1 mM 
EDTA, O.ó M sucrose, ind l4 mM IJ·mercaptoethanol. The brei was 
squeezcd through six l.1yers of miradoth and cemrifuged •U 
110,000 x g Cor )0 min. Salid .1mmonium sulfate wa.s ;idded to che 
superna.une to givc: JS % satur.1tion and centrifugcd at 11~000 x g for 
1Smln. The superna.tam was brought to 75% satundon wíth am· 
monium sulfate; the predpitated protein wu isol:ued by centrífuga· 
tion as above; resuspendcd in 10tn?l.1 Hepes-KOH buffer, pH 7.9, 
conuining 10% (v/v) glycerol, and 14 mM '3'·mcrca.ptoeth:mol (buf· 
fer B)¡ '1nd desalted by gel filtration th.rough oi Sephadex G·25 col
umn that was cquilibrated and duted with the samc resuspension 
buffer. This soJution was thcn applíed to ;i Q·Sepharose Fa.se Flow 
(l.8x6.5cm) column equilibrated with the same buffer. Aftcr 
wa.shíng thc column, the enzyme Wíl$ duted by a linear gradient 
(50-300mM) of pot.:issium chloridc in buffer B. Fnctions contain· 
ing ai;tivity wcre pooled and deulted on a Sephadex. G-25 co1umn 
c:quilibrated and eluted wíth 10mM potassium phosphate buffer, 
pH 6.6, containing 14mM /J·mercapcoethanol and 10% (v/v) glyc· 

crol (bufíer C). The desalted prcparation was applíed to 5'·A'MP· 
Sepharose column (1 mL bed volume) equílibr::ated with buffer C .u 
room tcmperature. The enzyme was tluwl wíth 0.125 mM AMP in 
buffer C. The purified s;i.mples thus obtained were stored in buffor 
C made 25% (v/v) with glycerol and kept ac -70°C until use. Ali 
tbe procedure, exccpt the affinity chromatography step, was carricJ 
out ac 4°C. 

Enzyme anay 

BADH was a.ssayed spectrophotometric;i.lly measuring NAD~ 
reduc1ion by the incrcase in extínction ac 340 nm in a Bcckman DU· 
65 spectrophotometer. Temperature was maimained ou J0°C u:-.ing 
a water- bath with the c:1.p;1:city to heat and cool the thermospoh'crs 
of thc ceU companment. The standard a.ssay systern containcd, ín a 
final volume of0.4mL, lOOmM HepeS*KOH buffer, pH 8.0, 1 mM 
EDTA, O.SmM BA, and 1.0mM NAO•. The rcaction w:¡s st.1rtcd 
by the 01ddition of enzyme (0.5 µg of pure cnz;·mc). R;ttes in thc .1b
sence of BA were negligíble. Each determination W'1s perfornwd at 
least in duplíc::ate. The ;usay was always linear. Enzymc ;tc:tivity is 
ex.prcsscd on a protcin basis (units: µmol/min). The pH of thc inor. 
ganic salts stock solutions wa.s previously adjusted to che pH of thc 
assay medium, when necess::ary, using appropríatc amoums nf so. 
dium pyrophosphate. 

Protein detennination 

Protein concentration Wil.5 detcrmined by the mcthod of Bra.d
ford (1976) using bovinc scrum a1bumin as standard. 

Eltctrophomü 

SDS.PAGE sepa.radons wcre made according to Laemmli ( 1970). 
Nonden~uuring (narivc) PAGE Wá\S carricd out in minislab gel~ 
(Hocfer). The resolvlng gel contaíncd 8% (w/") acrylamidc and 
0.3% (w/v) bis:ac.rylamide. Protein was dctected b)• silvcr stainin~ 
according to the mcthod of Wr::ay et al. (1981). BADH :\ctivity in 
nadve--PAGE was detectc::d by íncubating the gel at room tcmpcr· 
ature wíth tOOmM Hepes-KOH buffer, pH 8.0, comaining 0.5 m~I 
bct;i.inc aldehydc, 1.0mM NAO•. 20mgll phcnazinc methosul· 
fate, and JOOmg/L nitroblue tetrazolium, in 25mL of mixture, .k·· 

cordíng to Arakawa et al. (l 990). 

Molecular weight me.wnenmw 

Thc molecuJar wcight of 1he native enz.yme was cstim.ucd hr 
high performance liquid chromatography (HPLC) using .1 TSKG 
4000 SW~LK.B column and che foUowing protcins as Mr st.111~tmk 
.S·ga.lactosidase (E. col;) (465,000), ferritin (440,000), alcohol dch»· ¡.·,· 

drogenase (150,000), fo.b fr;¡gment from lgG {50,000), ;i.nd myo¡.:lo· 
bine (17,000). The molecular weight of thc subunit of th~· cm.:ynw 
wa.s mea.sured by SDS.PAGE with the following stan<l,1rd:; protcins: 
Q·lactalbumin (141200), trypsinogen (24,000), carbonic ;inhydr.lsc 
(29,000), glyceraldehyde 3·phosphate dchydro¡;cnase (36,COO), .1Jhu. 
min, egg (451000), and bovine albumín (66,000), by the mt!thod di!'· 
scribed above. 

pH-stability determi~tion 

To test the pH·stabilit}' of the cnzyme, purified BADH (0.5 ~q; in 
0.4mL) was kept ::at 30ºC for thc time of the assay (tomín) in O.l M 
Mes (pH 5.5-6.5), phosph•te (pH 6.5-8.0}, and pyrophosphato 

1 

I 



(8.5-9.5) buffers. Thc rernaining: activity was assaycd immcdiatcly 
after thcse treatmcnts using thc standard assay dcscribed above. 

Data anAlysú 

Apparcnt Km valucs were obtained by fining thc initial velocity 
data obu .. incd by varying the concentntion of one substrate whilc 
keeping constant rhe conccntration of the other to the MiehaeJis.. 
Menten equation (eq 1) (Scgc1, 1975) by nonlincar rcgrcssion, using 
a compurer program writtcn by Leathcrbarrow (Leathcrbarrow, 
1987). 

vm 
v•~ 

Km+ [SJ 
(1) 

where ti is thc' cxpcrimcntalJy detcrmined initial vclocity, V is che 
m~i.,dmum vclocity, [S] is the variable subnratc concentradon, md 
Km is the apparent Michadis constant for this substratc. 

The ~me program was used to analyu che inhjbition by BA, and 
the pH depcndcncc of thc velocity profiles. Data confarming to 
substrate inhibition were fittcd to cq2: 

v• V[S) 
Km + [S] + [S]'/Kj 

(2) 

whcre Ki is the appirent inhibiti~n corutuit of the substra.te, and aU 
othcr terms are is dc:fined above. 

Since activíty was lost ;u acid and basíc pH values, thc pH/activ· 
ity profile was drawn by fitting the appropriate data to the expo
nentfal form Qf eq3 (Cleland, 1979): 

,,_ 1 +m:l+.Kk. 
KA [H•] 

(3) 

whcrc Kd and Kb are the macroscopic dissociation constants of tbe 
groups that ionize, and e is the pH indepcndent value of the param· 
eter y. that in this case is thc experimentally dctcrmined ínitial velo
dty. 

Chemica/J anJ Biochemic111s 

Beu.ine aldehyde thloride1 NAD+, NADH, NADP• 1 nitroblue 
tctrazo1íum, AMP, prcstaincd Mr SDS-PAGE standards, glycine be
taine. DTNB, DEPC, Hepes ;md Mes were obcained írom Sigma. 
HPLC Mr mmdards were from Boehrínger Mannhcim. Scphadex 
G-25, Q·Sepharose Fast Flow and 5' -ANCP·Sepharose were from 
Pharmada. Butanedione, and phcnuine methosulfate were olr 
tained from Aldrich. AH other chemicals of an~ytical grade wcrc 
from standard suppliers. 

Resulls and Dlscusslon 

Changes in 8ADH activity induced by water deficit 

We could not detect BADH a.ctivity in crude extracts of 
nonstressed amaranth leaves, even after concentratíng the 
crude extract by precipitation with ammonium sulfate. 
However, when the leaves were subjected to water deficit, as 
described under Metbods, this activity, expressed on a pro
tein basis, increased with time as shown in Fíg. 1. Control 
detached leaves, treated with water instead of PEG, did not 
show any increase in BADH activity (not shown). The ob
scrvcd increoses in BADH activity paral!eled the increases in 
the levels of glycine betainc in amaranth leaves subjecced to 
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Fig.1: Ch~ges on amaranth·leaf BADH aaivity (•) and glycine 
betaine contenc (O) induced by water deficit in amaranch Jeaves. 
Thc glycine betainc d:na are ta.kcn from Gamboa et al. (1991) with 
pcrmission. 

the same conditions (Gamboa et al., 1991). Both responses 
showcd their moutlma after 4 h of treatment, which corre
spond to 60% RWC (Gamboa et al., 1991). After that point, 
enzyme activity and content of glycine betaíne decreased, 
suggesting that the response of the plant to more severe wa
ter deficit is mcdiated by a dífferent mechanism. In fact, 
from this RWC onw;u-ds the levels of proline began to rise 
(Gamboa et al., 1991). Therefore, it appears that in amaranth 
leaves the synthesis of glycine betaíne is ;:m early response to 
re!atively mild water loss. 

At present, we do not know whether the changes in 
BADH activity are the result of the activation of preexistent 
enzyme or de novo symhesis of protein, although the latter 
possibility seems more plausible given the time required to 
achieve the activity Beak, and by analogy with the known ef
fect of salt stress on this enzymatic acdvicy in other plants 
(Weretilnyk and Hanson, 1989; Arakawa et al., 1990). In 
fact, while this manuscript was in preparation we become 
aware of a wery recent paper by Arakawa et al. (1992) that 
showed that increases in BADH protein take place in barJey 
leaves after three days of treatment of che wholc plant wíth 
PEG. This finding is in full agreement with the íncreases in 
BADH activity in response to water stress we rcport here. 

Under our experimental conditions, the response of 
BADH activity can be observed as soon as 4 h after the be
ginning oí the treatment, and the whole p}am is not neccs
sary to obtaín this response. This }ast result contrasts with 
the observation by others that the whole plant has to be wa· 
ter-stressed in arder to observe changes in che proline con· 
tent of the leaf (!barra-Caballero et al., 1988; Gamboa et al., 
1991). Therefore, it secms that the mechanísm that medi:ites 
the accurnulation of glycine betaine and proline in response 
to water stress is not the same. 

Although there is an earlier report indicating that BADH 
activity did not increase after water·stressing spinach Jea.ves 
(Pan et al., 1981), we did find a significant increase in BADH 
ac:tivity in spinach leaves when subjected to the same tre;lt
menc as the onc wc used far water-stressing amaranth leaves 
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(not shown). The reason for the discrepancíes between our 
findings and those ln the literature is not clear at present. 

Euzyme Purification 

For thc purification we used leaves that had been subjccted 
to water dcfidt prior to extraction, in order to incrcase the 
activity of BADH. Even after the water-stress treatment we 
could not decect BADH activity in crude extraer. Only after 
concentrating the crude extraer by precipítatíon with ammo
nium sulfate cauld the aetivity be measured, and because of 
thac we rcfer to chis step for the calculation of yield and 
times of purification. Table 1 summarizes a typical purifica
tion procedure frorn 70 g of amaranth lea ves. The enzyme 
was purificd after only two chromatographíc steps. Since 
ammonjum ions are inhibicors of the enzyme (see below), 
the :tctivity corresponding to the a.mmonium sulfate precipi· 
tation step is the one measured after desaJdng by Sephadex-

Table 1: Purificoníon of br:tainc aldehyde dr:hydrogen:l:ic from ama· 
ramh Jea.ves subjectcd to w;uc:r dcficit. 

rurific.ition 
•1rr 

Tmll To1al 
prordn activi1y" 
(m¡U (units) 

Sp«:ific 
activi1y 
(uniu/mg prou-in) 

CruJc cxirro! ll&.00 N N 
0C1J.!tcd .lmmooium 

Pu.rift· Yieldb 
ntion 
(loldl (") 

iulfatc 84.50 0.6J8 O.o:l2 JOC 
Q-&rh.1.roic 
do.u.1<' S.'il} 0.~8.5 O.Q.4S l2 92 
S'.J\MP·Scph~to'-1: 
du.ltc 0.06 O. tS9 2.650 12&0 l1 

• An1yi ...,•tr<' .:.urit"d out u ~ribcd in tht 1n:1. Onc ul\it o{ cnzymatic aaívity is dc
fin<'J .u 1hc .1mmmt of cnzymc rcquirrd to «tal)'lt tht naction o! l µmol NAD .. / 
min undn tht u~d..u-d uuy conditíom dcsc.ribtd undct l<ibmiili and MechodJ. 

¡, C.1kul~1«f from thc 1.mmonium sulfa1c pri:cipituion mp. 
• l'r<'r.u~ from 70 s of l<'ú ma1crí.d, 
N .. r¡r¡;li¡;iblr 

o tive molecular weight by HPLC· TSK gel 
chromatography. 1, ~.g'1.lactosidase; 2, ferri-
tin; 3, alcohol dehydrogcnase; 4, fab frag· 
ment from JgG; 5, myoglobin. D: Estima· 
tion of molecular wcight of subunit by 
SDS-PAGE. (•) protein standards, (O) puri-
fied BADH. 1, albumin bovine; 2, albumin 
egg¡ 3, gJyccraldehyde 3-phosphatc dch.y· 

"'º ••• 'ºº drogcnilSe; 4, carbonic anhydrasc; 5, tryp· 
Rt sinogen; 6, a-laculbumin. 

G-25. The Q Sepharose Fase Flow chromatography consist
endy gave a very good purification without apprecfable ac
tivity loss. The resulcing enzyme preparation was judged to 
be pure by silver-staining of SDS-PAGE, which showed a 
single band (Fig. 2 A). Native gel electrophoresís also gavc 
ane activity-staining band a!though it gave two silvcr-stain· 
ing bands, (Fíg. 2 B) corresponding to the tetrameric and di
meric forms (see below). The purified BADH can be stored 
as described under Materials and Methods at -70 ºC for sev
era.l months wirhout appreciabJe loss of activity. Omission 
of glycerol resulted in a total loss of activity upon freezing. 

Our purification scheme is much simpler than the one 
used by Arakawa.et al. (1987) and by Weretilnyk and Han
son (1989) for the purification of spinach BADH, and sim
ilar to che one reponed by Falkenberg and Strom (1990) in 
the purification of BADH from E. coli, a!though we elimi
nated the gel filtration step used by these latter authors. 

Molecular weight 

Two protein peaks were eluted from the HPLC-gel filtro
tion chromatography, one inaccive with an appa.rent Mr of 
250 kDa, and the other fully active with an apparcnt Mr of 
125 kDa (Fig. 2 C). When subjected to SDS-PAGE and silvcr 
staining, both peaks gave only the polypeptíde correspond
ing to BADH with an apparent Mr of 63 kDa (Fig. 2 O), in
dicating that active BADH exists as a dimer and that the ter
rameríc form, likely formed during purífication or storage. 
is inacrive. Therefore amaranth BADH seems to be very 
sin1ilar in this respect to the enzyme from other plants (\Ve
retilnyk and Hanson, 1989; Arakawa et al., 1987) and Pseudo
monas (Nagasawa et al., 1976), but different than the enzymc 
from E. coli and Cylíndrocarpon didymum, which are tetra
meríc in their active form (Falkenberg and Strom, 1990; 
Mori et al., 1980). 

., 
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Fig.3: Progrcss curves of amaranth-leaf BADH in O.tM sodium 
pyrophosphatc buffer, pH 8.0, and 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0, at sub
strate concentrations 1.0 mM NAO+ and 0.5 mM BA. 

E/fects of b1iffer composition, pH, and temperature on BADH 
activity . 

Significan! buffer effects on BADH activity could be dem
onstrated with Tris-HCI buffer, as has been reportcd for 
other aldehyde dehydrogenases (Rivett and Tipton, 1981; 
Satya and Nair, 1989). The progress curves of the reaction in 
0.1 M Tris-HCI buffer and 0.1 M pyrophosphate buffer un· 
det identical conditions are compared in Fig. 3. When the as
say was carried out in Tris·HCl buffer, not only did the rate 
decrease rapidly, making it difficult to measure the initial 
rate, but it also was much slower than in pyrophosphate buf
fer. Assays in Hepcs 0.1 M gave exactly the same results as in 
pyrophosphate buffer (data not shown); this implies that the 
observed effects were due to inhibition by Tris and not to ac
tivacion by pyrophosphate, It has been reported that Tris in
hibits othcr aldehyde dehydrogenases, probably due to for
mation of a complex between Tris and the aldehyde (Ogilvie 
and Whitaker, 1976). In view of these results, ali the en
zymatic assays reponed here were performed in pyrophos
phate or Hepes buffers. 

Thc enzyme was stable between pH 5.5 and 9.5 (not 
shown). The pH/activity profile of BADH showed an opti
mum at pH 8.0 and two essential ionizable groups of pK 
6.78 ± 0.02 and 9.38 ± 0.01 (Fig. 4 A), one of which must be 
protonated and che other one deprotonated for catalysis 
and/or binding of the substrate. The optimum pH found is 
in agreement with the data from other BADHs, in which 
this value varíes between 7.5-9.0 (Nagasawa et al., 1976; Pan 
et al., 1981; Weretilnyk and Hanson, 1989; Falkenberg and 
Strom, 1990). 

The tcmperature optimum for che purified enzyme was 
50 ºC (Fig. 4 B). Above 55 ºC the activity decreased mark
cdly. The activation energy of che reaction between 25 and 
SOºC was estimated at 61.8KJ/mol (l'ig.4C). 

Essential amino acid residues of amaranth BADH 

Recently the amino acid sequence of spinach BADH has 
beco published (Weretilnyk and Hanson, 1990). When com-
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Fig. 4: A: Effect of pH on activity of purified amaranth·leaf BADH. 
BADH activity was assayed at thc indicatcd pH values in lOOmM 
phosphate (pH 7.0-8.0), and pyrophosphatc (B.5-9.5) buffers, un· 
der otherwisc idcntical conditions to the standard assay described 
under Matcrials and Mcthods. The points are the experimental data. 
The line is thcoretic:al from thc bcst fit to eq. 3 describcd under Mate
rials and Mcthods. B: Effect of tcmperature on the accivity of purified 
amaranth leaf bctaine aldchyde dehydrogenase. BADH activity was 
assaycd undcr the standard conditions at indicated tcmperatures. 
The poims are thc experimental data, che linc is hand drawn. C: de
termination of thc cncrgy of activation from thc data of figure C. 

pared with other aldeli.yde dehydrogenases, there is one resi· 
due of cysteine highly conserved. Therefore, wc considered 
it of interest to determine whether this amino acid is in
volved in catalysis in the amaranth enzyme. With this aim, 
we treated the purified enzyme (about 0.5 µg) with DTNB, a 
well known specific reagent for sulfhydryl groups (Ellman, 
1959), after eliminating che /3·mercaptoethanol prcsent in the 
enzyme preparation by dialysis under N 2 atmospherc. 
BADH was rapidly inactivated after 1 min of prcincubation 
with 1.0 mM DTNB at 30 °C, suggesting the involvement of 
cysteine residues in the activity or stability of the enzyme. 

We also investigated the role of histidyl and arginyl resi
dues in the catalytic process by using DEPC, a reagent that 
modifies histidine (Melchior and Fahrncy, 1970) and butane
dione, a specific reagent for arginine (Riordan, 1973). Incuba
tion of the enzyme with 0.5 mM DEPC resulted in total 
inactivation after 15 min. The enzyme was also inactivaced 
after 30 min preincubation at 30 ºC with 15 mM 2,3-butane
dione in the presence of 30 mM borate, which is known to 
facilitate inactivation by chis reagent by stabilizing the inac· 
tive form of enzymc modified with butanedione (Rao et al., 
1987). Borate was also included in the assay mixture in arder 
to prevent the reversibility of the inactivation. Therefore it 
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appears that histidine and arginine residues may be also es
sentials far this enzymatic activity. 

Kinetic properties 

Amaranth BADH was found to be highly specific for BA 
as substrate and could not use any of the following alde
hydes: acetaldehyde, benzaldehyde, butyraldehyde, formal
dehyde, glyceraldehyde, glyceraldehyde-3-phosphate, gluta· 
raldehyde, propionaldehyde, or succinic semialdehyde. Ali 
of these were tested at 0.5 mM in standard assay mixtures 
containing 1 mM NAD•. At this NAD+ concentration the 
apparent Km value for betaine aldehyde was 69 ± 0.6 µM. 
Regarding the nucleotide, the enzyme can use NAO+ ·and 
NADW as cofactors, although NAO• was preferred. Thus, 
the apparent Km valucs for NAO• and NADP• at 0.5M BA . 
were 80 ± 0.5 µM and 2.5 ± 0.2 mM respectively. These val
ues are in clase agreemenc with those reported for other 
plant BADHs {Weretilnyk and Hanson, 1989; Arakawa et 
al., 1990). 

The oxidadon of BA by BADH was found to be irrevers· 
ible, as has been reported for the enzyme from E. coli (Fal
kenberg and Strom, 1990), P. aer11ginosa (Nagasawa et al., 
1976), spinach (Pan et al., 1981; Weretilnyk and Hanson, 
1989), and for other aldehyde dehydrogenases (Rivett and 
Tipton, 1981; Satya and Nair, 1989). No oxidation of 
NADH could be observed with glycine betaine as substrate 
at concentrations up to lOmM. Therefore, according to the 
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Fig. 5: Effcct oí betaine aldchyde concencration on initial velocity 
of purificd amaranth leaf BADH. Assays were carried out at 30 ºC 
in 0.1M sodium pyrophosphate, pH 8.0, at 0.5 (O) and 0.025mM 
(•) NAD• and severa! BA concentrations. The points are the ex
perimental data, the lines are theoretical from the best fit to eq 2 de
scribcd under Materials and Methods. 

classification of Jakoby (1963), amaranth-leaf BADH appears 
to belong to Class I aldehyde dehydrogenases. 

Amaranth BADH follows Michaelian kinetics but is sub
ject to substrate inhibition by BA, which is dependent on 
the concentration of che other substrate, NAO+ (Fig. 5). Ac 
a subsaturating NAD+ concentration (0.025 mM) the appar
ent Ki was 1.35 ± 0.16 mM, while at saturating NAO• 
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(0.5 mM) the apparent Ki was 2.11 ± 0.06 mM. Again, this 
property of being inhibited by the substrate aldehyde is 
common to severa! aldehyde dehydrogenases (Rivett and 
Tipton, 1981; Satya and Nair, 1989; Falkenberg and Strom, 
1990). However it is doubtful that such inhibition has any 
physiologica\ significance, since it is very unlikely that the 
intrachloroplast levels of BA come close to those at which 
inhibition takes place. 

Ejfect of ions and compatible salmes on BADH activity 

The effect of several univalent cations on BADH was de
termined at saturating (O.SmM BA, 1.0mM NAD') and 
subsaturating (0.025 mM BA, 0.025 mM NAD') substrate 
concentratioRs (Fig. 6). At saturating concentrations of sub
straces, KCI had a slight accivacing effecc upan BADH activ· 
ity. The maximum effect of chis cation was observed at 
400 mM where it increased che enzyme accivicy about 25 % 
(Fig. 6 A). NaCI up to 150 mM had no effect, while it inhib
iced ac higher concentracions. NH .. Cl was inhibicory at all 
che concentrations tested. The effect of chese ions at subsatu· 
racing concentracions of substrates, which more likely are 
closer to che in vivo concentrations than the saturating ones, 
were more drastic (Fig. 6 B). K• increased the activity 100% 
at 50 mM and 50 % at 150 mM. E ven though increasing the 
concentration of KCl above 50 mM led to activities lower 
than those obtained at concemrations below 50 mM, it is in· 
teresting that only at very high concentrations of this ion, 
400 mM, the activity was 10 % lower than in the absence of 
added KCl. Under conditions of low substrate concentra· 
tions, the inhibitory effect of Na+ was observed at ali the 
concentrations tested. The enzyme was totally inhibited 
when 300 mM NaCI was included in the assay medium. 
NH¡ was found to be an even mofe potent inhibitor of ama
ranth BADH, total inhibition being observed at 150 mM of 
this ion. These results indicate that ionic effects are not due 
to ionic strength, rather that specific effects seem to be oper· 
ating, although it is difficult to assess the physiological signif
icance of sorne of these effects. Since many plant cells ac· 
cumulate K• during water stress (Hanson and Hitz, 1982), 
this ion may play a significam role in regulating the BADH 
activity during water stress in amaranth leaves. It is known 
that under nonstressed conditions the K ... concentration in· 
side spinach chloroplasts is 180 mM (Schroppel·Meier and 
Kaiser, 1989), and that under water· or salt-stress the caneen· 
tration of this ion increases (Hanson and Hitz, 1982¡ Schrop
pel-Weir and Kaiser, 1989). lt is therefore of interest that 
amaranth-BADH is activated at thc physiological concemra
tion of this ion and that it has a high tolerance to high K+ 
evcn at low substrate concentrations. Regarding the inhib
itory effccts of sodium, one may question any physiological 
significance of it given the very low concemrations of Na+ 
in the chloroplast (7 mM) under non-stress or water· or salt
stress conditions (Schroppel-Meier and Kaiser, 1989). On the 
other hand, the concentration of ammonium ions in the 
whole lcaf rose sharply just after amaranth leaves were sub
jected to water deficit, but decreased to the normal values 
shortly afterwards (Gamboa et al., 1991). Thus, it is possible 
that the in vivo degree of inhibition of BADH by this ion is 
negligible. 
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With respect to bivalent cations, Mg• ... up to 150 mM and 
Ca•• up to 50mM had no effect on the BADH activity (data 
not shown). Chelating agents, such as EDTA, had no effect 
on the enzyme, suggesting that BADH is not a metalloen
zyme. 

The effects of various organic solutes were also investi
gated using low and high substrate concentrations in the en
zyme assay. At high substrate concemrations glycine be
taine, sucrose, and proline had a slight activating effect over. 
the range of concentrations tested. Mannitol had little effcct 
on the enzyme activity under these conditions (Fig. 6 C). 

At low substrate concentrations (Fig. 6 D), sucrose and 
mannitol had an activating effect on the enzyme activity giv

. ing a maximum at 50 mM. Proline was an activator too, but 
the maximum of activity occurred at 400 ml\1. Glycine be
taine activated BADH slightly at 50 mM, while it was inhib· 
itory at higher concentrations. lt has been obscrved that 
amaramh leaves under water stress accumulated proline and 
glycine betaine (Gamboa et al., 1991). In salt-stressed spinach 
leaves the concentration of glycine betaine in the chloroplast 
increases up to 300 mM (Robinson and Jones, 1986). There· 
fore, if similar concentrations are reached in amaranth 
chloroplasts under water deficit, the BADH activity will be 
severely inhibited unless there is sorne mcchanism that re
lieves the enzyme from this inhibition, for instance the in
trachloroplastic BADH concentration or the presence of 
sorne metabolites ar ions. To clarify this point, further work 
on the mechanism of inhibition by glycine betaine would be 
necessary. 
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The kinetics ofthe oxidation ofbctainc aldebyde cata· 
lyzed by NAD•-betaine·aldehyde dchydrogenaee, pÜri
ficd from amaranth lcaves subjected to water deficit, 
wcrc analyzcd by stcady state initinl vclocity nnd prod· 
uct and dcnd·end inhibition studies at low substratc 
conccntrntions. Only one product, NADH, gives inhibi· 
tion. The othcr product of the rcaction, glycine bctnine, 
<loes not inhibit thc enzymc cvcn at conccntrations as 
high as 10 mM. ln dcnd-cnd inhibition cxpcriments,AMP 
nnd cholinc wcre uscd ns dcnd-cnd annlogs ofNAD• nnd 
bctninc nldchydc, rcspcctivcly. Thc fumilics of double· 
rcciprocnl plots in thc rangc 0.010-0.500 mM NAD+ and 
0.025-0,300 mM bctaine nldehydc are linear and interscct 
ut thc lcft of thc llv nxis. NADH is u mixcd inhibitor 
ngainst NAD+ and bctainc uldchydc. Al\IP is competitivc 
with rcspcct to NAD• and mixcd with bctainc nldehydc. 
Cholinc is compctitivc ngainst bctaine nldehydc and un· 
competitivc with rcspcct to NAD•. Our resulta are con
~istcnt with nn Iso Ordcrcd Bi Bi stendy state mecha· 
nism in which NAD• is thc first substratc to bind to thc 
cnzymc and NADH is the lnst product to dissocinte from 
it. To our knowlcdgc, this is thc first time that nn lso 
mechnnism has bcen demonstrntcd by product inhihi· 
tion studics, as prcdictcd by Clcland (Cleland, W. W. 
(1963) Bioc/1im. Biop/&ys. Acta 67, 104-137). 

Glycinc bctaine lGB) 1 is a majar cytoplasrnic osmoticum ac
cumulatcd undcr water or salt stress in higher plnnts, bacteria, 
algac, and marine animals (1-6). The final step in the synthesis 
of GB from cholinc is cntalyzcd by betaine-aldehyde dehydro
genase (EC 1.2.1.8) (7), according to the following sequcnce of 
reactions. 

CMO BADH 
Cho\ine --· beloine oldehyde --glycine betoine 

(Reoclion 1) 

Dueto the relcvant role ofbetaine-aldchyde dehydrogenase 
in thc response of organisms to osmotic stress, thc enzyme has 
bccn focus of much invcstigation. Thus, this dehydrogcnnse has 
bccn purificd to homogcneity from Pseudomonas (8), spinach 

"'This resenrch was p11rti111ly funded by Consejo Nacional de Ciencia 
y Tecnología Grnnl CONACYT-1713-N9209 and Universidad Nacional 
Autónoma de México Grant PADEP DFQ9250. The coslS of publicalion 
of Lhi~ nrticle worc dcfrayed in part by the pnymenl of page ch11rges. 
This nrticle must Lhcreforc be hereby marked "adverlisemenl" in o.e· 
cordancc wilh 18 U.S.C. Seclion 1734 solely to indicnle this foct. 

t To whom corn:spondence should be nddrcsscd: Depl. de Bioquímica, 
Fncultnd de Química, UNAM, México Cily, 04510, México. Tel.: 525· 
622·5276; Fnx: 525·622-5329. 

1 The abbrcvialions used are: GB, glycinc belaine¡ BA, betnine alde· 
hyd1..•; c:-.to, cholinc monooxygennsc. 

leavcs (9, 10), Escherichia coli (11), Xanthomonas translucens 
(12), and amaranth leaves subjected to water deficit.2 Morc
over, the primary sequence of spinach lcnf betainc-aldchyde 

· dehydrogenase is known (17). 
However, kinetic studies on betaine-aldehyde dehydrogcnase 

are scarce. The enzyme from all the sources studied to date hns 
been found to be highly specific far betainc aldehyde (8, 10-15). 
but nlthough the enzyme from plants (10, 1-t) nnd bacteria !fl.. 
11, 12) can use NAD• or NADP• ns cofactor. thc cnzymc from 
thc fungus Cyli11drocarpon didymum uses only NAD• ( 131. Scv· 
eral groups ofworkers hnve dctcrmined npparcnt K111 vnlucs for 
betaine nldchydc (8, 11-14) nnd for NAD• und NADP· 1s. 10-
15). Also it has been rcportcd previously thnt thc enzymc from 
bacteria (11) and from animnls (16) exhibits substratc inhibi
tion and thnt the renction is irre1:crsible (11. l.\). 

To our knowlcdgc the kinctic mechanisms of only the E. coli 
(11) and the C. did:,·mum (13) enzymes hn\'u bcen studied to 
date und in both cases were found to be o. ping-pong mechn
nisrn, according to Clelnnd's nomcnclature ( 181. The lntter is :i 
surprising finding bascd on the chemistry of the nldchyde de
hydrogennses and contrasts with the known sequcntinl kinctic 
mechanism of aldehydcs dchydrogcnases from othcr sources 
(19-22). In view of the discrepnncy in mechanism, it is of in· 
tercst to elucidate the kinetic mcchanism for betaine-nldehydc 
dehydrogcnnse from plants as an importnnt stcp townrd thc 
understanding of this enzyme. 

\Ve rcport here the results ofinitinl velocity and product and 
dcad-cnd inhibition studics of nmnrnnth lenf betaine-aldehydc 
dehydrogenasc; cnrried out at subinhibitory BA concentrations. 
An lso Ordercd Bi Bi steady statc mechanism is proposed herc. 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals and Biochemicals-Bet.ainc aldehyde chloride, NAO'. 
NADH, AMP, glycine bctaine, choline chloridc, 11nd Hepes wcre oh· 
tnincd from Sigma. All other chcmicals of 11nnlyt1cal hP?"nde wcre from 
standard supplicrs. 

Enzyme Prt>paration-Detainc·nldehyde dehydrogcnase from Ama· 
ra11thus hypochondriacus L. lcaves was puriticd as describcd else· 
wherc.2 The enzyme was homogencous by the critcrion of SDS·poly· 
acrylamide gel electrophoresis and silver st.ainin~ í24l ofthe ge\s. Thc 
final spccific activity or lhe enzyme preparution used wns U!. µmol 
rnin- 1 mg prot.cin- 1 assnycd a.t 30 QC using 100 m.,1 Hepes buffer, pH B.O. 
0.5 mM BA and 1.0 mM NAO•. 

Enzyme Assay-Delnine-nldehydc dchydrogenasc aclivity was a!'· 
sayed spectropholornclrically measuring NAD• rcduction by tht• in· 
crease in exlinction al 340 nm in a Beckrnan DU.6S spectrophotometer. 
Assay mixtures contained, in a final vol u me of 0.4 m1, tixcd concentra
tions ofNAD• and incrcasing conccntrnlions ofBA. or ':ice ,·ersa, in 100 
mM Hcpes buffer, pH 8.0, contnining 1 mM EDTA. The reaction "'"ª" 
started by the nddilion ar enzyme (0.5 µg). Tempernture was main
lained al 30 QC using o circulnting wat.cr bath with Lhe capacily lo hent 

:z Valenzuela, E. M., and Muñoz·Clnres, R. A. ! \993) Plant Pliysiol. 
(Bethesda), in press. 
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ond coot"thc thcrmospacers ofthc ccll compartment. Th.e concentrations 
of NAO• BA, NADH, and AMP used ore spccificd for each expcrlmcnt. 
llcuction ratea wcrc lincnr over thc 6-min assoy period. Each detcrm.i
nation wns pcrformcd in duplicotc. Ratea in the nbsence of substrates 
wcre negligib\e. 

Data Analysis-Kinctic dnt.a wcrc ana1yz.ed in two st.cps. First, ex
perimenta:\ dota nt fixcd conccntrntion oí onc substrnte and vnrying 
cunccntrntion of lht! sccond wcre fitted to thc Michnelis·Menten equa
tion <Equntion 1), by using thc non1inear regression annlysis progrrun of 
R. J. Leolhcrbarrow <Enzfitter, Elscvier-Biosoft). Next, the npparent 
kinetic const.unts obtained from thcsc plots were fitted using the equa
tion of n rectangular hypcrboln in thc cnac of dat.a conforming to a 
scqucntiBl bi-bi mcchnnism to determine K.,. (Equntion 2), K. (Equntion 
3 J, Kh <Equntion 4 ), nnd to Eq uations 5 nnd 6 to determine the inhibition 
com1tant for thc dcnd-end nnalogs MtP end cho\ine, respectively (18, 
23), .. ~ 

K,..,,.w+[A] 

V[B] 
V.,pvAI = Kb + [B] 

K,( K~K..)( [AMP]) 
(K,..IV).pplVAl =V 1 + K.[B) 1 + Kll.\M.PI 

K,( K·)( [choline)) 
{K..,N).l'f'll/8) =V 1 + [Aj 1 + K¡1ot.o1i...1 

(Eq. ll 

(Eq.2) 

(Eq.3) 

(Eq.4) 

(Eq. 5) 

(Eq.6) 

wherc V ís the mnximum vclocity; A, B, and 1 ore the conccntrntions of 
thc two substrntes nnd inhibitor, rcspcctively; K. nnd Kb are Michaelis
M!.!nlcn constants for thc substrntcs A nnd B: K.,. is thc dissociation 
constnnt for subatrnte A; K,1AMr1 nnd Kuch<>lln•i are the competitivc inhi· 
hit.ion conatnnts for AMP nnd cho\inc, rcapectively. Thc nomenclo.turc 
uscd is thnt of Clelnnd (18). 

'l'hc IRo inhihition const.nnt.s K,41 o.nd K;q for NADH lQ) were detcr· 
mined by plots oí thc s1opcstltA1 nnd intcrscctslM.1 versus (Q), respec
ti\'cly, nccording to Equations 7 nnd 8, deduced from the initinl velocity 
cquation for nn lso Ordercd Bi Bi stendy stut.e mechanism whenA is the 
vnrinhlc substrnte nnd Q is present, ahown under .. Resulta nnd Diacus
sion" l Equntion 10) . 

. N (K·)( K.K•)( [Q]) ti\,., '•pP'UA! = V 1 + K.[BJ 1 + K:; (Eq.7) 

1( K, [QJ) 
(1/V).p~lJAI =V 1 + fBj + K; (Eq.8) 

RESUL TS ANO DISCUSSlON 

lnitial Vclocity Studies-Thc rcnction catalyzed by betain~ 
nldchydc dchydrogcnnse is cxpcrimcntally irreversible, and 
tJrnrcforc kinctic nnnlysis is limited to initial velocity studies of 
thc forwnrd rcaction in the nbscnce and prcscnce of inhibitors, 
i.e. ncither thc reverse renction nor isotopic exchange between 
products nnd substrntcs can be dcmonstrated. 

'I'he cnzymc rcnction was nnnlyzcd in a systcmatic mnnner 
from sccondnry rcplots ns dcscribcd under .. Materials and 

1 
Methods." lnitiul vclocity pnttcms wcrc obtaincd by measuring 
bctninc-nldehydc dchydrogennse nctivity varying thc levels of 
NAD' or BAnt scvcrnl fixcd conccntrntions ofthe other. Since 
thc cnzymc is subjectcd to substrntc inhibition by BA (11, 16), 

1 in thcsc cxperimcnts wc used conccntrations of this substrate 
in n subinhibitory range. Wc found thnt BAconcentrations can 
be vnried ovcr a rcnsonnbly brand rnnge befare eubstrate inhi
bilion comp1icntcs the diagnostic initial velocity plots. Plots of 

velocity (u) versus [NAD+] or v versus {BAl in the range 0.01-
0.30 mM BA and 0.05-0.50 mM NAD• followed Michaelis
Menten kinetics (not shown). The carresponding families of 
dauble-rccipracal plata were linear and gave normal intersect
ing patterns (Figs. l and 2). By this way a ping-pong mecha
nism is ruled out, and the kinetic mechanism of bctnine-alde
hyde dehydrogennse shauld be sequential, either a Steady 
State Ordercd, a Steady State Ordered Theorell-Chance, or a 
Rapid Equilibrium Random Bi Bi mechanism (18, 23). These 
resulta also exclude a sequential rapid equilibrium ordered 
mechanism, since the linea in the reciproca] plots intersect at 
the lcft of thc llu rucia. Thc slope and interccpt replots were 
always linear (inset Figs. 1 and 2). yiclding the kinctic con
stants included in Table I. 

Thereforc, the mechanism of the amaranth enzymc ditTcrs 
from the ping-pang mechanism proposcd by athers far the bac
terial (11) and fungal (13) enzymes. These cnzymes are tet
ramerlc·, whereas plant betaine-a}dehyde dchydrogenases are 
dimeric (9. 10). Thcy a}so exhibited much _higher vnJues for 
KmlBAh KmiNAOJt nnd V mllll: thnn thosc rcported here. It is diffi
cult to attcmpt to rationalize the differcnccs in the kinetic 
rnechanism of bctaine-aldchyde dehydrogenase from ditTerent 
saurces, but it nppcars thnt a generalization regarding the 
reaction mcchanism af bctaine-aldehydc dehydrogennses can
not be made. 

Product lnhibition Studies-In arder to cstabHsh thc arder of 
substrate nddition and praduct release and to discriminate be
tween the possihle kinetic mechanisrns suggcsted by thc initia} 
velocity studics, product inhibition studies with NADH werc 
performed. The ather praduct of thc rcaction, GB, does nat 
inhibit at any of thc conccntrations tesWd, up to 10 mM. Thc 
family of doublc-rcciprocal plots in which the conccntration of 
NAD+ was varicd in the range 0.05-0.20 m.M at differcnt lcvels 
ofNADH (25-200 µM) nnd n fixcd subinhibitory leve! ofBA(lOO 
µM) is shown in Fig. 3. Thc inhibition by NADH is mixed with 
rcspect to NAD+ which is indicative eithcr of the binding of 
NADH to an cnzyme form differcnt from thc one to which 
NAD+ is binding ar of thc ex:istencc ar a difTerent binding site 
far NADH. This pattcm afinhibition excludcs the Rapid Equi
librium Random Bi Bi mechanism suggested by the initial ve
locity studics carried out in the absence af products, since in 
this mechanism competitive inhibition by thc praduct with re
spect to both substrates should be obscrved (18, 23). Even if n 

[•~·.::.""~ 
E "º: !'ºI 
a •.•o- !00 

a 

r~~,,,,.~,.,..,o'="'--!=--'-:':-'-~~-= if.: 
'/[aA).mM"1 

F1a. 1. lnlt.iaJ veloclty patterns for tbe betalne-aJdehyde dehy· 
drogenasc reactlon at subinhibltory BA concentratlons. NAD• 
wa.e varied nt the following fu:edconcentrations ofBA: O, 50 µM; •. 100 
µM; A, 200 µM; ¿, 250 µw; and O, 300 µM. lnset, slopc and l/u axis 
intercept uersus {BA]. Assnya were carried out in 100 mM Hepes buffer, 
pH 8.0, at 30 •c. An enzyme concentration of 1.25 µg m\·l wns used for 
each assay. In the double-rcciprocnl plots the points drnwn ore the 
experimento.11y determined values, whercas t.he linea drawn through 
thesc points ore the calculnted from the best fit of these data to Equa
tion l. 
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TADt.t: I 
Kinetic constonts of betaine-aldehyde dehydrogenase from 

A hypochondriacus L. 
Thc \•nlucs J.,riven were computcd by non1inenl regression fit. of thc 

data preHcntcd in thu corrcsponding figures to thc equations describcd 
undcr "Motcriol ond Methods." 

Conritant 

K,..,NADI 

K,. 
K.,,, .. ,,., 
v •.•• 
K," 

39.5 :t3.6 µM 
40.1:t6,Q µM 
56.1:t6.1 µM 

Val u e 

1.97 ± 0,01 µmoVmin/mg protcin 
50.7 :t 6.3 }lM 

Km, 
KJ.AMl"ClJNADI 

K. ,d1C>Hn.C llllAI 

118,6 :t: 20.4 J.IM 

o.o 0.001' 

t/(NAD'] ,¡M'' 

896 :t 60µM 
4.10 ± 0.61 mN 

¡~ 
O.O to IOO IM 100 

(NADH] yM 

11:: 
(N•DH) )IM 

Fm. 3. The klnctlca of lnhibltlon of the betalne-aldehyde dc
hydrogcnase rcactlon by NADH at sublnhlbltory BA concentra• 
tlons. 1/u versus 1/{NAD•) at 0.1 mM BA and thc following fixcd con· 
ccntrations ofNADH: O (0), 25 (.._); 50 (6) 100 (e), and 200 µM (0). lnset, 
slopc nnd l/u axis intercept versus (NADH). Othcr conditions wcrc the 
snmc ns thosc dcscribcd in thc legcnd to Fig. l. 

dcnd·cnd EBQ complcx is formcd, NADH should be a competi
tivc inhibitor ngainst NAD•. Thc mixcd inhibition of NADH 
ngninst NAD• can be explnincd in terms of nn ordered mechn· 
nism in which NAD• is thc sccond substrate to bind to thc 
cnzymc nnd NADH the first product rclcnscd or in terma of an 
lso Ordcrcd Bi Bi Stendy Stntc mcchnnism, with NAD• ns thc 
first substrntc nnd NADH ns thc lnst product, and in which 
nftcr thc relcnsc of NADH therc is isomcrizntion of n atable 
cnzymc form (18, 23). This is bccnusc the isomcrizntion oftrnn· 
sitory cnzymc forma do not nffcct thc rntc equation, wherens 
thc isomcrizntion of n stnble form introduces ndditional terma 

in the denominator of the rate equntion when products are 
present, giving raise to mixed inhibition of the last product 
with respect to the first substrate ClB. 23). 

An ordered mechanism with formation of a binnry complex 
between enzyme and aldehyde followed by fonnntion of n ter
nary complex with NAD• has been found in yeast aldehyde 
dehydrogenase (19). In the case of thc betainc-aldchydc dehy· 
drogenase reaction, the first ofthe two possibilities pointcd out 
necessarily imply that the irreversible step would occur after 
the release ofNADH, since the point of nddition of NADH must 
be connected by reversible steps with the point of nddition of 
NAD•. Thercfore, NADH must be the first product to lea ve the 
enzyme and the irreversible step would be the releasc of GB. 
which is supported by the failure of this compound to act ns 
inhibitor ofthe reaction. Howevcr, the ox.idation step is thought 
to be irreversible in the case of aldehyde dehydrogenases, 
which strongly argucs ngainst this mcchanism. Thus, our re
sulta are most consistent with the Isa mechnnism. 

The inhibition by NADH was linear, ns can be seen in the 
replots of the slopcs and intcrcepts from Fig. 3 versus NADH 
concentration (inset ofFig. 3). From these replots vnlucs far K;q 
and Ktíq were calculatcd (Table I), nssuming thc lso Ordercd Bi 
Bi Stendy Statc mechnnism and using Equations 7 nnd 8 dc
scribed under "Materials and Methods." 

With BA ns the variable substrnte, in n subinhibitory con· 
centrntion rnnge (0.025-0.200 mM). NADH is n mixed typc in
hibitor whcn NAD• wns kcpt nt subsnturating concentrntions 
(100 µM) (Fig. 4). These results are consistcnt. with nny of the 
two mechnnisms suggcsted by the product inhibition studies 
with NAD• ns variable substrate and thereforc cnnnot discrimi
nate between thcm. The replots of both thc interccpts nnd 
slopes versus NADH concentrntion show linear inhibition Cinset 
ofFig. 4). 

Dead·end lnhibition Studies-The product inhibition studies 
were inconclusive with respect to thc arder of nddition of sub
strates, nnd becnuse ofthnt we tried to resolve this question by 
using AMP and choline ns dend·end nnalogs of NAD• and BA, 
respcctivcly. 

With NAD• as the variable substrate. AMP gnvc a competí· 
tive inhibition pattem (Fig. 5), whercas it wns found to be a 
mixed inhibitor with respcct to BA (Fig. 6). Secondnry inter
cepta and slope replota are linear in both cases (inset Figs. 5 
and 6). These resulta rule out nny Ordercd Bi Bi mechnnism in 
which BA is the first substratc to add to the free enzyme, givcn 
thnt if BA were thc first substrate, AMP would be uncompeti
tive with respect to it. The resulta are most consistent with the 

0.40 

o 
1/ (BA}.mM'' 

.,,~ [NACIH)yM • 

'ºº 8'0.00 

o " .. 
" 

oo [~AD~]~ 100 

i'l-----· 
~~ 

o.o n to u 100 
(NADH] )IM 

Fto. 4. The kinetics of lnhlbltlon ot the betaine aldehyde de
hydrogenase reaction by NADH al sublnhibltory BA concentra
tions. l/u uersus {BA) at 0.1 mM NAD• and different fixed concentra~ 
tions ofNADH: O (O), 25 (.A.), 50 (~), 75 (e), nnd 100 (0) µM. lnset, slopc 
nnd l/v nxis intcrcept versus (NADHJ. Other conditions were thc snmc 
ns those describcd in the 1egcnd to Fig. l. 
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F10. 5. The klnctlcs of inhlbitlon of the betaine·aldebyde de· 
hydrogcnase reactlon by AMP at subinhibitory BA concentra· 
lions. llu versus iNAD• 1 at diffcrent fixed conccntraUons of AMP and a 
constnnt concentration of BA (80 µM). AMP concentrations were: O (A), 
0.2 (6), 0.4 (8), nnd 0.8 (0) mM. Inset, slope of the two families of 
double-rcciprocol plot.s obtnined at two fixcd BAconcentrations (80 and 
150 l1M) versus IAM.PJ. 

lso Ordcred Steady Statc mcchnnism in which NAD+ binds 
lirst to the enzyme, giving additional support to our conclusion 
nbo\'C that the Ordered Stcady Statc mechanism in which 
NAO• binds sccond to the enzyme is not operating, but cannot 
distinguish bctween this ordcrcd ·mechnnism and a rapid cqui-
1ibrium mcchnnism. 

AMP at the concentrations used in this study only binds to 
the forro of the free enzymc thnt binds NAD+ nnd not to the 
fonn of the free cnzyme that binds NADH, as shown by the 
competitivc inhibition pnttern with respect to NAD•. 

Cho1inc, thc dead-end analog of BA used, was competitive 
against BA nnd uncompetitive ngainst NAD+ (Figs. 7 and 8), as 
expccted for an ordercd mcchnnism in which BA binds after 
NAD•. Thesc resulta unequivocally distinguish bctween the 
ordcred and thc random mcchnnism, and confirm our conclu· 
sion, derived from thc product inhibition studics above1 that 
thc cnzymc doca not follow a Rapid Equilibrium Random 
mechnnism. 

Furthcr cvidcnce of the arder of nddition of substratcs wns 
obtained in ndditionnl experiments in which wc carried out the 
AJ\.1P inhibition studics using NAD• ns the variable substrate 
ns befare, but ut a different BA concentration. The pattem of 
thc computcr-fitted family of double-reciprocal plots wns simi· 
lar to thc one shown in Fig. 5. The corresponding computer
deri\'ed two best fit slopelJNAD rcplots when drawn against the 
respective AMP concentrations interscct in the abscissa to the 
lcft of thc l/u axis, ns shown in the inset of Fig. 5. In other 
words, we dctcrmined K,tA.MPi nt two levels of BA, and the 
constant values obtained idcntify the mechanism as Ordered, 
since a chnnging value would be obtained in the case ofn Rapid 
Equilibrium Rnndom mcchnnism (18, 23). 

Thc inhibition constants for AMP nnd choline computcd from 
Figs. 5 and 8, respcctively, are given in Table l. 

In conclusion, thc simplest model thnt accounts for the inhi· 
bition studies nnd far the initial velocity pattems reported in 
this paper is nn lso Ordcred Bi Bi Steady State mechanism, 
whcrc NAO• is the first substratc to combine with the cnzyme 
and NADH is thc last product relensed. Isa mcchanisms that 
in\'olve thc isomerizntion of stablc fonns of the enzyme were 
postulnted by Clclnnd ( 18). Fishcr et al. (30) propoaed that nn 
isomerization step from the free enzyme that libera tes product 
to thc forro that binds substrntc occurs in thc reaction cata
lyzcd by proline raccmnse, but, to our knowledge, our work is 
the first thnt gives kinetic cvidence of such an Isa mechanism 
bnsed on product inhibition studies. 

The kinctic model for the Stendy State Isa Ordered mecha-

nism with ita co'~espondi~g eq~B.tions is as foÚ~ws. 

E 

BA. . GB NAD• 
k., i k_, k., l h_, k., t k_, 

E·NAD• 
E·NAD·BÍ.". > 

E'·NADH·GB. E'·NADH 
.. ' 

, (MooEL ll 

k., 
E'"' E 

k_, 

In the absence ar products,. the velocity equation for this 
mechaniam ia the same as that of a Steady State Ordered Bi Bi 
mechanlsm (Equation 9) (18, 23), 

V1[AIBJ 
o e K,.K,. + K,[A] + K,[B] + [AlBJ 

(Eq.9) 

but in the preaence of NADH (Q), the velocity equationa in 
reciprocal fonn become the following. 

! ~~ (1+ IQJ)(1 + K,.K,) .!...+.!. (1 + ~+ [Q)) (Eq. 10) 
o V1 K,. K,[B] [AJ V, [B) K.,. 

1 K, (l K,. )(l [Q)) 1 1 (l K, )(l [QJ [QJ) 
(;ªY; +w +K"' [B]+v; +w +K"'+K¡1q 

(Eq.11) 

In an leo Ordered Bi Bi Steady State mechanism Kil•l is not 
the dissociation constant of A, NAD+ in this case, from the free 
enzyme, but rathcr a more complex inhibition constnnt defined 
by the following. 

K k_t k_, 
l1a1ª;;:+ k., (Eq.12) 

Aleo, in this mechanism, the competitive inhibition constant 
for NADH, K¡q, is not the dissociation constant of NADH from 
free enzyme, E' in this case. Asswning only one central complex 
ns befare, it can be deduced that it is composed ofthe following 
rate constants. 

(Eq. 13) 

The uncompetitive inhibition constant for NADH when 
NAD+ is the variable substrate is now an iso inhibition con
stant, K¡¡q, which in the case of an Iso Ordered Bi Bi mecha· 
nism, is defined by the following rnte constnnts, assuming as 
befare only a central complex. 

(Eq.14) 

It is not thcn possible to estímate the dissociation constant 
for the betaine-aldehyde dehydrogcnase·NAD+ or the betaine· 
aldehydc dehydrogenase-NADH complex from kinetic studies, 
which makes it difficult to evaluate the role of NADH on the 
regulation of the activity of the enzyme. However, it has been 
found in whole whent leaves subjectcd to water stress thnt the 
relntive content of NAD• increased, whereas that of NADH 
decrenscd (27). lf this pattcm of evolution is general in planta, 
we mny speculatc that under these conditions the NAD• redox 
ratio would favor the synthesis of GB. 

The chemical basis of the isomerizntion step is not known 
yet. We may speculatc, given the known chemistry of other 
nldehyde dehydrogenases, thnt two groups may be involved in 
general ncid-general base catalysis, one protonatcd, which will 
perform the protonation of the carbonyl oxygen, and other un
protonated, which will achieve the deprotonation of the lytic 
H20. In fact, the pH dependence of the velocity showed thnt two 
groups, one protonntcd nnd the other unprotonated, is required 
for amnranth leaf betaine-aldehyde dchydrogennse activity.2 

One of them, the protonnted one, mny well be the sulfhydryl 
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Fta. 6. 'lbe kinetlca ot lnhibltion of the bet4lne-aldebyde debydrogenase reaction by AMP at sublnhibitory BA concentratlons. 
1/v versus 1/[BA] at different fixed concentrotions of AMP and 11 constant concentration of NAD• (100 µM). AMP concentrations were: O (.A.), 0.2 
(6), 0.4 <•>. and 0.8 (0) mM. lnset, slope and 1/v axis intcrcept versus [AMP). Other condiUons were the same as those describcd in the legend to 
Fig.1. 
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Fm. 7. The kinetlca ot inhlbltlon of the betaine-aldehyde da. 
hydrogenase reaction by choline at aubinhibitory BA concen· 
tratlona. llu versus (NAD•J at different fixed concentrotions of choline 
and a conatant concentration of BA (100 µM). Chalina concentratione 
werc: O (A), 2.5 (.0.), 6 <•>. and 10 (0) mN.lnset, llu axis intercept versus 
lcholine)_ Other conditions were the same as those described in the 
lcgcnd to Fig. l. 

[NAO+] 100 jM (c•,::•J 
~~.o-.. 
o --L !;. 

! ~ ... i 2.~- ¡;; 

> :::- . ..• . .. o 

(i:holno)mM 

• " " •• 
1/[eA],mM"' 

F10. 8. The kinetlcs or lnhibltlon or the betalne-aldebyde de
hydrogenaac reactlon by choUno at •ublnhlbitory BA concen· 
tratlon•. llu uersus l/(BA] at difTeront fixed concentrations of choline 
ond o constant concentration of NAD•uoo µM). Choline concentrations 
were: O (A), 2.5 (.ó), 5 <•>. and 10 (0) mM. Inset, slopc uersus (choline]. 
Other conditions werc thc eame as thoso dcecribcd in tho legend to Fig. 
l. 
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SCHEME l. Proposed mechanism Cor amaranth betaine aldea 
hyde debydrogenase. 

group that it is known to form the thiohemiacctal intcrmediate 
in other aldehyde dehydrogenases (25, 28, 29). lt is then pos
sible thnt the protonation etate of these groups of the enzyme 
nfter a cntalytic cycle and release of products differs from the 
one befare the nddition ofthe substratos and thnt convereion to 
thc form that binde eubstrntes, necessnry far thc beginning of 
a new catalytic cycle, or the conformationnl chnngc associnte 
with it, is a slow step ofthe renction. This proposcd mcchanism 
for amaranth betaine-aldehyde dehydrogcnasc is shown in 
Scheme l. Similnrly, the Iso mechanism proposcd by Fisher et 
al. (30) involved protonization and deprotonizntion of the two 
catalytic bases after thc relcnsc of thc product to return to the 
form of the enzyme thnt binds substrato. This possibility is 
currcntly under investigntion. 

Finally, the lock of inhibition by the acid seems to be a com
mon property of aldehyde dehydrogcnnscs (19-21, 25). Thcre 
are two possibilities for the lack ofbinding ofGB to the complex 
E·NADH: first, the relense of GB from the enzymc is irrcvers· 
ible; second, the transitory compJcx to which GB binds, the 
complcx E·NADH, muy not represent a significant fraction of 
the total enzyme in thc nbscnce of added NADH. Howcver, we 
think thot thc stendy state lcvel of enzyme-NADH avnilablc for 
combination with the acid to givc the enzyme·GB·NADH is 
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high" enough. as suggested by the binding of BA to enzyme
NADH to give a dend end complex.3 Therefore,. the first is the 
more likely explanation. The charge ofthe acid may account for 
thc incapability of GB to bind to any fonn of the enzyme. The 
fact that GB does not inhibit thc forward reaction even at high 
concentrntions may have physiological relevance, since this 
metaboHte reached very high intrachloroplastic lcvcls (up to 
300 m.\I) in response to water or salt stress (6, 26). 

Acknou1/cdgment-Wc thank Professor Paul F. Cook for helpful dis
cussion and critical rcading of the manuscript. 
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Vol. 268 (1993) 19656-19658 

Crystals of n hammerhead ribozyme. 

Heinz IV. Pley, Deborah S. Lindes, Camü/e DeLuca-F/ah
erry, and David B .• \lcKay 

Pnge 19656, Fig. 1: The m.icleotide G11;i was omitted from 
the RN A strand. A corrected figure is shown below: 
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Vol.2~8(1993)23818-23824 

Betnin-aldebyde dehydrogennse from leaves of Ama
ranthus hypochondriacus L. exhibits aniso ordered Bi 
Bi steady stnte mechanism. 

Elisa i\1. Valenzuela-Sotn ami Rosario .4.. i\.lunoz-Clares 

Page 23821: Equations 12, 13, and 14 were printed incor· 
reccly. These equations should read: 

k.., [ ¡,_.] K1.=- l+-
k.1 k.s 

(Eq.12) 

K·=c[1 +cJ (Eq.131 

(Eq.14) 

We suggen that subscribers photocopythese corrections and inst!rt the phutocopuis at :he =ippropriati? 
places where the article to be corrected originally appeared. Authors :.are u~e<l to introduce th~se 
corrections into any reprints they distribute. St!condary iabstract) serviceli .ire ur:.:ed to carry notice 
of these corrections as prominently as they carried the original abstrncts. 
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