o C3C88

| UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ﬁ

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA FAMILIA GENICA
QUE CODIFICA PARA LA BETAINA ALDEHIDO
DESHIDROGENASA (BADH) Amaranthus hypochondriacus L.

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA

JUAN PORFIRIO LEGARIA SOLANO

TESIS CON CUERNAVACA, MORELOS, MEXICO
PALLA DE ORIGEN AGOSTO DE 1998,



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dicen que no tienen canto
los rios que son profundos,
mas yo pensé en este mundo
que el que tiene mas hondura,
canta mejor por ser hondo

y hace miel de su amargura.

Si el rio es ancho y profundo,
cruza....... .quien sabe nadar.

Canto popular




Dedico esta tesis a la memoria de mi padre y a la grandeza
de mi madre



Esta tesis se realizo en el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM, en el Departamento de Biologia Molecular
de Plantas, bajo la direccion del Dr. Gabriel lturriaga
de la Fuente y con el apoyo de CONACYT vy
DGAPA/UNAM.



Para mi hijo Juan Uriel por sus muchas ensefianzas:




RECONOCIMIENTOS

Al jurado revisor de la presente tesis, integrado por los
- doctores Mario Soberén Chavez, Gabriel iturriaga de la Fuente
Gladys Cassab Lopez, Rosario Munoz-Clares, Patricia Ledn
Mejia, Jaime Padilla Acero y Georgina Gurrola Briones.

Al Dr. Gabriel lturriaga de la Fuente por haberme recibido en
su laboratorio y por el apoyo que me brindd para la
realizacion de esta tesis.

A la Dra. Georgina Ponce Romero, a quien me une una gran
amistad, por su estimulo y por el apoyo constante que me
proporcioné durante mi trabajo en el laboratorio.

Con mucho carino para Rosa lIrene y Juan Uriel, fuentes
siempre de estimulo, por darle sentido a la vida.

A la “negra” con mucho carifio y agradecimiento.

Al Dr. Abel Mufioz Orozco del Colegio de Postgraduados de
Chapingo, por su ejemplo constante y por los muchos
estimulos.

A mis hermanos y sobrinos por los muchos dias felices.

A todos mis compaferos del laboratorio de Biologia
Molecular de Plantas, por sus criticas constructivas y muchas
veces acertadas ideas.

A todos aquellos con quienes he compartido un fragmento de
vida y que de algin modo han contribuido a mi formacion
tanto académica como humana.




RESUMEN

-
'

En el presente trabajo se aislaron el gen completo ahybadh4
(Amaranthus hypochondriacus betaina aldehido deshidrogenasa), una
clona genémica parcial (ahybadh28) diferente a ahybadh4 y un ADNc
(ahybadh17) que codifican para al menos dos isoformas de la enzima
betaina aldehido deshidrogenasa (BADH; EC 1.2.1.8) de Amaranthus
hypochondriacus L. El gen ahybadh4 se extiende a lo largo de 9 kb y
contiene 15 exones con un marco de lectura abierta (ORF) de 501
aminodcidos, una regién promotora de 1.3 kb y una regién 3' no traducida
de 0.3 kb. La proteina codificada por el ADNc (AHYBADH17) mostré 10
sustituciones de aminoicidos y fue un aminodcido mas corta que
AHYBADH4. La secuencia deducida de aminodcidos de ta AHYBADH4 de
amaranto mostré un 98% de identidad a nivel de aminoacidos con
AHYBADH17, 39% de identidad con la BADH de E. cofi, y 83, 83,62, 70y
70% de identidad con las secuencias reportadas para espinaca, remolacha,
sorgo, arroz y cebada, respectivamente. Los posibles sitios activo y
péptido de trénsito para dirigir la proteina a cloroplasto estan muy
conservados entre las diferentes secuencias deducidas de la BADH de
plantas. El anélisis en gel tipo Southern y de las secuencias de clonas
aisladas sugiri6 que la BADH estd codificada al menos por tres genes en el
genoma de amaranto. Finalmente, el andlisis de la expresién de ahybadh
en hojas de amaranto mostré que el ARNm para la BADH esta presente en
hojas de plantas bajo condiciones normales y se incrementa de manera
rapida luego de exposiciéon a tratamientos con &cido abscisico (ABA) y
estrés osmdtico (PEG 17.5% (p/v), NaCl 0.5 M).
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RESUMEN

En el presente trabajo se aislaron el gen completo ahybadh4
(Amaranthus hypochondriacus betaina aldehido deshidrogenasa), una
clona genomica parcial (ahybadh28) diferente a ahybadh4 y un ADNc
(ahybadh17) que codifican para al menos dos isoformas de la enzima
betaina aldehido deshidrogenasa (BADH; EC 1.2.1.8) de Amaranthus
hypochondriacus L. El gen ahybadh4 se extiende a lo largo de 9 kb y
contiene 15 exones con un marco de lectura abierta (ORF) de 501
aminodcidos, una regién promotora de 1.3 kb y una region 3' no traducida
de 0.3 kb. La proteina codificada por el ADNc {AHYBADH17) mostré 10
sustituciones de aminoacidos y fue un aminoacido mas corta que
AHYBADH4. La secuencia deducida de aminoacidos de la AHYBADH4 de
amaranto mostré un 98%  de identidad a nivel de aminodcidos con
AHYBADH17, 39% de identidad con la BADH de E. colfi y 83, 83, 82, 70 y
70% de identidad con las secuencias reportadas para espinaca, remolacha,
sorgo, arroz y cebada, respectivamente. Los posibles sitios activo y
péptido de transito para dirigir la proteina a cloroplasto estan muy
conservados entre las diferentes secuencias deducidas de la BADH de
plantas. El analisis en gel tipo Southern y de las secuencias de clonas
aisladas sugirio que la BADH esta codificada al menos por tres genes en el
genoma de amaranto. Finalmente, el andlisis de la expresién de ahybadh
en hojas de amaranto mostré que el ARNm para la BADH esta presente en
hojas de plantas bajo condiciones normales y se incrementa de manera
rapida luego de exposicion a tratamientos con &cido abscisico (ABA) y
estrés osmotico (PEG 17.5% (p/v), NaCl 0.5 M).




SUMMARY

In the present work, a complete genomic clone containing the
ahybadh4 gene (Amaranthus hypochondriacus betaine aldehyde
dehydrogenase), one partial genomic sequence (ahybadh28) and one
complementary DNA (ahybadh17 ) which encode at least two betaine
aldehyde dehydrogenase (BADH; EC 1.2.1.8) isoforms were isolated from
the plant Amaranthus hypochondriacus L. The ahybadh4 gene spans 9
kilobases (kb), contains 15 exons with an open reading frame (ORF) of 501
amino acids (aa), a 1.3 kb promoter region and a 3' untranslated region
(UTR) of 0.3 kb. The cDNA-encoded protein (AHYBADH17) has 10 amino acid
substitutions and is one amino acid shorter than AHYBADH4. The deduced
amino acid sequence of AHYBADH4 showed a 98% identity to AHYBADH17,
39% to E.coli BADH and 83, 83, 62, 70 and 70% to reported sequences
from spinach, sugarbeet, sorghum, rice and barley, respectively. The
putative active site of BADH and transit peptide for protein targeting to
the chloroplast are conserved among the different plant BADH deduced
sequences. Southern blot and sequence analysis suggest the presence of at
least three ahybadh genes in the amaranth genome. Finally, analyses of
ahybadh  expression in amaranth leaves showed that BADH mRNA is
present in non-treated amaranth leaves and increased under short-term
exposure to abscisic acid (ABA) and osmotic stress treatments (17.5%

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



I. PRESENTACION

Durante la evolucion, los seres vivos han estado sujetos a la presién
de seleccién debida al estrés en un ambiente cambiante o durante la
colonizacidon de nuevos nichos ecoldgicos. El estrés osmético, ya sea como
producto de la escasez de agua, de la salinidad de los suelos o de bajas
temperaturas, representa uno de los estreses mas severos, limitante del
crecimiento y productividad de las plantas (Boyer, 1982). Para
contrarrestar los efectos del estrés osmdtico las plantas y otros
organismos han desarrollado varias estrategias adaptativas. A nivel
celular, el tipo de adaptacién mas comin consiste en la acumulacién de
solutos compatibles con el metabolismo, conocidos como osmolitos
(Handa et al, 1983; Le Rudulier et al., 1984; Rhodes y Hanson, 1993;
Truper y Galinski, 1990; Yancey et al., 1982). Dichos solutos incrementan
la presiéon osmotica de la célula y estabilizan la estructura de las
proteinas y consecuentemente, mantienen el contenide de agua de la célula
bajo condiciones de déficit-hl’drico (Delauney y Verma, 1993; McCue y
Hanson, 1990; Pollard vy Wyn Jones, 1979; Yancey et al., 1982; Zaccai y
Eisenberg, 1990). Los solutos compatibles mds conocidos son algunos
disacaridos como la sacarosa y la trehalosa; los polioles como el manitol,
pinitol y sorbitol; aminodcidos como la prolina; y los compuestos
cuaternarios de amonio tales como la glicina betaina (GB) (Yancey et al.,
1982; Rhodes y Hanson, 1993; Ingram y Bartels, 1996).

La GB esta presente en bacterias, cianobacterias, algas, animales y
varias familias de plantas superiores pero ausente en muchas especies
cultivadas importantes tales como el arroz y el jitomate (McCue vy
Hanson, 1990). Estudios genéticos realizados en bacterias vy
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plantas han mostrado que la presencia de GB correlaciona con la
tolerancia al estrés osmdtico (Styrvold et al, 1986; Grumet y Hanson,
1986; Saneoka et al, 1995). Por lo que aquellas plantas de importancia
agronomica que carecen de la via de sintesis del osmoiito podrian ser
susceptibles de manipulacién genética (McCue y Hanson, 1990).

En las plantas, la GB se sintetiza a partir de dos pasos enzimaticos
que involucran la oxidacion de la colina. El primer paso es catalizado por
la enzima colina monooxigenasa (CMQO) dependiente de ferredoxina, en el
que se forma el intermediario betaina aldehido; y el segundo paso consiste
en la oxidacion de la betaina aldehido a glicina betaina  por la enzima
betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), que utiliza preferentemente
como cofactor al NAD+ (Brouquisse et al, 1989; Burnet et al., 1995). En E.
coli, el primer paso es catalizado por una colina deshidrogenasa (CDH) vy
la conversion a giicina betaina es realizada tanto por la CDH como por la
BADH (Landfald y Strom, 1986; Lamark et al, 1991). La BADH de plantas es
una proteina dimérica con mondémeros de 60 kD, localizada en el estroma
del cloroplasto (Weigel et al.,, 1986; Arakawa et al., 1987). A la fecha
existen reportes del aislamiento de ios genes de la BADH de E. coli (Boyd
et al, 1991) y arroz (Nakamura et al, 1997) y los ADNc de espinaca
(Weretilnyk y Hanson, 1990), remolacha (McCue y Hanson, 1992), cebada
(Ishitani et al., 1995), sorgo (Wood et al, 1996) y el ADNc parcial de arroz
(Nakamura et al, 1997). En dichas plantas la actividad de la enzima y la
transcripcion son inducidos por estrés hidrico, salinidad o frio en paralelo
a un incremento en los niveles de glicina betaina.

Trabajos previos han mostrado que las hojas del amaranto acumulan

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




También se ha demostrado que la actividad de la BADH se incrementa
rapidamente en respuesta a dicho estrés (Valenzuela-Soto y Mufioz-
Clares, 1994).

Interesados en el estudio de las bases moleculares del ajuste
osmotico en A. hypochondriacus, y como un primer paso, se reporta en ésta
tesis el aislamiento del gen completo de la BADH y su ADNc, asi como el
andlisis de los patrones de expresion del ARNm de la BADH durante 24
horas de exposiciéon a diferentes condiciones de estrés osmdtico é ABA

exégeno.




II. INTRODUCCION

Las plantas estan expuestas generalmente a diversos estreses
incluyendo temperaturas extremas, anaerobiosis, radiacion alta y déficit
hidrico. Para contrarrestar los efectos del estrés osmético, las plantas
han desarrollado mecanismos adaptativos que pueden ser clasificados
dentro de cuatro categorias (McCue y Hanson, 1990). Tres de estas
adaptaciones _caracteres del desarrollo (por ej.ernplo tiempo de
floracion), estructurales (patrones de sistemas radiculares o presencia de
ceras en las hojas) y mecanismos fisiolégicos (eficiencia en el uso del
agua)_, involucran interacciones de genes complejas y los productos
génicos que controlan estos caracteres no han sido identificados. La
cuarta categoria invoiucra respuestas metabdlicas tales como la
alteracion del metabolismo fotosintético (Cushman et a/.,, 1990, 1992) vy
la acumulaciéon de solutos compatibles. Lo dltimo puede deberse a un
namero pequefio de productos génicos, algunos de los cuales pueden
identificarse mediante los cambios inducidos en los niveles de ARN
mensajero y proteinas en plantas sometidas al estrés osmdtico (Singh et
al., 1985; Winicov et al, 1389).

Las numerosas respuestas al déficit hidrico son controladas por un
arreglo de genes con funciones diferentes. Conforme se pierde el agua de
la célula vegetal, se inician una serie de procesos reguladores que ajustan
el metabolismo a las nuevas condiciones. La inhibicion del crecimiento y
las alteraciones en las vias de desarrollo resultan también en cambios en
la expresion de los genes. Algunos de los genes inducidos por el déficit

hidrico  codifican para productos que probablemente protegen el



funcionamiento de la celula. Los genes tipo /ea codifican para “proteinas
de embriogénesis tardia” y se presume que protegen a las estructuras de
la célula de los efectos de la pérdida de agua. Las funciones que se
predicen a partir de la secuencia de aminoacidos de las proteinas LEA
incluyen el secuestro de iones, la proteccién de otras proteinas o
membranas y la renaturalizacidn de las proteinas (Dure, 1993). Ademas
se han Iidentificado otras proteinas como los inhibidores de proteasas, las
proteinas de almacenamiento vegetativo, las ATPasas que regulan el
potencial osmético y compartimentalizacion de iones, los canales de agua
o acuaporinas (Chrispeels y Maurel, 1994; Bohnert et al.,, 1995) y muchas
otras como se muestra en la Figura 1..

La respuesta bioquimica mejor caracterizada de la célula vegetal
ante el estres osmoético es la acumulacién de solutos organicos, osmolitos
u osmoprotectores, fendmeno conocido mas cominmente como ajuste
osmotico (Aspinall y Paleg, 1981; Delauney y Verma, 1993; Rhodes vy
Hanson, 1993).

II.1. EL AJUSTE OSMOTICO

Ei mantenimiento del potencial hidrico total durante el déficit
hidrico puede adquirirse mediante el ajuste osmdtico. Una reduccién en el
potencial hidrico de la célula por debajo del potencial hidrico externo,
resulta en una reduccidn en el potencial osmdtico, lo cual permite el
movimiento del agua al interior de la célula. E|l potencial osmético dentro
de la célula se hace mas negativo por la acumulacién de osmolitos

(solutos compatibles) en el citoplasma.
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Control de {a transcrip-

cion
Factores de transcrip_ BiOSinteSfS de Osmolitos
cidn; metilacion ADN: Prolina; policles; iones;
tnn- aminas cuaternarias; .
estructura cromatina; Balance de metaboiitos

Relacion ATP/ADP;
reduccidon fotosintesis;
ransporte citosol/ or-
Hanelo

prot. alta mobilidad

contrel ciclo celular;\ azdcares; poliaminas

Estabilidad ARNm
ARN-BP; ARNasas
factores de rihoso
mas; control de la
traduccion

Captura de iones
ATPasas;

¥ canales de K+
y transportadores;

canales de calcio

DEFICIT

Recdmbio de protei-
nas
Ubiquitina; proteasa
¢ inhibidores; chape-
ronas; proteinas
LEA; modificaciones

Reparto iGnico
Tejido-especifica;
secuestro;
transporte y
almacenamiento/
excrecion

HIDRICO

Vias de senales
Sensibilidad a cam-
bios hormonaies;
aceleracion de ia
ontogénia

\ Secuestro de iones
Compartamenta-
lizacidon; membrana
plasmatica y tono-
plésto; antiporta-
dores Na+/H

Mcdificacidn de la mem-
brana

Nivel de saturacion de dci-
dos grasos; adhesién de

la pared celular

Figura 1 . Respuestas de las plantas al déficit hidrico. Los cambios
fisiolégicos, bioquimicos y moleculares ayudan a la planta a
mantener el metabolismo y restauran las condiciones que permiten
el crecimiento bajo estrés (Tomado de Bohnert et al., 1995).



Los osmolitos U osmoprotectores son descritos como sustancias no
toxicas y compatibles con el metabolismo celular que se acumulan cuando
la planta se somete a bajos potenciales de agua (Borowitzka y Brown,

1974) Tabia .

AZUCARES AMINOACIDOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS METILAMINAS
Glucosa Prolina Compuestos de aminas Betaina
Fructosa cuaternarias

Sacarosa Colina-O-sulfato

Trehalosa f-alanina-betaina

Pinitol Glicina betaina

Manitol Prolina betaina

Fructanos Hidroxiprolina-betaina

Compuestos de sulfonio
terciario

Dimetilsulfonio-propionato

Tabla |. Osmolitos compatibles que acumulan algunas especies de
plantas. Tomado de Yancey et al., 1982; Rhodes y Hanson, 1993; Bohnert et
al., 1995. '




No solo las plantas, sino también las bacterias, los hongos v los
animales han convergido én la seleccién de ciertos osmolitos que poseen
la propiedad de no alterar la estructura y funcidn de las macromoléculas
cuando se acumulan a aitas concentraciones (Yancey et al.,, 1982).

Algunos autores proponen que los solutos compatibles no
contribuyen de manera sustancial a la reduccién del potencial osmatico vy
que posiblemente su funciéh se ejerza a nivel de compatibilidad de los
solutos con la estructura y funcién de las macromoléculas (Wyn Jones et
al., 1977, Wyn Jones, 1984). La compatibilidad de los osmolitos resulta de
la ausencia de efectos perturbadores sobre las interacciones
macromolécula-solvente (Yancey et al,, 1982), ya que los solutos se
excluyen de la superficie de las proteinas y su esfera de hidratacion
inmediata, estabilizando la estructura de las proteinas (Rhodes y Hanson,
1993). Ademas, se ha propuesto que los solutos compatibles, incluyendo a
la GB, pueden aiterar las propiedades termodinamicas de las membranas,
estabilizandolas por la interaccién directa que ejercen con alguna
parte de la fosfatidilcolina de los fosfolipidos, incrementando el area de
esas moléculas, haciéndo las membranas mas fluidas y permitiendo la
formacién de una fase cristalina liquida (Rudolph et al., 1986; Rhodes y
Hanson, 1993). Se han estudiado diversos osmolitos con capacidad para
crioproteger a la enzima fosfofructocinasa (PFK). Todos los que se
exciuian de la enzima resultaron ser estabilizadores, mientras que

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




COMPUESTO GRADO DE ESTABILIZACION MODO DE INTERACCION

(% de la actividad inicial)

Glicerol 70 Exclusidn

Etilén glicol 100 Exclusidn

Glucosa 50 ‘ Exclusidn

Sacarosa 80 Exclusion

Inositol 40 Exclusidn

Glicina 50 Exclusidn

Prolina 50 Exclusion

Urea 0 Unién

Tabla [l. Solutos compatibles y perturbadores. Tomado de Crowe et al.,
1990.

Se propone que algunos osmolitos protegen mejor que otros frente a
un determinado tipo de estrés y que ello puede ser una de las razones de la
diversidad de osmolitos que existen en la naturaleza: la B-alanina-betaina
se acumula preferentemente en especies que crecen en suelos salinos, las
prolinabetainas en plantas que se desarrollan en ambientes aridos y la
colina-o-sulfato se acumula en especies vegetales que viven en suelos
ricos en sales de sulfato (Hanson et al,, 1994). El sorbitol, el manitol, el
mio-inositol y la prolina son amortiguadores efectivos de radicales libres
(Bohnert et al, 1995). Es probable que el tipo de osmolito acumulado
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dependa dei tipo de metabolismo de la especie en cuestién.
Se han caracterizado varios ADNc que responden a deficit hidrico vy

estrés osmotico que participan en la biosintesis de osmolitos compatibles

(Tabla [1).
GEN ESPECIE OSMOLITO REFERENCIA
Betaina Aldehido Espinaca Glicina betaina Weretilnik y Hanson, 1990
deshidrogenasa Remclacha Glicina betaina McCue y Hanson, 1992
Cebada Glicina betaina Ishitani et af, 1995
Sorgo Glicina betaina Wood et af,, 1996
Arroz Glicina betaina Nakamura et al., 1997
Colina monooxigenasa Espinaca Glicina betaina Ratinasabapathiet al., 1997
Remolacha Glicina betaina Russell et af., 1998
Sacarosa-fosfato sintasa  C.plantagineum Sacarosa Ingram y Bartels, 1996
d-pirrolin-carboxilato A. thaliana Prolina Yoshiba et al., 1995
sintasa
inositol-o-metil M. cristallinum  D-pinitol Vernom et al., 1993
transferasa
Colina suifotransferasa Plumbaginaceae Colina-o-suifato Rivoal et al, 1994
Tabla Ill. Genes involucrados en la sintesis de osmolitos compatibles.

.2, LA GLICINA BETAINA
Ei soluto compatible GB (N,N,N-trimetil glicina) es un compuesto
cuaternario de amonio cuya formula estructural consiste de un
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atomo de nitrogeno sustituido completamente por grupos metilo, lo que

crea una carga positiva permanente sobre el atomo de nitrégeno.

CH; .
I
CH; - N+ -CH, -COOH
!
CHj,

La glicina betaina es considerada uno de los osmoprotectores més
eficientes (Le Rudlier et al., 1984); se requieren bajas concentraciones
de menos de 1 mM, para conferir un efecto protector a las plantas de
cebada (Ishitani et al, 1993). En contraste, se han generado plantas
transgénicas de tabaco portando la enzima manitol-1 fosfato
deshidrogenasa de E. coli, pero su habilidad para contender con altas
concentraciones de NaCl requiere de la acumulaciéon de altas
concentraciones de manitol (100 mM) en el citoplasma de la célula vegetal
(Tarszynski et al., 1993).

La GB se localiza principalmente en el citoplasma, cioroplasto y
peroxisoma de las células vegetales (Robinson y Jones, 1986; Scroppel-
Meier y Kaiser, 1988; Nakamura et al., 1997). Entre las funciones que se le
han atribuido, podemos mencionar las siguientes: (a) proteccién parcial de
enzimas aisladas contra la inhibicién causada por NaCl y KCI (Wyn Jones
y Storey, 1981; Manetas et al., 1986; Rhodes y Hanson, 1993); (b)
compartimentalizacién de iones (Ahmad et al., 1988); (c) estabilizacion de
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membranas (Jolivet et al.,, 1983; Rudolph et al., 1986); (d) proteccién de
cloroplastos aislados, evitando la pérdida de la actividad fotosintética

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

I.3. BIOSINTESIS DE LA GLICINA BETAINA

En varias familias de plantas que acumulan GB, se han hecho
estudios in vivo con trazadores radioactivos (Weigel et al., 1986) y se
confirmé que la GB se sintetiza por dos pasos de la oxidacién de la colina,

via el intermediario inestable betaina aldehido:

CMO BADH

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

Las enzimas mediando ambos pasos se han estudiado en las familias

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

cereales). El primer paso es catalizado por la colina monooxigenasa (CMQ),
una enzima dependiente de ferredoxina (Brouquisse et al., 1989). La

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

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

(CH3)3 N+-CH2-CH,OH------ >(CH3)3 N+-CH,-CH(OH)2
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La CMO es una enzima soluble localizada en el estroma del cloroplasto
(Brduquisse et al, 1989). El poder reductor para la reacciéon es generado
fotosintéticamente, y la oxidacién de la colina se promueve por luz in vivo
y en cloroplastos aislados (Hanson et al., 1985; Weigel et al., 1988). El
sustrato colina es ubicuo en la naturaleza y su biosintesis esta bajo
control por retroalimentacion en las plantas (McCue y Hanson, 1990). La
CMO ha sido purificada de espinaca, es un homodimero con subunidades de
Mr semejante a 45 kD, cuya actividad tiene un pH éptimo de 8.0 y es
estimulada por Mg2+ (Brouquisse et al, 1989; Burnet et al, 1995).

El segundo paso en la sintesis de GB es catalizado por la betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH) con fuerte preferencia por NAD+ en lugar
de NADP+ (Arakawa et al.,, 1990; Weretilnyk y Hanson, 1989). En hojas de
espinaca el 90% de la actividad reside en el estroma de los cloroplastos vy

el resto aparentemente en una enzima citosdlica (Weigel et al., 1986).
(CH3)3 N+-CH2-CH(OH)g------- > (CHj); N+-CH,-C00-

La BADH de espinaca és un dimero con subunidades de Mr semejante
a 60 kD, tiene un pH éptimo de 8.5 y es sustrato especifica, mostrando
poca actividad en presencia de otros aldehidos pequefios (Arakawa et al.,
1987; Weretilnyk y Hanson, 1989). A diferencia de la BADH de espinaca,
las enzimas de amaranto y remolacha muestran alta afinidad por
sustratos como la betaina aldehido y los aldehidos con carga positiva
como el dimetilsulfoniopropionaldehido, el aminopropionaldehido y el
aminobutiraldehido (Vojtechova et al, 1997; Trossat et al., 1997).
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En E. coli, la via de biosintesis de GB es similar a la de plantas,
salvo que el primer paso se realiza por una colina deshidrogenasa {CDH)
unida a membrana que es capaz de catalizar no sdlo la oxidacién de colina
a betaina aldehido sino también el segundo paso a GB (Landfald y Strom,
1986; Lamark et al, 1991).

I.4. BIOLOGIA MOLECULAR DE LA SINTESIS DE GLICINA BETAINA

Existen reportes del aislamiento de los genes de la BADH de E. cofi y
de arroz (Boyd et al.,, 1991; Nakamura et a/., 1997), asi como los ADNc de
espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1990), remolacha (McCue y Hanson, 1992),
cebada (Ishitani et al, 1995) sorgo (Wood et al, 1996) y una secuencia
parcial de arroz (Nakamura et al., 1997).

Las bacterias tales como E. coli no producen colina pero pueden
tomarla efectivamente del ambiente (Styrvold et al., 1986). La CDH tiene
un Mr de 62 kD y es codificada por el gen betA ; y la BADH tiene un Mr de
53 kD y esta codificada por el gen betB (Lamark et al, 1991).

En espinaca, la BADH estd codificada por un sélo gen nuclear
(Weretilnyk y Hanson,1990), mientras que en cebada y sorgo parece ser
codificada por una familia pequefia de genes (Ishitani et al, 1995: Wood et
al., 1996). La secuencia deducida de aminodcidos (aa) de la BADH de
espinaca muestra un 37% de identidad con la BADH de E. coli (Boyd et al.,
1991) y 83,70 y 67% con las BADHs de remolacha (McCue y Hanson,
1992), cebada (Ishitani et al.,, 1995) y sorgo (Wood et al, 1996),
respectivamente. El ADNc de la BADH de espinaca codifica para una
proteina de 497 residuos aa y tiene una Mr de 60 kD; el ADNc¢ de la
remolacha codifica para un polipéptido de 500 aa con una Mr de 61 kD; el

14



ADNc de cebada codifica para 505 aa que resultan en una Mr de 63 kD; y
el ADNc de sorgo contiene un ORF de 494 aa con una Mr de 53.6 kD.

En la secuencia deducida de aminoécidos de las BADHSs reportadas se
detectd una regidon de diez aminodcidos Val-Thr-Leu-Glu-Leu-Gly-Gly-
Lys-Ser-Pro altamente conservada entre las aldehido deshidrogenasas, asi
como también una cisteina localizada a 34 residuos del
decapéptido, posiblemente involucrados en la unién al cofactor NAD+ y en
catalisis, que han sido bien caracterizados en varias deshidrogenasas
(Weretilnyk y Hanson, 1990). Por lo anterior, se postula que estos
residuos pueden formar parte del sitio activo de la proteina.

Si bien las clonas aisladas de espinaca y remolacha
presumiblemente codifican para enzimas cloroplasticas, ellas carecen de
un péptido de transito tipico. La comparacion de las secuencias deducidas
y determinadas indica que sus péptidos de transito contienen a lo mas
ocho residuos o que el péptido de transito puede estar ausente
(Rathinasabapathi et al, 1994), lo cual contrasta con los 30-50 residuos
que comunmente presentan los péptidos de transito de las proteinas
dirigidas a cloropiasto (Keegstra et al, 1989; Berry-Lowe y Schmidt,
1991).

Rathinasabapathi et al. (1997) clonaron y secuenciaron el ADNc
codificando para la colina monooxigenasa (CMQ) de espinaca. Tiene una
longitud de 1622 pb y codifica para un ORF de 440 aa que incluye un
péptido de transito a cloroplasto de 60 residuos. La CMO presenta
grandes regiones con similitud a proteinas Fe-S tipo Rieske, en particular
con las oxigenasas de bacterias. Los niveles de expresién de la CMO en
hojas de espinaca se incrementan en respuesta a estrés salino. Los
investigadores concluyen que la CMQO de espinaca es una nueva clase
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de oxigenasas de plantas, inducible por estrés ya que en contraste con
ofras oxigenasas de plantas la CMO de espinaca no comparte elementos
con la enzima P450, no se encuentra unida a membrana, no es sensible a
CO, su espectro optico no es el de una proteina hemo y no exfsten en los
bancos secuencias que presenten homologia significativa con la secuencia

de la CMO de espinaca.

1.5. PATRON DE EXPRESION DE LOS GENES BADH

En las diversas plantas donde se ha caracterizado el gen o el ADNc
de la BADH se ha observado una expresion basal del transcrito, que se
induce bajo condiciones de estrés osmdtico. Por ejemplo, los niveles de
ARNm vy de actividad enzimatica de la BADH se incrementan
aproximadamente dos wveces en hojas de plantas de espinaca
sometidas a estrés por 200 mM de NaCl, mientras que en hojas y raices de
plantas de remolacha sometidas al mismo estrés aumentan 3 y 4 veces
respectivamente (McCue y Hanson, 1992; Weretiinyk y Hanson, 1990). En
cebada se reportd un incremento en los niveles de GB y actividad de la
BADH en hojas y raices en respuesta a salinidad (Arakawa et al, 1992).
Los niveles de ARNm de la BADH en cebada se elevan 8 veces por efecto de
estrés salino (300 mM de NaCl durante 48 horas) y el gen se regula a nivel
transcripcional por estrés hidrico (PEG al 20% (p/v) durante 48 horas) vy
ABA (100 uM durante 96 horas)(Ishitani et al., 1995). Ademas, se reportd
que la BADH en sorgo se regula a nivel transcripcional por efecto del
estres hidrico, observdndose un incremento de 2 a 3 veces en los niveles
de ARNm luego de someter a las plantas a 23 dias de sequia (Wood et al.,
1996). Por otro lado, Nakamura et al. (1997) reportan que el gen BADH de
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arroz se expresa de manera constitutiva a bajos niveies, pero puede ser
inducido durante el estrés,éalino, si bien a nivelhes inferiores a aqueilos
alcanzados en cebada (Ishitani et al., 1995).

Finalmente, estudios previos han demostrado que en hojas de
amaranto la GB se acumula bajo estrés hidrico (PEG al 8% (p/v) durante 10
horas) (Gamboa et al, 1991). Heéientemente se ha encontrado en
esta planta que la actividad de la BADH se incrementa en respuesta al
deficit de agua (PEG al 17% (p/v) durante 4 horas)(Valenzuela-Soto y
Mufioz-Clares, 1994).

La BADH de amaranto presenta una masa molecular nativa de 125 kD
con subunidades de 63 kD determinadas ambas en geles de poliacrilamida
nativo y desnaturalizante, respectivamente. El pH éptimo de la enzima es
de 8.0 (Valenzuela Soto y Mufoz-Clares, 1994). Por otro lado Valenzuela-
Soto (1997), comparé enzimas BADH de plantas silvestres y cultivadas de
amaranto, detectando que ambas enzimas poseen una masa molecular
nativa de 125 kDa. La enzima de las plantas silvestres presentd 2
subunidades diferentes de masa molecular igual a 63 y 70 kD, mientras
que las cultivadas mostraron 2 subunidades de 63 kD. Durante el
electroenfoque la enzima de las plantas silvestres migré como 3 bandas
con un pl de 4.93, 4.85 y 4.78, mientras que la proteina de las plantas
cultivadas tuvo solo 2 bandas. También la enzima de las plantas silvestres
mostré una mayor resistencia a altas temperaturas. Se concluye que
dichas diferencias pueden estar relacionadas con la regulacion de la
actividad enzimatica y/o mayor capacidad de adaptacién a un ambiente

mas agresivo (Valenzuela-Soto, 1997).
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11.6. EL AMARANTO

Ei amaranto se cultiva en México desde el afio 4000 A.C
aproximadamente, segun constan restos de semillas encontrados en una
zona arqueoldgica en Tehuacan, Puebla. Fue un cuitivo importante para la
nutricion de los pueblos Azteca, Maya e Inca. Se utilizé para la
preparacion de ofrendas que se comian durante las ceremonias religiosas,
por lo que su cultivo se prohibié durante el coloniaje espafiol (Trinidad et
al., 1986). _

El amaranto es una planta con metabolismo del tipo C4 y acumula
glicina betaina en las hojas maduras en respuesta al déficit hidrico
(Gamboa et al, 1991). La planta es muy resistente a la sequia, dado que a
potenciales hidricos de -1 MPa o a un contenido relativo de agua (CRA) de
60%, es capaz de producir semilla. También muestra una recuperacion
rapida (15 minutos aproximadamente) luego de eliminado el estrés
(Valenzuela-Soto, 1994). Cuando el déficit de agua es elevado (un CRA de
menos del 50%), la planta deja de sintetizar GB y acumula prolina (Gamboa
et al., 1991). Su importancia agrondmica se debe a que tanto la semilla
como la hoja contienen una gran concentracién de proteina de alta calidad,
superior a la de la soya y pescado, debido a su alto contenido de lisina
(Downtown, 1973) y en aminodcidos con azufre (Valadés-Rodriguez et al.,
1993). Algunas de las caracteristicas mencionadas le confieren al
amaranto un gran potencial como germoplasma para el mejoramiento
de cultivares de interés agricola que sean sensibles al déficit de agua.

Muchas de las plantas de interés econdmico normalmente son
sensibles a la sequia o al estrés osmético dado que no han desarrollado
mecanismos de defensa. La transferencia de la maquinaria enzimatica
involucrada en la sintesis del osmolito glicina betaina es una posibilidad
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que permitiria la obtencién de plantas de interés agricola de aito
rendimiento y tolerantes al déficit de agua, lo que podria contribuir a
aminorar en parte el grave problema alimentario que padecen paises como

el nuestro.
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lll. OBJETIVOS

El presente trabajo donstituye parte de un proyecto ambicioso que
eNn sus origenes se propuso la caracterizacién a nivel bioquimico vy
molecular de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa de hojas de
amaranto y llegar a entender el papel que esta enzima juega en la
tolerancia al estrés hidrico y osmdtico. Se pretende contribuir al
esclarecimiento del mecanismo molecular que confiere al amaranto
tolerancia al estrés hidrico y osmético y en el futuro utilizar dicho
conocimiento para transplantar a especies de importancia econdmica
como el maiz y el frijol entre otros, genes que potencialmente confieran
tolerancia a la sequia, tales como el que codifica para la betaina aldehido

deshidrogenasa.

OBJETIVO GENERAL:
1. Estudiar la estructura y regulacién de la expresion dei
gen de la betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) de Amaranthus

hypochondriacus L.

OBJETIVOS PARTICULARES:

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

2. Determinar el sitio de inicio de la transcripcidn.

3. Obtener el ADN complementario de la BADH.

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

5. Determinar el patrén de expresion del gen en hojas de
amaranto tratadas con ABA, déficit de agua y salinidad.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. MATERIAL VEGETAL

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de
Amaranthus hypochondriacus L. cv. Azteca donadas por el Instituto
Nacional de Investigaciones [Forestales y Agropecuarias (INIFAP) vy
propagadas bajo condiciones de invernadero en Cuernavaca, México. Las
semillas se germinaron y crecieron en macetas conteniendo el sustrato
vermiculita e irrigadas con solucién MS (Murashige y Skoog, 1962), bajo
condiciones controladas (temperatura de 24 oC y 16 horas de luz, con un
promedio de 50% de humedad relativa) en camaras de crecimiento e
irrigadas diariamente. Se cortaron hojas maduras de plantas de seis
semanas de edad y se sometieron a tratamientos con ABA 100 uM, NacCl
05 M, PEG 175 % ( PEG 17.5% (p/v) es equivalente a un potencial
hidrico de -1.0 MPa; Money, 1989 ) ¥ con agua como control, durante 0, 1,
2, 8 y 24 horas.

IV.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO RELATIVO DE AGUA

Para cada uno de los tratamientos se determiné el contenido
relativo de agua (CRA, RWC) que define la cantidad de agua que los tejidos
tienen almacenada, en relacidn con la méaxima cantidad que pueden
aimacenar. Se cuantifica como 100% x (Peso fresco) - (Peso seco) / {(Peso
turgido) - (Peso seco). Con un sacabocados se cortaron discos de hojas de
los diferentes tratamientos 'y se pesaron para obtener el peso fresco,
después se colocaron en cajas de Petri con agua destilada y se dejaron
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saturar dentro de una camara durante 4 horas. Luego se sacaron de la caja
de Petri y se elimind el exceso’ de agua en la superficie utilizando papel
secante y se pesd nuevamente para obtener el peso tlrgido. Finaimente,
los discos se secaron en una estufa a 70 oC durante 24 horas y se

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

IV.3. CEPAS

El banco gendmico de amaranto fue plateado en E. coli
KW251(mcrA-mchB-EcoKR-EcoBM+) y la cepa XL1-Blue MRF'A(mcrCB)183
A(mcrCB-hsdSMR-mr)173 endA1 sup44 thi-1 recA1 gyrA96 relAf
lac(F'proAB laclaZAM15, Tn10, Tetr))(Sambrook et al, 1989) se utilizé

para transformar subclonaciones y construcciones.

IV.4. MATERIAL DE LABORATORIO

Se utilizaron reactivos grado analitico de la casa comercial Baker o
Sigma (Phillipsburg, NJ y St. Louis MO, EEUU). Las enzimas de restriccion y
de modificacion fueron de Boehringer-Mannheim (Mannheim, Alemania). El
kit de Sequenase Version 2.0 que se utilizd para determinar la secuencia
de nucledtidos fue de United States Biochemical Corporation (Cleveland,
Ohio, EEUU). La M-MLV transcriptasa reversa que se empled fue la
SuperScript 1| de GIBCO BRL (Gaithersburg, MD, EEUU). El bacteridfago
auxiliar VCS-M13 utilizado para obtener ADN de cadena sencilla fue de
STRATAGENE (La Joila, CA, EEUU). Los vectores pBluescript KS (+/-) y
pGEMS3zf(+) fueron de STRATAGENE y PROMEGA (La Jolla, CA y Madison WI,
EEUU), respectivamente.
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IV.5. MANIPULACION DEL ADN

Las técnicas de ADN recombinante tales como la transformacién de
bacterias, aislamiento de ADN de plasmidos, bacteriéfago lambda,
digestion del ADN con enzimas de restriccidon o tratamiento del ADN con
enzimas de modificacion se.llevaron a cabo de acuerdo a procedimientos

estandar (Sambrook et al., 1989).

IV.6. SECUENCIACION DEL ADN Y ANALISIS INFORMATICO DE
DATOS

Las deleciones consecutivas (Henikoff, 1984) de los insertos de las
clonas seleccionadas fueron creadas con las enzimas Exonucleasa ill y
Nucleasa S1. Se purifico ADN de cadena doble (Seto, 1990) y ADN de
cadena sencilla utilizando el bacteriéfago auxiliar VCS-M13, para luego
determinar su secuencia de nucleédtidos por el método de terminacion de
cadena con dideoxinucledtidos (Sanger et al, 1977) utilizando el kit de
Sequenase Versién 2.0 (Amersham Life Sciences, Buckinghamshire,
Inglaterra). Las clonas de ADNc obtenidas por RT-PCR se mandaron
secuenciar al Sequencing Laboratory, Queen’s University, Kingston,
Canada, donde se utilizd el método de terminacion con dideoxinuciedtidos
marcados por fluorescencia empleando un secuenciador automatico. Los
alineamientos de la secuencia de ADN vy las secuencias de proteinas se
analizaron usando el programa de computo Gene Works version 2.4

(Inteiligenetics, EEUU).
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IV.7. HIBRIDACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Para rastrear el banco gendmico de amaranto ( construido por la
Dra. June Simpson, CINVESTAV, Irapuato ) se transfirieron las
placas  del bacteriéfago lambda GEM-11 a una membrana de nylon N+
(Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra) que se tratd
siguiendo el método convencional para desnaturalizar ADN (Sambrook
et al., 1989). El filtro se hibridd con el ADNc de espinaca (Weretilnyk y
Hanson, 1990), marcado por "random priming" con el isdtopo 32P (Feinberg
y Vogelstein, 1983). Las condiciones de hibridacién fueron 2X SSC (1X
SSC= NaCl 150 mM y citrato de sodio 15 mM) a 65 oC. El filtro se lavé 3
veces, durante 20 minutos cada lavado, a 2X SSC y 50 oC. Los Southern y
Northern se realizaron de acuerdo a protocolos estandar (Sambrook et af.,
1989), con las siguientes modificaciones. Para el Southern gendmico, el
ADN fue fraccionado sobre un gel de agarosa al 0.8% (p/v) en buffer TBE
(1X TBE= Tris-borato 0.090 M y EDTA 0.002 M) y transferido a una
membrana de nylon Hybond N+. El filtro se hibridé usando como sonda el
ADNc de amaranto marcado por "random priming” con el isétopo 32P
(Feinberg y Vogelstein, 1983), usando 5X SSPE (1X SSPE= NaCl 16.8 mM,
NaH>PO4 10 mM y EDTA 1 mM) a 650C. El filtro se lavé 3 veces, durante 15
minutos cada lavado, dos a 1X SSPE y una a 0.5X SSPE a la misma
temperatura.

Para ei gel tipo Northern se utilizé un gel de agarosa al 1.2% (p/v) en
un buffer de MOPS-formaldehido y se transfirid a una membrana de nylon
Hybond N+. Las condiciones de hibridacion fueron 5X SSPE a 65 oC
utilizando la misma sonda que para el Southern gendmico. Al filtro se le
dieron tres lavados sucesivos, de 15 minutos cada uno, con 1X SSPE, 1X
SSPE y 0.1X SSPE, respectivamente, a 65 oC.
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La abundancia del transcrito y la proteina en los autorradiogramas
se determind con un densitometro laser. Las muestras control (no
tratadas) se  consideraron como el 100% y a . las muestras
tratadas se les asignd valores relativos luego de comparar con los valores
de las muestras control. Ademds, los filtros fueron rehibridados con un
fragmento del ARN ribosomal 28S de Phaseolus vulgaris (proporcionado
por el Dr. Jose M. Colmenero, Instituto de Biotecnologia, UNAM) y se
estandarizaron 10s niveles felativos de los transcritos con respecto a la

hibridacién con la ditima sonda.

IV.8. EXTENSION DE PRIMERO
Un oligonucledtido P1 (5-CGCGAAGGTACACGGATCGCC) que aparea su

extremo 3' al segundo coddn de la secuencia codificadora del gen
ahybadh4, fue marcado con la T4 polinucledtido cinasa, de acuerdo al
protocolo de Sambrook et al. (1989). El oligonucledtido P1 marcado con
una actividad especifica de 5x 105 d.p.m. pg-1 se hibridé durante toda la
noche contra 10 pg de ARN total a 30 oC en una solucién de Pipes 40 mM
pH 6.7, EDTA 1 mM, NaCl 0.4 M y 80% (p/v) de formamida. Posteriormente
de la hibridacidn se adicioné a la reaccion dNTPs 1 mM, buffer de primera
cadena 1X M-MLV RT( Tris-HCl 50 mM, pH 8.3; KCI 75 mM; MgCl, 15 mM),
50 unidades de RNAsina, y 400 unidades de M-MLV transcriptasa reversa y
se incubd a 42 oC durante 90 minutos. Enseguida se traté la muestra con
RNAsa A, se extrajo con fenoi-cloroformo y se precipité con etanol en
presencia de acetato de amonio 2M. Los productos de la extensidon se
analizaron en un gel de poliacrilamida al 6 % (p/v) y urea 8 M, utilizando

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

Se extrajo ARN totai de hojas de amaranto tratadas con PEG al 20%
(p/v) durante 12 horas, de acuerdo a un método conocido (Schuler y
Zielinski, 1989).

La primera cadena se sintetizé usando M-MLV SuperScript 1i ARNasa
H- transcriptasa reversa de acuerdo a instrucciones del fabricante (GIBCO
BRL, Gaithersburg, EEUU). En un tubo Eppendorf se anadieron 5 ug de ARN
total y 2 pmol del oligonucledtido RV (5'-
CGCGGATCCTCAAGGAGACTTGTACCATCCCC), en un volumen final de 12 ul
de agua. Se incubé a 70 oC durante 10 minutos e inmediatamente después
se colocd en hielo. Posteriormente se adicionaron 4 ul de buffer de
primera cadena 5X (Tris-HCI 250 mM, pH 8.3; KCI 375 mM; MgCl, 15 mM), 2
ul de DTT 0.1 M y 1 ul de dNTPs 10 mM. El contenido se mezcld
suavemente y se incubé a 42 oC durante 2 minutos. Se anadieron 200
unidades de SuperScript Il, se mezcld pipeteando suavemente y se incubd a
42 oC durante 50 minutos. La reaccién se inactivd por calentamiento a 70
oC. Finalmente, para eliminar el ARN complementario al ADNc, se
afnadieron 2 unidades de ARNasa H de E. coli y se incubé a 37 oC durante
20 minutos.

Para la segunda cadena se utilizaron oligonucieétidos especificos
conteniendo sitios BamHI, correspondiendo al extremo N- terminal (FW)
(6-GCGGGATCCGGCGATCCGTGTACCTTCGC) y al extremo C- terminal (RV)
(5'-CGCGGATCCTCAAGGAGACTTGTACCATCCCC) de la secuencia
codificadora de la clona gendmica. Se amplificé el fragmento de ADNc por
PCR, usando un ciclo a 94 oC durante 5 minutos, 40 ciclos a 94 oC, 1

minuto; 55 oC, 2 minutos; y 72 oC, 3 minutos. Finaimente, 1 ciclo a 72 oC
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durante 5. minutos. Se digiric el producto de PCR con la enzima

BamH! y se fracciond en un gel de agarosa al 1% para purificar la banda de

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

traduccional con RB-galactosidasa.
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V. RESULTADOS

V.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA CLONA
GENOMICA AHYBADH4 DE AMARANTO QUE CODIFICA PARA LA BADH

Para aislar el gen de la BADH de amaranto, se procedié a hacer un
rastreo del banco gendmico de amaranto utilizando como sonda el ADNc de
la BADH de espinaca proporcionada por el Dr. A. Hanson (Weretylnik y
Hanson, 1990). Se rastrearon 300,000 recombinantes y de los seis
aislamientos originales se obtuvieron placas puras. Las seis clonas se
caracterizaron por digestion con diferentes enzimas de restriccion y por
Southern. Una clona, que se denomind lambda ahybadh4 mostré un inserto
de aproximadamente 15 kb conteniendo una regién de ADN que hibridaba
con la sonda. Las Figuras 2 y 3 muestran el patrén de restriccion y el
Southern de la clona gendmica ahybadh4 luego de digerir con distintas
enzimas de restriccion e hibridar con el ADNc de la BADH de espinaca. La
digestion de la clona ahybadh4 con las enzimas de restriccion Saci/Sall
hibridé con [a sonda en 3 fragmentos bien definidos (Figura 2, carril 5),
‘que se pudieron reordenar en un mapa de restriccion (Figura 4) de acuerdo
también al patrén de digestion obtenido con varias enzimas de restriccidn.
Se purificaron las bandas de 1.5, 2.2 y 4.3 kb y se procedié a clonarlas en
ambas orientaciones en el vector pBluescript KS-. para luego mapearlas
de nuevo y detectar los fragmentos que portaban regién codificadora por
hibridacién con la sonda de ADNc de espinaca (Figuras 5 y 6).

Una vez subclonados los fragmentos de 1.5,22 y 4.3 kb que
hibridaban con la sonda, se procedid a realizar deleciones consecutivas
(Figura 7) para luego obtener la secuencia de nucledtidos (Figura 13).

Dado que los tres fragmentos subclonados no portaban la secuencia

28




A B

M12345678910M1 2 3 4 56788910

I

-

Figura 2 . Patrén de restriccion de la clona gendmica ahybadh4.
Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B} de la clona
gendémica ahybadh4 de Amaranthus hypochondriacus L. EI ADN se digirié
con diferentes enzimas de restriccion: 1, control positive ADN BADH de
espinaca; 2, digestion con la enzima de restriccion Hind lll; 3, Kpn |; 4, Sac
I/Kpn I; 5, Sac I/Sal |; 6, Sac I/ Xba I; 7, Sac I/Pst |; 8, Sal I/ Pst |; 9, Sal
I/Xba I; 10, Xba I/Pst .
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Figura 3 . Patréon de restriccion de la clona gendmica ahybadh4.
Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B) de la clona
genomica ahybadh4 de Amaranthus hypochondriacus L. El ADN se digirid
con diferentes enzimas de restriccion: 1, control positivo ADN BADH de
espinaca; 2, Sac |; 3, Sac If Hind 1lI; 4, Sal I; 5, Sal I/ Hind Ill; 6, Xho |; 7, Xho
I/Hind li; 8, Xba I; 9, Xba I/Hind IlI; 10, Pst I; 11, Pst I/Hind 111
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Figura 4. Fragmentos de la clona gendmica ahybadh4 que hibridaron con
la sonda de ADNc de la BADH de espinaca. La sonda hibridd con tres
fragmentos (de izquierda a derecha) de 4.3 kb Sacl/Sail, de 1.5 kb
Sall/Sacl y de 2.2 kb Saci/Sacl.
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Figura 5. Patrén de restriccion de la subclona de 1.5 kb de
ahybadh4. Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B).
El ADN se digirid con las enzimas: 1, control positivo ADNc BADH de
espinaca; 2, Xhol; 3, Sacl/EcoRl; 4, Sacl/BamH!; 5, Sacl/Hindlli; 8,
Sacl/Xbal; 7, Sall/Xbal; 8, Sall/Pstl; 9, Kpnl.
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Figura 6. Patron de restriccién de las subclonas de 4.3 y 2.2 kb de
ahybadh4. Electroforesis en gel de agarosa (A) y Southern blot (B). El
ADN se digiri6 con las enzimas: 1, control positivo ADNc BADH de
espinaca; 2, Xhol; 3, Sacl/EcoRl; 4, Sacli/BamHl; 5, Saci/Hindlll; 86,
Sacl/Xbal; 7, Sall/Xbal; 8, Sall/Pstl; 9, Kpni; 10, fragmento de 2.2 kb
digerido con Sacl/Xbal.
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Figura 7. Deleciones consecutivas de la clona gendmica ahybadh4. Se
muestran las deleciones .que se realizaron a los fragmentos de 1.5 kb
Sacl/Sall y 4.3 kb Sall/Sacl con las enzimas Exonucleasa lli/Nucleasa $1,

asi como el fragmento Sacl/Hindlll de 0.4 kb ubicado en el extremo 3' de
la clona.
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codificadora completa, faltando lo que corresponde a la regidén 5' del gen
incluyendo el extremo N-terminal y regién promotora, se procedié a
mapear el resto de la clona gendmica por PCR (Figura 8). Con este fin se
sintetizaron tres oligonucledtidos, uno denominado M28 conteniendo la
secuencia conservada 5'-GCGGATCCTGAGAGTGGAGAGAACCCAT cercana al
sitio de inicio de la traduccion de la BADH de espinaca, con un sitio de
restriccion BamHI (Weretilnyk y Hanson, 1990), y otros dos D75 (5'-
GTCCCATGCTGCTTCA) y D117 (5'-GTGCTTCATCTCCTTA) portando una
region de [a secuencia del intron mayor de ahybadh4 cercano al extremo
5'. Utilizando. ADN de la clona gendmica ahybadh4 como templado se
procedié a hacer reacciones de PCR, obteniéndose dos fragmentos
esperados de tamafios 2.5 y 3.5 kb (Figura 9A). Se digirieron con las
enzimas Saci/BamHI, obteniéndose un fragmento de 0.7 kb (Figura 98 vy
9C), portando la regién codificadora restante, el cual se subcloné en el
- vector pGEM3zf(+) y se determind su secuencia de nucledtidos (Figura 13).

Finalmente, para obtener la regiéon del promotor se realizé un
Southern con ADN de la clona ahybadh4 digerido con diferentes enzimas
de restricciéon y utilizando como sonda al fragmento de 0.7 kb arriba
mencionado, se logré aislar un fragmento de 1.7 kb con sitios de
restriccion Xbal/Xbal en los extremos (Figuras 10 y 11). Posteriormente
se subclond en el vector pGEM3zf(+) y se obtuvo la secuencia de
nucledtidos (Figura 13). De esta manera, se completd la secuencia total
del gen ahybadh4.

La Figura 12 muestra el mapa de restriccion compieto del
gen ahybadh4 de 8998 pb de longitud y la secuencia completa de
nucledtidos se presenta en la Figura 13. Esta ultima reveld una estructura
de 15 exones con un marco de lectura abierta de 501 aminoacidos,
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Figura 8. Mapeo del extremo N-terminal de Ia clona
genomica ahybadh4. Se muestran los oligonucledtidos
utilizados y su ubicacién a lo largo de la cadena de ADN. Las
barras negras indican los exones 3 al 15 (de izquierda a
derecha).
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Figura 9 . Deteccidn de la region 5' del gen ahybadh4. A. Productos
de la reaccion de PCR utilizando el oligonucledtido D75 (1) y el
oligonucledtido D117 (2) alineando al extremo 3' del segundo intron
de la clona genomica y el oligonucledtido M28 apareando al extremo
5, portando la secuencia deducida de la BADH de espinaca. B.
Productos de la reaccion de PCR digeridos con las enzimas de
restriccion Sacl/ BamHI, (1) fragmento de 0.7 kb puro, (2)
fragmento de 3.5 kb y (3) fragmento de 2.5 kb. C. Ubicacién del
fragmento de 0.7, 2.5 y 3.5 kb en la clona ahybadh4. '
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Figura 10 . Mapeo del extremo 5°de ia clona gendmica ahybadh4.
Electroforésis en gel de agarosa (A} y Southern blot (B) utilizando el
fragmento de 0.7 kb como sonda para obtener la regién promotora contenida
en el fragmento de 1.7 kb con sitios de restriccion Xbal/Xbal. El ADN se
digirio con las enzimas de restriccion siguientes : 1, Hindlll/Sact; 2, Smal/Sac!;
3, Hincll/Sacl; 4, EcoRV/Sacl; 5, Clal/Sacl; 86, Xbal/Xbal: 7, Xhol/Sacl.
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Figura 11. Localizacidén del fragmento de 1.7 kb de la ciona
genomica ahybadh4 portando la region del promotor.
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Figura 12. Mapa de restriccidn de ia clona genémica ahybadh4

de Amaranthus hypochondriacus L. La |fnea horizontal
representa la secuencia de nucledtidos de 8998 pb. Los sitios de

restriccién son: X, Xbal; H, Hindlil; S, Sall; P, Pstl: y Sc, Sacl. La

flecha representa el sitio de inicio de la transcripcion y los

blogues representan los exones.
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* * * * x *

TCTAGAAGTTGGAGCTGTTTGGGTTAATTGCTCACAGCCTTGC TTTACTCAAGOCTCCATG
Xbal

GGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGGACGTGAACTTGGGGAATGGTGAGTCCATATTTT
TCCCGTCTACAATAACCATTATATCAGCCCCTTGCATCACAACACTTAACTCTTCATCCT

TCTTGATGTTAACTGTGGAATAATCCTGCAGGGGTATCGAGAATTACTTGAATATAAAGC
PstI

AGGTGACTCGGATACTCTACTGATGAACCGTGGGATGGTACAAGTCTCCTTGAAGCTTTC
HindIIX

GATGAAATTCGCAGACGCCATCATCATGAAGTGGACAATGGTGTAGTTTACAGTTTGAAT
GTATTGTTAAATAAAGCATTGATGATGATGTATCACTCCATAGAATGGAGAAAAGTTTGA
ATCAGGAATAATATGTTTACATATTTGAACAAATTCTGTGTTTATTTTCATTCTAAGATT
GAGCAAGCAGGATACATTTGTAACTTTAAACTGGGTATTACTATTTACTATAGGCTAATA
GCTATTTATCTTATTATTATTATTATAATAGTATACTCATGGTTAAAATACAACTTTTAA
TAAATTAAAAGCAGCCAACTTAAATTAATCAAAATAGCAACTTGAAGAGGAATAAAACAC
CAATTTAAACAAGGTAAAATTTCAACTTGAACAGGTTATAATACCAAGGTTAAAACATTA
ACGGTCCGTTTGGTAGGTAGGTAATAAACGGTGGTAATCAGAATGAAAAACTAGTGTAAT
TTTTGAAAAAAAATTTTTTAGCTAACTTGATGGTCATACTTATCCAACTCCAATCATCTC
ATTTTCTTCATAAAATTCATT TTAATGCATTATCATTGAGAGAGGTGATATTAGGTGGTA
AAGAAAATTTGTAAACAAAAATAACAAGCGTAACTTTAATTTGGTAACAACTTAATAGGT
TAAAACACCACTCCAAATATGTTAAAATACCAACTTCAAATACCAATTTCGACAAGTTAA
ACTTTAATATGTTATATACCAACTTTTGATAGT TTTTCAAACATGTTAAAATACCAACTC
CAAATAGATCAACATTTCAACTTTAATAGGTTAAAATACCTACTCAAATAAGTTAAAATA
CCATTTTTATAGATTAAAATATCAACCCCAAATAGGTTAATACAGGGAATAAQ;Q;QFGT
TAGTTAATTTTATTTTGCTAATTACATATTAGTCTTTTTAAATAGGTGTGTCTC TTAATA

AAGACGGTCTCTCACAACAATTTACGTTAAATGATACTTGTGTCCTGTGCAATATAAATT

+1
TARATTTAATTTGTATTGTGACGCACGGCCCTACCGAAGATACTCATCGGACTTGCCTAAC

AAAAAGACGATCAGTATTTATCGATTCACATTATTCACATCTTGTCTTGAAAATGAAATA
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TTAGTCATCTTGCTATAATATCAACGCTTTTACTTCTTATACTTCCAACTTCAACTGATT

M A I RV P S R Q L F I D G E
TTTTCTCACCAAAAATGCGCGATCCGTGTACCTTCGCGCCAGCTATTCATTGATGGAGAAT
W

w R E P I K K N R I P I I N P S T E EBE I
GGAGGGAACCCATCAAGAAAAATCGCATCCCTATCATCAATCCTTCTACTGAGGAGATCA

I
TTgtgttgtttactttococeoctttatatgttttatccaacttecttcacatgaatagcaaa

accgacaaagatccaaaacattgaacttctctttcatatagtattttgagtgttcttaty

aagttatttctagattagattatgataacagaaatgctattactgaaaggattettttte
Xbal

ctgggttctggatttatggatgatgatgatgtgctttaatggtaattggaattggaatta
ttttttttcagatttaagattgtttattttttttttaactactgggaatctgtcaaatct
gattttctatgtggggtttgaatttgaatggtgatgatatgattttegtgattgaaacta
aagttaaaggatctataaatttttctataggttecagttctgegactctagtttataggga
Ctaagacttttacattgttgttgatccatctattggtgattaaagttogecattcatcatc

G D I P A A T A E DV E L A V A
arctgggttctaaGGTGATATTCCGGCTGCTACTGCTGAAGATGTGGAGCTTGCAGTCGC

A A KR R & L XK R N K G E D W A § A S G A
TGCAGCTAGAAGAGCGCTTAAGAGGAACAAAGGAGAAGATTCEGCGTCTCCATCTGGAGC
PstI Sacl

H R A K Y L R & I A A K
TCATCGTGCTAAGTACCTTCGGCCCATTGCTGCTAAAgEatgtattttagggtottatt:

gattttatggtattgtgtagactcttgatccatttatgttcttgatatctacggtgacca
atagtttgatgttggtcactctgttttgtttaattggaatggaggagtgatagtgataat
aatataaatagaattattgaattagctaaaaatgaaagctgtacattgacatcgaaagat
gtacaacttcttagtgtaggtgataatccgtectatctgtgatgaacccaggecaagtacag
acaataatgaagaaaaatagagagtagcaagagagaaggggggcagaattttcagaagaa
aagagaagaaggtacagcagagaagaagaaaagataggggagagtacagaatttagaggg

agatagtatttagatattctcattcataccaatcattatttacatcatactatttctage

tacaagtactcacaacttgctggccaaattgattggttacaaaaagatgetttttctaga
Xbal
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tatactcactaacagaaggcacctatattattgttgttagtaacttattectttttecacg
cctgtgatacaccttccatccttttgcttgctcagtggtatgacacatcccattacaaag
ctagcattitcctataagtgaggtgaagectticattgaagggagggacaatttttatgg
gacgtttgtttattggtattagatagtgttaatgagatgtaaaaaaatatgtcatactgt
tcccatgtattgecatecccagatttticctataagtttctacttgttcgtcaacagtetgtt
tcaaaacgaagacatacccttttagtaagttttttctectttatatcgtacccacacccaa
tcacccatttttctttattttcaaattcttgctcagatttatgttggttgtttggattga
ggagtcttgttattcgtatctggttcatgtaactittcagttaaactcaaggctagetia
atcttttgctcgttaccagtcatattcaattgggctgaaatttccaagtacctcattgag
tattaagctaattgaaattgcttgccaaacaaaacaattgttctaacaacaatggctgag
cacttatttccaagtacctcaaaagttaggatcggctaaaacaaagcacttattccattg
ctgaactgtcattagggtgataataaggttgaattttaggctcacaaccttattatotgt
gcccatattttcectitectcaagagagttgtgtcagetattagtgacagttttttactatt
tatttcaaatgagtctcaaggattctctcttgaaaaacattttcactttgaatttacgaa
gtttctatctttatggtaaacatggatgtatgagtagacgagtagtatacacttccattt
gggtattttctttttcttgaatatcatttaggtatgtgttgattgctttcttgtgagcac
atttggcattttgagtgagcatgaagattatctaatgggaggatttaatcatctagcaat
aaaactgagacctaatgataataatgtcgagtacttttaaagtaggtaaagatgectaca
tatgctggaagcctggaatttcgtatacatctccgcaaattgattaactctagtcatgtt
gaatttatcatttgtacaccattgttttagagttgtaagagatatagataaagaacattt
gtaatgttttagtagtcttctgaaagttggecttagattgtactettgetiggttttgtt
gcgtaagattttgtggaatatttatctttgatatgtttgettcectaaggagatgaagea
ctaaatttattaagcatttggatgtattgaatctgttgatatcatccctgattcatcaag
tatgtcactaccatattctaattcaaatgtgttctccaagggggtattgggagttcagta
Ctcagtatgacctatatctcatttacatactcaagecattagatattgatactotcagggt
cacctggatgcaactttttgagacttcaagagtcattgtacttattttatggattataca

ttgatcctttggaaggaatcaagtgtttaagactcactataatgagtatcaattgaccgt
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gcacaaagagtgtttcatttcgattctcacacttcccacatececttttecctgtectecetgt
ccccatgtaacaattaagtgtggeggttgctagtectttctoceccaatcctcacagagact
caéctttctggactagaagatctccatttaaatttatgtaaatgggatacaattgtcata
aacaagattactcagtacataggtttaggtgtggacticacgeccatagtgaaaaatctca
agcttggtcgttgcggtaagggtcacagttgegtattgggtecgttaaaccactttcacaa
ccaagttggtgatttigcagttgtggcctatatcatggtctettttaccataageetttg
atatataatattgccacaatgctctgatgttatggtgtgaaataaggtttcagtcatggt
tgtggtaatggtcgcagaaatgacttttgtggttgéctcggcctatattttagtcatggt
aagatcaaaaaccattacaacacttttgatacggtgcgatgctttgctctatgcgtgatc
cggatgatattttgacattttgcttgtgetecatgectgactetectaattttgettgtag

I T E X KDY F A KL E A M DCG K P L
ATAACAGAGAAAAAAGATTATTTTGCAAAACTTGAAGCCATGGATTGTGGGARACCACTG

D E A A R D I
GATGAAGCAGCTAGGGACATTgtaagtttatgttgtagtatcgttatatatcttctaaat

D D v A G C F E
actgetoctticcocgagtattaactaggetbttccaaGATGATGTTGC TGGATGTTTTGAA

¥y ¥ A D Q A E A L D A K @ K A P I A L P
TATTATGCCGATCAAGCAGAAGCCCTTGATGCTAAACAAAAGGCTCCAATTGCCCTTCCT

M D T F K C H VWV L K @ P I G VvV V G L I §
ATGGACACTTTCAAATGCCATGTGCTTAAACAACCCATTGGTGTTGTTGGGTTGATTTCT

P W
CCTTGGgtagtatggacccccagegctctttectccaataagaaactggtgaaattgaaa

caaatatgacaattcatctcatttcttgegttcatcaaatctgaaggggatcgatattaat
cagataaaacaacttgtctaatgaatgggggaagtgcaagtgegcaacaggatacctcac
aatcaattttattcgttgactgattatttttttgoggaacatgtatttttgatgaacaca
caagagaaggaatggacaataacatataagetttttttgecgatttcatgettgecaagttg
caactcttcactgaaggatcacttaatttgaaaataaagattitgecgtcttttttcagtt

ttttcgtcctttttttatatattttttocttgtgocaaatgtgoatttagettettgttat

N Y P
gagcttgggaaatgtgatgtittatgtttcttgtcatcttttteat tgaagAATTATCCG
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L L. M A T W K V A P A L A 2 G C & A VvV L
CTTCTAATGGCAACATGCAAAGTTGCTCCAGCTCTTGC TGC TGGTTGC TCAGCTGTACTT

K P § E L A § V
AAGCCGTCTGAACTGGCATCCGTAgtagetttattctgaaactatcactgtecgaactte

T C
actcaaagcgatactgatatttctgttcettcgaaaacttcgacttttgacttcagACTTG

L EL A E V C R EV GL P P G V L N I L
CCTAGAATTGGCTCAAGTGTGCAGAGAAGTGGGACTGCCTCCTGCCGTATTAAATATTTT

T & L G P E A G G P L A CH P D V D K
AACAGGATTAGGTCCTGAAGCTGGTGGGCCETTAGCTTGCCATCCTGATGTTGACRAGOLE

tacattttgagtgcatttatgtaaaatgaatctgtagatgtgaacttttectttectgtt

v a F T G 5§ T A T G 8
cattttaatcacttatctacttgatagGTTGCATTTACTGEGAGTACAGCTACTGGTAGC

X v M 5§ § A A Q L V K
AAGGTTATGTCATCCGCTGCTCAATTGGTCAAGthtgtcacaaatgtactccatgaaag
HindIII

P
ctttgatataacttaatgttgagttccttctatgaaattttitaacatgaactaocagCCTG
PstI

v T L EL G GG K S P I VI F E DV D L D
TTACATTAGAACTTGGAGGGAAAAGTCCTATTGTTATC TTTGAAGATGTTGACTTGGATA

K
AAgttagtttctataagagcagacacatcagttatttgtctcgtgtagatctatcaacac

: A A E W T A F
dtgttctaatacgttaaaaactttttcaaattgaacagGCTGCTGAATGGACTGCTTTTG

G ¢ F W TN G Q I C S A T S$ R L L V H
GCTGTTTTTGGACAAATGGTCAAATTTGCAGTGCAACATCGAGATTACTTGTGCATgtaa

gcaatcaatcattaccatggaatattgoctgattttcgatgtgttgaatttogttgtgtt

E S I A A E
gtctcctatattitaaaaatatcgtcttcgaaatcatttcagGAAAGCATCGCAGCTGAAT

F L D R L V KW C K NI K I S D P F E E
TTTTGGATAGGCTTGTAAAATGGTGCAAAAACATAAAGATCTCTGACCCGTTTGAGGAAG

G C R L G P VvV V 5 K 5 ©
CCTGICGACTTGGTCCTGTTGTGAGTAAGAGTCAGEtatgecatacttgttacttctgrtt

Sall
Y

ttttagatctaactattccgagectgaagggtatcttatatttattttgtggggttcagTA
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E K v L K F I 8 T A K S E G AT I L C G
TGAAAAAGTTTTGAAGTTCATTTCAACAGCAAAGAGTGAGGGTGCAACTATTTTGTG TGS

G S R P E
AGGTTCCCGTCCCGAGgtaaactaatggacatattttaatcgatccategttgtggttta

H L K K G Y ¥ Vv E
tgtaatcttactgttttattggaatcgtgcagCATTTGAAGAAAGCGTATTATCTTGAAC

P T I I 5 DV s T 8§ M Q I W R EE V F G
CAACAATTATAAGTGATGTCTCCACTTCCATGCAAATATGGAGGGAAGAAGTTTTCGGCC

P v L C Q K T F G S E D E A I E L A N D
CAGTCTTATGTCAAAAAACCTTTGGTTCTGAAGATGAAGCCATTGAACTGGCTAATGATA

T
CCgtaaagctatttcaaatagtagaactgtccaaaaatacttttcagaccatgectttat

tataccgtgticccagattttgetttattfctagaatcttattctgaccgatcactttgt
Xbal

Q Y 6 L G AAVTILSZ XKTDTLTUDTE RTCE R
t t cagCAGTATGGTTTAGGGGCTGCTGTG TTATCGAAAGATC TTGATCGATGTGAGAGAA

I T K
TAACAAAGgtgagaattgttgagtagaggcgttcattectggtcatagggttgatttcaac

CLttcaagtcaggtgtttcagggtcggtcaaatcgggttttttgtcaaattggttttaca
taattgcaaaatcatttttaaagtgacaattgggtcgggttataatgtttgggttaatat
tgggtcgtcgggtttgttttaaatacctectactgttigaggttogtctgtgetttgaaagt
tttcagaaaatgccaagaccacattttatcgtaaattgtattttgetgetattatcagge
attgcaagctggaattgtgtgggttaactgﬁtcacaaccatgcttttgccaagctccatg
gggaggcacgaagcgtagctetttggacgtgaactcgggaatggtgagacccattttettt

ttgcaatttttctgtcaacttcttcactcccaagatageccagatatatgtaagecttgtet
HindIII

tttcgttatgtgcacttagtttcat;tgaagggacaggtcacagaaagtattatgataat
atccctttttaaagtatccaacgaaaaacatatctggacaaaatattttocctggatgact
tttactcctteoctgatttcttcactcecttaattcaatttgcataactgtatagtttgeca
acataatgacaaatttttatgtacaaatttgtttgaacgttctgattcttgegaactget

gttttatcttcttgatgtggaactatgatgecttaattgttctacagggttatcgagaatt
PstI

acttgaatatcaaacaagtgactgatatatttccgatgaaccatgggtttggtacaagtc
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Lccttcaaagttgtgagtcaaagttgaggaacttctcaaatcaccatcataaagececgtaa 8220

aagatgagagctccaccgeggtggegtcgcagegtgeattacgaaactcagattcgaact 8280
SacI
tgtatccgeattcaaagtcatatcgatitttectttgraaattttatccatteccgtente 8340
AL EV G AV WV NC S Q@ P C F T
CLtgatcagGCTCTAGAAGTTGGAGC TG T TTGCG T TAATTGCTCACAGCCTTGCTTTACT 8400
Xbal DE
Q A P W G G T K R S G F G R EULGUE W
CAAGCTCCATGGGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGGACGTGAACTTGGGGAATGGg;a 8460
gtccatatttccgtctacaataacattatatacgcccttgcatcacaacacttaactctt 8520
G I E N ¥ 'L N I
catccttcecttgatgttaactgtggaataatcgbgocagGETATCGAGAATTACTTGAATAT 8580
PstI

K Q v ™ R D T S T DE P W G W Y K S8 p *
AAAGCAGGTGACTCGGGATACTTCTACTGATGAACCGTGQGQATGQTACAAGTCTCCTIg 8640
RV

éAGQTTTCGATGAAATTCGCAAGACGCCATCATCATGAAGTGGACAATGGTGTAGTTTAC 8700
HindIIT

AGTTTGAATGTATTGTTAAATAAAGCATTGATGATGATGTATCACTCCATAGAATGGAGA 8760

AAAGTTTGAATCAGGAATAATATGTTTACATATTTGAACAAATTCTGTGTTTATTTTCAT 8820

TCTAAGATTGAGCAAGCAGGATACTTTGTAACTTTAAACTGGGTATTACTATTTACTATA 8880

GTATAGTATTTATCTTATTATTAT TATTATAATAGTATACCATGGTTAAAATACAACTTT 8940

AATAAAATTAAAACACCAACTTAAATTAATCAAAATACGCAATGAAGAGATAACACCA 8998

Figura 13. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos del gen ahybadh4
codificando para la enzima Betaina Aldehido Deshidrogenasa (AHYBADH4) de
Amaranthus hypochondriacus L. El sitio de inicio de la transcripcién se
indica como +1. Los codones de inicio y término de la traduccion, las cajas
TATA y CAAT vy las sefiales de poliadenilacion se presentan doblemente
subrayadas. Los sitios de remocién de intrones, el decapéptido, los
oligonucledtidos forward (FW), differential expression (DE) y reverse (RV)
utilizados para los ensayos de RT-PCR, estan subrayados. Las letras
minusculas indican intrones.
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codificando para una proteina (AHYBADH4) de peso molecular tedrico de
54.4 kD y punto isoeléctrico predicho de 5.2. El codén de inicio de la
traduccion tiene el contexto consenso encontrado en .otros genes de
plantas (Lutke et al., 1987).

Los exones presentan una longitud que varia de 60 a 153 pb. La
secuencia codificadora se interrumpe por 14 intrones de longitud variable,
de 75 a 2723 pb, comprendiendo todos ellos 5624 nucledtidos de la
secuencia del gen ahybadh4. Todos los intrones del gen ahybaah4 presentan
el dinucledtido GT en el sitio de ruptura en el extremo aceptor 5'y AG en
el extremo donador 3'. Esto es consistente con el consenso de sitios de
procesamiento de intrones de los genes de plantas transcritos por la ARN
polimerasa Il (Brown, 1986). La posicién de los 14 intrones en el gen
ahybadh4 se confirmé luego de comparar con la secuencia de nucledtidos
del ADNc ahybadh17 . La regién no traducida (UTR) 3' es de 360 nucledtidos
de longitud y contiene dos posibles secuencias de poliadenilacién,
AATAAA, localizadas a 76 y 297 nucledtidos hacia el extremo 3' del codén

de terminacién (TGA).

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

La secuencia deducida de aminoacidos de la AHYBADH4 de Amaranthus
hypochondriacus L. mostré un 98% de identidad con AHYBADH17, 39% de
identidad con la BADH de E. cofi (Boyd et al., 1991) y 83, 83, 70, 62 y 70%
de identidad con secuencias reportadas para espinaca (Weretyinik y
Hanson, 1990), remolacha (McCue y Hanson, 1992), arroz (Nakamura et al.,
1997), sorgo (Wood et al., 1996) vy cebada (Ishitani et al., 1995),
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respectivamente (Figura 14, Tabla V). Por tanto, la secuencia de aa de la
BADH de A. hypochondriacus- estd mas relacionada a BADHs de la familia
Chenopodeac.eae que a la Poaceae o BADH de procariotes, como se muestra
en el dendograma (Figura 15) y que estd de acuerdo con las relaciones
fllogenéticas. Ademas, al comparar las secuencias gendmicas entre
amaranto y arroz se observd que la posicidn de los intrones esta
conservada en ambas especies, aunque su tamafio y secuencia es diferente
(Figura 16).

El decapéptido VTLELGGKSP y los residuos circundantes (Figura 17),
presente en AHYBADH4 y AHYBADH17, esta altamente conservado entre las
aldehido deshidrogenasas, entre BADHs y se considera parte fundamental
del sitio activo de la enzima y sitios de unién al cofactor NAD+
(Weretilnyk y Hanson, 1990; Boyd et al, 1991; McCue y Hanson,1992; Wood
et al., 1996). Su presencia en AHYBADH4 y AHYBADH17 sugiere que se
trata de enzimas funcionales.

La BADH de espinaca se localiza en el estroma dei cloroplasto y es
codificada por un gen nuclear, por lo que se presume que se dirige por
medio de un peptido de transito localizado en el extremo N-terminal que
se procesa de manera postraduccional (Weretilnyk y Hanson, 1990). Este
peptido de transito de 8 aminodcidos es inusualmente corto y muy
conservado entre BADHs de plantas dicotiledéneas (Tabla V). La proteinas
deducidas AHYBADH4 y AHYBADH17 tienen también esta secuencia, lo que
sugiere una localizacién intracelular similar a la BADH de espinaca.

Recientemente, se reporté que la enzima BADH de arroz (OSBADH) se
localiza en los peroxisomaé, dirigida probablemente por la secuencia SKL
localizada en el extremo carboxi-terminal de la proteina (Nakamura et al.,
1897). El tripéptido esta presente en todas las proteinas BADH de plantas
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Figura 14. Alineamiento entre secuencias de aminodcidos de BADHs de plantas y microorganismos. ECOBETB, £
coff;, BADH1E, sorgo; BLYBAD, cebada; AHYBADH17 y AHYBADH4, amaranto; SPIBADH, espinaca; BVBADH,
remolacha y OSBADH, arroz. Los aminoacidos idénticos para todas las secuencias se encuentran enmarcados. Los
asteriscos indican el decapéptido conservado entre proteinas BADH.
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AHYBADH17 SPIBADH BVBADH ECOBETB OSBADH BADH15 BLYBAD

AHYBADH4 98 83 83 39 70 62 70
AHYBADH17 83 83 39 71 43 70
SPIBADH 0 37 71 63 70
BVBADH 37 69 61 69
ECOBETB 37 33 36
OSBADH 77 82
BADH15 ' 71

Tabla V. Comparacion de secuencias deducidas de proteinas BADH de
amaranto AHYBADH4 y AHYBADH17 con secuencias de espinaca SPIBADH, E.
coli ECOBETB, betabel BVBADH, arroz OSBADH, sorgo BADH15 y cebada
BLYBAD. La identidad de las secuencias se muestra como porcentaje luego de
realizar un alineamiento de secuencias utilizando el programa de computo
Gene Works version 2.4 (Intelligenetics, Mountain View, CA, USA).
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BLYBAD

OSBADH

BADH15

SPIBADH

BVBADH
[AHYBADH‘!T
AHYBADH4

ECOBETB

Figura 15 . Dendograma de relaciones entre proteinas BADH. La
comparacion se realizé en base a los alineamientos de secuencias de

aminoacidos obtenidos utilizando el programa de computo Gene
Works version 2.4 (intelligenetics, Mountain View, CA, USA). Las
secuencias de aminoacidos que se incluyeron en la comparacion son la

de cebada (BLYBAD), arroz (OSBADH), sorgo (BADH15), espinaca
(SPIBADH), betabel (BVBADH), amaranto (AHYBADH4 y AHYBADH17)
y E. coli(ECOBETB).
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ahybadh4
ATG TGA

1 Kb

osbadh
ATG TGA

Figura 16 . Comparacién de la estructura de los genes que
codifican para la enzima Betaina Aldehido Deshidrogenasa
( BADH ) de amaranto ( ahybadh4 ) y arroz (osbadh).
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* * »

AHYBADH4 215 TGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGSTATGSKVMSSAAQLVKP 256
AHYBADH1Y7 215 TGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGSTATGSKVMSSAAQLVKP 256

SPIBADH 212 TGLGPDAGAPLVSHPDVDKIAFTGSSATGSKVMTSAAQLVKP 253

BVBADH 215 TGLGPDAGAPLVAHPDVDKVAFTGSSATGSKVMASAAQLVKP 256

OSBADH 217 TGLGTEAGAPLASHPHVDKIAFTGSTETGKRIMITASQMVKP 258

BADH1S 208 TGLGLKLVLHYPHIPCGIRLLLLGSTETGKRIMTSAAQMVKP 249

BLYBAD 216 TGLGPDAGAPIASHPHVDKIAFTGSTATGKTIMTAAAQMVKP 257
* *

AHYBADH4 257 VTLELGGKSPIVIFEDV-DLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSATS 298
AHYBADH17 257 VTLELGGKSPIVIFEDV-DLDKAAEWTAFGCFWINGQICSATS 298

SPIBADH 254 VTLELGGKSPIVVFEDV-DIDKVVEWTIFGCFWINGQICSATS 295
BVEADH 257 VILELGGKSPVIMFEDI-DIETAVEWTLFGVFWINGQICSATS 298
OSBADH 259 VSLELGGKSPLIVFDDV-DIDKAVEWAMFGCFANAGQVCSATS 300
BADH15 250 VSLELGGKSPLIVFDDIRDIDKAVEWTMFGILPNAGQVCSAAS 292
BLYBAD 258 VSLFELGGKSPLVTFDDV-DIDKAVEWPMLGCFFNGGQVCSATS 300

Figura 17. Posible sitio activo de la enzima BADH de plantas. Los
asteriscos indican residuos aminoacidos posiblemente involucrados en
la union al NADH. E! decapéptido subrayado se considera el sitio activo
de la enzima, encontrdndose muy conservado entre BADHs de plantas
(AHYBADH4 y AHYBADH17, amaranto; SPIBADH, espinaca; BVBADH,
betabel; OSBADH, arroz; BADH15, sorgo; BLYBAD, cebada) y con ALDHs de
otros organismos.
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Amaranthus MATRVPSRQLFIDGEW Legaria ef al,
éste trabgjo

Beta MSMPIPSRQLFIDGEW Mc Cue vy
Hanson, 1992

Spinacia MAFPIPARQLFIDGFEW Weretiinyk v
Hanson, 1990

Sorghum MAAADVPRPSFIGGDW Wood ef al,
1996

Hordeum MAAPPATIPRRGLFIGGGW Ishitani et &,
1995

Oriza MAAPSAIPRRGLFIGGGW Nakamura
ef al, 1997

Tabla V. Comparacién de posibles péptidos de transito para dirigir
proteinas BADH a cloroplasto. Las secuencias deducidas de aminodacidos
del extremo N-terminal son comparadas en base al sitioc de
procesamiento (RQ) y secuencia N-terminai de la proteina madura
(subrayado) de la BADH de espinaca (Weretiinyk y Hanson, 1990).



monocotiledoneas pero estd ausente en las proteinas BADH de plantas
dicotileddneas (Tabla VI). La informacidn existente sugiere una clara
diferencia en la localizacién intracelular de las enzimas BADH entre

plantas dicotiledoneas y monocotileddneas (Figura 18).

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

Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion del gen
ahybadh4 se realizd un analisis por extension de primero. En la Figura 19
se identificé una banda que correspondid a una adenina ubicada a 158
nucledtidos del codén de inicio de la traduccién y a 38 nucledtidos hacia
el extremo 3' de la caja TATA. En el lider de ahybadh4 se localizd un ATG
fuera de marco a -82 nucledtidos del ATG putativo.

La secuencia 5' correspondiente a la region promotora fue de 1356
pb de longitud (Figura 13 y 20). Las cajas CAAT y GC se encontraron en la
region proximal a -76 y -160 nucledtidos, respectivamente del inicio de
la transcripcién.

Ademas, se realizd una investigacidn para detectar secuencias -
consenso reconocidas por activadores de la transcripcidn (Figura 20). Es
relevante la presencia de 11 secuencias semejantes a elementos de
respuesta MybRE con el consenso 5-(T/C)AACT-3' que es reconocido por
proteinas Myb de plantas (Urao et al.,, 1993) y tiene un papel en la
activacion de promotores en respuesta a la deshidratacion y ABA (Abe et
al., 1997); 2 elementos de acoplamiento CE1 conteniendo la secuencia
centrai CACC que ha sido caracterizada como de respuesta a
ABA (Shen and Ho, 1995); y un elemento con la secuencia central ACGT
caracteristica de cajas-G y ABRE (elementos de respuesta a ABA)
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Género Secuencia Referencia
Amaranthus GWYKSP Legaria et al,
éste trabgjo
Beta GWYKSP Mc Cue vy
Hanson, 1992
Spinacia GWYKSP Weretiinyk vy
Hanson, 1990
Sorghum GWYQPPSKL Wood ef dl,
1996
Hordeum GWYQRPSRL Ishitani ef o,
1995
Oriza GWYRPPSKL Nakamura
etal, 1997

Tabla VI. Comparacion de secuencias C-terminal de proteinas BADH de
diferentes géneros. Se resalta el tripéptido SKL, una sefial que dirige
preproteinas a peroxisomas presente en plantas monocotiledéneas pero

ausente en dicotileddneas.
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ADN BADH
ARN Pol 1l

Precursor ARNm
Ruptura
Poliadeniiacion

ARNmM maduro

Ribosomas solubles 80S

; CITOPLASMA 4,
Precursor proteina Precursor proteina
BADH dicotileddneas BADH monocotileddneas
(-L? ' l "
!
4 N\
MNari®Proteina madura Proteina madura

“ Péptido de transito

CLOROPLASTO MONOCOTILEDONEAS
DICOTILEDONEAS

Figura 18. Ruta de sintesis y transporte de la proteina BADH en plantas
dicotiledéneas y monocotiledoneas.
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Figura 19 . Mapeo del sitio del inicio de la transcripcion mediante extension de
primero. Las lineas G, A, T y C corresponden a los nucledtidos de la reaccién de
secuencia determinada por el método de terminacion de cadena con dideoxinucledtidos
con el primero P1 (Seccidn 1V.7), usando un gel de poliacrilamida 6%- urea 8M. La linea
| es el ensayo de extension de primero. La secuencia de nucledtidos alrededor del sitio
de inicio de la transcripcién (indicado por un asterisco) y la caja TATA se muestran a la

izquierda.
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* * * * * *

TCTAGAAGTTGGAGCTCTTTCGCTTAATTGCTCACAGCCTTGC TTTACTCAAGCTCCATG 60
GGGAGGCACCAAGCGTAGTGET T TTGGACGTGAACTTGEGCAATGGTGAGTCCATATTTT 120
CEl ACGT
TCCCGTCTACAATAACCATTATATCAGCCCCTTGCATCACAACACTTAACTCTTCATCCT 180
TCTTGATGTTAACTGTGGAATAATCCTGCAGGGGTATCGAGAATTACTTGAATATAALGC 240
AGGTGACTCGGATACTCTACTGATGAACCGTGGGATGGTACAAGTCTCCTTGAAGCTTTC 300
GATGAAATTCGCAGACGCCATCATCATGAAGTGGACAATGGTGTAGTTTACAGTTTGAAT 3640
GTATTGTTAAATAAAGCATTGATGATGATGTATCACTCCATACGAATGGAGAAARAGTTTGA 429
ATCAGGAATAATATGTTTACATATTTGAACAAATTCTGTGTTTATTTTCATTCTAAGATT 480
GAGCAAGCAGGATACATTTGTAACTTTAAACTGGGTATTACTATTTACTATAGGCTAATA 540
MybRE
GCTATTTATCTTATTATTATTATTATAATAGTATACTCATGGTTAAAATACAACTTTTAA 600
MybRE
TAAATTAAAAGCAGCCAACTTAAATTAATCAAMATAGCAACTTGAAGAGGAATAAAACAC 660
MybRE MybRE CEl
CAATTTAAACAAGGTAAAATTTCAACTTGAACAGGTTATAATACCAAGGTTAAAACATTA 720
MybRE
ACGGTCCGTTTGGTAGGTAGGTAATAAACGGTGGTAATGAGAATGAAAAACTAGTGTAAT 780
TTTTGAAAAAAAATTTTTTAGCTAACTEGATGGTCATACTTATCCAACTCCAATCATCTC 840
MybRE MybRE
ATTTTCTTCATAAAATTCATTTTAATGCATTATCATTGAGAGAGGTGATATTAGGTGGTA 900
AAGAAAATTTGTAAACAAARATAACAAGCGTAACTTTAATTTGGTAACAACTTAATAGGT 960
MybRE
TAAAACACCACTCCAAATATGTTAAMATACCAACTTCAAATACCAATTTCGACAAGTTAR 1020
MybRE
ACTTTAATATGTTATATACCAACTTTTGATAGTTTTTCAAACATGTTAAAATACCAACTC 1080
MybRE MybRE

CAARTAGATCAACATTTCAACTTTAATAGGTTAAAATACCTACTCAAATAAGTTAAAATA 1140

CCATTTTTATAGATTAAAATATCAACCCCAAATAGGTTAATACAGGGAATAAGCGCGTGT 1200
GC box

TAGTTAATTTTATTTTGCTAATTACATATTAGTCTTTTTAAATAGGTGTGTCTCTTAATA 1260

AAGACGGTCTCTCACAACAATTTACGTTARATGATACTTGTGTCGTGTGCAATATAAATT 1320
CAAT box TATA box
. +1
TAATTTAATTTGTATTGTGACGCACGGLCLCTACCGAAGATACTCATCGGACTTGCCTAAC 1380

AARAAAGACCATCAGTATTTATCGATTCACATTATTCACATCTTGTCTTGAAAATGAAATA 1440

TTAGTCATCTTGCTATAATATCAACGCTTTTACTTCTTATACTTCCAACTTCAACTGATT 1500
TTTTCTCACCAAARATG 1517
M

Figura 20. Cajas consenso de la regidn promotora del gen ahybadh4. Se
muestra el coddén de inicio de la traduccion (ATG), el sitio de inicio de Ia

transcripcion (+1), las cajas TATA, CAAT y GC vy los elementos CE1, ACGT y MybRE.
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reconocidas por factores de transcripcion bZIP, también involucrados en
la induccion de génes por ABA y estrées osmotico (Nakagawa et al, 1996)
(Figura 20). '

V.4. OBTENCION DEL ADNc¢ AHYBADH17 POR RT-PCR

El ADNc ahybadh17 se sintetizé por RT-PCR (Figura 21A) utilizando
oligonucledtidos especificos para los extremos amino- y carboxi-terminal
a partir de la secuencia gendmica, con sitios de restriccion BamHI en los
extremos para clonar en pBKS(+) (Figura 21B) en fase con la B3-
galactosidasa. Se secuenciaron 5 clonas obtenidas de 3 reacciones de PCR
independientes y todas fueron idénticas. El producto codificado de
una de las clonas, denominada ahybadhi17, resulté 98% idéntico a
AHYBADH4 al nivel de aminoacidos. La isoforma AHYBADH17 consiste de
500 aa ( 1 aa mas corta que AHYBADH4) y contiene 10 sustituciones con

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

V.5. OBTENCION DE LA CLONA GENOMICA PARCIAL AHYBADH28
Durante los experimentos de RT-PCR y secuenciacion de las clonas,
realizados para obtener el ADNc de la BADH de amaranto se detecto coﬁo
un producto la clona gendmica parcial (ahybadh28 ) portando la secuencia
correspondiente a un fragmento del extremo 3' del gen (Figura 25). El
anélisis resuitante de una comparacién de las secuencias de ahybadh4 y
ahybadh28 reveld diferencias en el penultimo intrén (Figura 26), aun
cuando la secuencia codificadora del penultimo exdn resulté ser igual para
los dos genes. Los resultados (Figuras 26 y 27) sugieren que ahybadh4 vy
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-4-3.0

-t 1.5

Figura 21 . Sintesis y subclonacién del ADNc ahybadh17 por RT- PCR.
A .Utilizando ARN total purificado de hojas de plantas de amaranto tratadas
durante 12 horas con PEG 17.5% se realizaron las reacciones de RT-PCR
como se indica en la seccidn de Materiales y Métodos, obteniendose un
producto de 1.5 Kb correspondiente a una isoforma de la BADH de
Amaranthus hypochondriacus. B. Subclonacion del producto en pBluescript
KS + y digerido con la enzima de restriccién BamHl.
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M A I R V P 5 R Q L F I D G E W R E P I K
ATGGCGATCCGTGTACCTTCGLGCCAGCTATTCATTGATGCAGAATGGAGGGAACCCATCAAGA

K N R I P I I N P 8§58 TUEETI I G V I P & A T
AAMAATCGCATCCCTATCATCAATCCTTCTACTGACGAGATCATTGGTGTTATTCCGGCTGCTAC

A E b VvV E L A VvV A A A R R A L K R N K G E
TGCTGAAGATGTGGAGCTTGCAGTCGCTGCAGCTAGAAGAGCGC TTAAGAGGAACAAAGGAGAA

D W a 5 A 5 G A HR aA XK Y L R A I & A K I
GATTGCCGCGTCTGCATCTGGAGCTCATCCGTGCTAAGTACCTTCGGGCCATTGCTGC TAAAATAA

T £ K K DYy P A XK L E A M DC G K P L D E A
CAGAGAAAAAACGATTATTITGCAAAACTTGAAGCCATGGATTGTGGGAAACCACTGGATGAAGC

A W DI DD Vv A &G C F E Y Y A D Q A E A L
AGCATGGGACATTGATGATGTTGCTGGATGTTTTGAATATTATGCCGATCAAGCAGAAGCCCTT

D A K Q K A P I A L P MDTVF K CH V L K
GATGCTAAACAAAAGGCTCCAATTGCCCTTCCTATGGACACTTTCAAATGCCATGTGCTTAAAC

Q p I GV V G L I §8 P W N Y P L L M &2 T W K
AACCCATTGGTGTTGTTGGGTTGATTTCTCCTTGGAATTATCCGC TTC TAATGGCAACATGGAA

v A P A L A A G C S AV L K P 8§ E L A 5 V
AGTTGCTCCAGCTCTTGCTGCTGGTTGCTCAGCTGTACTTAAGCCGTCTGAACTGGCATCCGTA

T™ T ¢ L E L A E V CREV L P P GG V.L N I
ACTTGCCTAGAATTGGCTGAACTGTGCAGAGAAGTGGGACTGCCTCCTGGCGTATTAAATATTT

L T ¢ &+« ¢ P £E A G G P L A C H P D V D K V A
TAACAGGATTAGGTCCTGAAGCTGGTGGGCCGTTAGCTTGCCATCCTGATGTTGACAAGGTTGL

Fr T G § T A T &G S KV M S S A A Q L VvV K P
ATTTACTGGGAGTACAGCTACTGGTAGCAAGGTTATGTCATCCGCTGCTCAATTGGTCAAGCCT

v T L BE L GG G K 8 P I VvV I F E D V D L D K
GTTACATTAGAACTTGGAGGGAAAAGTCCTATTGTTATCTTTGAAGATGTTGACTTGGATAAAG

A A E W T A F G C F WTNGIO®Q I C S A T S R
CTGCTGAATGGACTGCTTITGGCTGTTTTTGGACAAATGGTCAAATTTGCAGTGCAACATCGAG

L L. v HE S I aA A E FF L D RUL V KW C K N
ATTACTTGTGCATGAAAGCATCGCAGCTGAATTTTTGGATAGGC TTGTAAAATGGTGCAAAAAC

I K T §$ D P F E E G CURUL G P V V S K S5 Q
ATAAAGATCTCTGACCCGTTTGAGGAAGGCTGTCGACTTGGTCCTGTTGTGAGTAAGAGTCAGT
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¥y E K v . K Fr I 8§ T A K S E G A T I L C G G
ATGAAAAAGTTTTGAAGTTCATTTCAACAGCAAAGAGTCGAGGGTGCAACTATTTTGTGTGGAGG

S R P EH L K K GY Y V E P T I I S D V 8§
TTCCCGTCCCGAGCATTTGAAGAAAGGGTATTATGTTGAACCAACAATTATAAGTGATGTCTCC

T s M Q I W R E E V F G P V L C V K T F G
ACTTCCATGCAAATATGGAGGGAAGAAGTTTTCGGCCCAGTCTTATGTGTCAAAACCTTTGGTT

S E D E A I EL A NDIT Q Y 6L G A A VvV L 8
CTGAAGATGAAGCCATTGAACTGCCTAATGATACTCAGTATGGTTTAGGGGCTGCTGTGTTATC

K DL DRCZ EWRTITTI KA ATLOQW ATGTI V W V N
GAAAGATCTTGATCGETGTGAGAGAATAACAAAGGCATTGCAAGCTGGAATTCTGTOCGTTAAC

c 58 Q P C F C Q A P WG S T KR S G F G R
TGCTCACAACCATGCTTTTGCCAAGCTCCATGGGGAGGCACGAAGCGTAGCGGTTTTGGACGTG

E L G E W G I EDNUY L NTIEKQV TE Y I S D

AACTCGGGGAATGGGGETATCGAGAAT TACTTGAATATCAAACAAGTGACTGAATATATTTCCGA

E P W G W Y K § P *
TGAACCATGGGGATGGTACAAGTCTCCTTGA

363
1088

384
1152

405
1216

427
1280

448
1344

469
1408

451
1472

500
1503

Figura 22. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos del ADNc de la Betaina
aldehido deshidrogenasa de Amaranthus hypochondriacus L. (ahybadh17)
obtenido por RT-PCR. El asterisco indica el coddén de término de la traduccién.
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las secuencias de aminoacidos

deducidas de la clona gendmica ahybadh4 y el ADNc ahybadh17 de
Amaranthus hypochondriacus L.
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o ey ey L

1Kb
ATG TGA

P Sc g X H

Figura 24 . Comparacion de sitios de restriccion entre el gen
ahybadh4 y el ADNc ahybadh17. Los sitios de restriccion
son: P, Pstl; Sc, Sacl; S, Sall; X, Xbal y H, Hindlll.
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AGAACGCATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAACACTATAGAATACTCAAGCTTGAC

A L E V G A V WV N C S Q P C F T
GTCCGTACGTCAGGCTCTAGAAGTTGGAGCTGTTTGGETTAATTGCTCACAGCCTTGCTTTACT

Q A P W G G T K R S G F G R E L G E W
CAAGCTCCATGGGGAGGCACCAAGCGTAGTGGTTTTGCGACGTGAACTTGGGGAATGGGTAGTCC
ATATTTCCGTCTACAATAACATTATATACGCCCTTGCATCACAACACTTAACTCTTCATCCTTC

G I E N
TTGATGTTAACTGTGGAATAATCCTGCAGGGTATCGAGAAT

63

126

189

252

293

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

fragmento de la clona gendmica ahybadh28 obtenida por PCR.

ahybadhd TTCGAACTTGTATCCGCATTCAAAGTCATATCGATTTTTCTTTGCA
ahybadh28g AGAACGCATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAACACTAT

ahybadh4 AATTTTATCCATTCCGTCTTTCTTTGATCAG
ahybadh28 AGAATACTCAAGCTTGACGTCCGTACGTCAG

46
46

77
77

Figura 26. Comparacién de secuencias de nucledtidos correspondientes a un
fragmento del pendltimo intrén de las clonas gendmicas ahybadh4 vy

ahybadhZ28.
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ahybadh28 son genes diferentes y que en amaranto la BADH puede estar

codificada por una familia de genes.

V.6. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DEL GEN AHYBADH EN
EL GENOMA DE AMARANTO

Para determinar el numero de copias del gen BADH en el genoma de
amaranto, se realizév un gel tipo Southern con ADN gendmico, usando como
sonda el ADNc del gen ahybadh17, obtenido por RT-PCR, como se muestra
en la Figura 27. Dado que no existen sitios internos EcoRl en el gen
ahybadh4, las seis bandas que se observan pueden representar un numero
igual de copias del gen, aunque no se puede excluir que algunos otros genes
homdélogos presenten sitios internos EcoRIl. Luego de la digestion con
Hindill se observaron 5 bandas pero sélo 3 corresponden con los sitios de
restriccion que presenta ahybadh4. La digestion con Xbal resultd en 6
bandas y solo 4 corresponden con ahybadh4. Finalmente, la digestién con
Psti hibridd con 3 bandas correspondientes a ahybadh4. Estos resuitados
- sugieren que existe una familia de al menos 3 genes que codifican para la

BADH en el genoma de Amaranthus hypochondriacus L.

V.7. EXPRESION DEL GEN AHYBADH17 EN RESPUESTA A ESTRES
OSMOTICO Y ACIDO ABSCISICO

Reportes previos muestran que el soluto compatible GB se  acumula
en hojas de amaranto luego de someterse a estrés por
deshidratacién (Gamboa et al.,, 1991). Concomitantemente, se ha observado
un incremento en los niveles de actividad de la enzima BADH (Valenzuela-
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Figura 27 . Southern blot gendmico de ADN de A.
hypochondriacus L. Se digirieron 20 microgramos de ADN
genomico con las enzimas de restriccion E, EcoRl; H, Hindill; X,
Xbal y P, Pstl. Los nimeros a la derecha son marcadores de
peso molecular en kilobases.
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Soto y Munoz-Clares, 1984). Para investigar si los genes ahybadh son
inducibles por estrés osmdtico y ABA se disectaron hojas de piantas de
amaranto y se sometieron al estrés osmotico durante 1, 2, 6 y 24 horas.
Se extrajo ARN total de hojas tratadas con PEG 17.5% (p/v), NaCl 0.5 M vy
ABA 100 uM para realizar un Northern, hibridando con el ADNc de
ahybadh17. Se observo que la sonda hibridd con una sola banda de
alrededor de 1.9 kb de longitud, correspondiendo a la longitud esperada
para un ADNc completo (Figuras 28 y 29). Los filtros se rehibridizaron
con un ADNc correspondiente al ARN ribosomal 28S de Phaseolus vulgaris
L. para confirmar que todas las muestras cargadas en el gel tenian igual
cantidad de ARN total.

Como se observa en las Figuras 28 y 29, el ARNm ahybadh17 esta
presente en hojas de amaranto tratadas y no tratadas. Se hizo un analisis
densitométrico de los autorradiogramas de los Northern (Figuras 28 y 29)
donde se observdé que los niveles dei transcrito ahybadh17 se incrementan
luego de 1 hora de exposicién a los tratamientos con PEG 17.5% (p/v), NaCl
0.5 M y ABA 100 uM; permaneciendo el ARNm de las hojas tratadas por
arriba de las hojas control, a través de las 24 h de duracién de los
tratamientos.

Ademas, dado que los genes ahybadh4 y ahybadh17 son muy similares
en su secuencia de nucledtidos, no fue posible distinguirios entre si en los
experimentos tipo Northern. Por tanto, la induccién del transcrito ahybadh
puede atribuirse a ahybadh17, pero no se excluye la posibilidad de que
ahybadh4 o algun otro miembro de la familia ahybadh sea tambien

regulado por ABA y estrés osmadtico.
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VI. DISCUSION

En este trabajo se cloné el lgen ahybadh4, una clona gendmica
parcial (ahybadhZ28) diferente a ahybadh4 y un ADN complementario
(ahybadhi7) codificando para la enzima betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH) de Amaranthus hypochondriacus L., una planta perteneciente a la
familia Amaranthaceae (Figuras 12, 13, 22, 23, 24, 25 y 26). El gen
ahybadh4 constituye junto con el gen osbadh la segunda secuencia
completa reportada a la fecha de un gen que codifica para una enzima que
participa en la via de sintesis de un osmolito en plantas. La identificacion
de la enzima codificada se realizdé mediante su comparacion con la
secuencia deducida de proteinas de espinaca, remolacha, cebada, sorgo,
arroz y E. coli, mostrando 83, 83, 70, 62, 70 y 39% de identidad,
respectivamente (Figura 14, Tabla IV ). La similitud de las secuencias
entre las BADHs descritas indica una alta conservacién del gen o una
divergencia relativa entre plantas dicotiledéneas y monocotiledoneas, y
probablemente un origen evolutivo comin de las enzimas de plantas y
bacterias (Figura 15).

Por otro lado, Nakamura et al. (1997) reportaron la clonacién y
secuencia del gen que codifica para la BADH en arroz. El gen contiene 14
intrones y la secuencia de nucledtidos de la reqgién codificadora mostré
ser altamente similar a la BADH de otras plantas. Al comparar la
secuencia codificadora de ahybadh4 con la secuencia del gen reportado de
arroz (osbadh ) se detectd que la estructura de los dos genes es
similar. Ambos genes presentan 15 exones de igual tamafo con los sitios
de ruptura correspondiendo exdctamente en las mismas posiciones, si bien
los 14 intrones de osbadh son mas cortos (Figura 16). Ello sugiere que los
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genes BADH de plantas dicotiledoneas y monocotiledéneas descienden de
un gen ancestral comun pero que divergieron en algun punto del proceso
evolutivo.

Los resultados sugieren que los genes que codifican para la BADH en
el genoma de Amaranthus  hypochondriacus L. (Figura 27)
estan presentes como una familia multigénica.

El analisis por extension del primero permitié determinar el sitio de
inicio de la transcripcion del gen ahybadh4. En una inspeccidn del dominio
entre posibles cajas TATA y el sitio de inicio de la traduccion de 79 genes
de plantas, Joshi (1987) encontrd que: a}) una adenina estuvo presente
como el sitio de inicio de la transcripciéon en la mayoria de los casos; b) la
longitud de la secuencia del lider varia entre 9 y 193 nucledtidos y c) la
posible caja TATA estuvo presente entre los -32 +/- 7 nucledtidos hacia
el extremo 5 del sitio de inicio de la transcripcion. Nuestros resuitados
experimentales estan de acuerdo con lo arriba mencionado.

La biosintesis de glicina betaina ocurre en los cloroplastos de
la familia Chenopodeaceae (Hanson et al, 1985). La BADH es
codificada por un gen nuclear (Weretiinyk y Hanson, 1988) y la enzima
se localiza en el cloroplasto (Weigel et al, 1986). Asi mismo,
Rathinasabapathi et al. (1994) demostraron que plantas transgenicas de
tabaco expresando los ADNc de espinaca o remolacha producen una BADH
cloroplastica. Las secuencias deducidas de las BADHs de espinaca y
remolacha contienen una regidon de aminoacidos QLFIDGE en los residuos 9
a 15. La secuenciacion directa de la proteina madura extraida de espinaca
mostré que este peéptido corresponde a su extremo amino-terminal
(Weretiinyk y Hanson, 1990). Esto indica que la BADH cloroplastica tiene
un péptido de transito atipico de 8 aminoacidos, ya que los péptidos de
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transito para dirigir las proteinas al cloroplasto son de 30 a 50
aminoacidos  (Keegstra et al.,, 1989; Berry-Lowe vy Schmidt,. 1991).

La secuencia de aminoacidos deducida del gen ahybadh4 y del ADNc
ahybadh17 mostrd la presencia de la secuencia conservada QLFIDGE,
sugiriendo una localizacién celular semejante a la de la BADH de espinaca
(Tabla V), aunque ello requiere ser demostrado. Recientemente, se ha
reportado que la proteina OSBADH de arroz se localiza en los peroxisomas
de la céiula, dirigida probablemente por la secuencia carboxi-terminal
SKL altamente conservada (Nakamura et al, 1997). Este tripéptido esta
presente en todas las proteinas BADH reportadas de monocotiledéneas
pero esta ausente en las proteinas AHYBADH4 y AHYBADH17 de amaranto y
otras BADHs de dicotileddoneas (Tabla V). Por tanto, ello incrementa la
posibilidad de que las proteinas de amaranto se localizen en el
cloroplasto. Dado que en los peroxisomas o en las mitocondrias se han
detectado niveles mas altos de NAD+ (el cofactor requerido por ia BADH
para su actividad enzimatica) que en los cloroplastos, es posible que
durante el proceso de evolucién las proteinas BADH de monocotileddneas
puedan haber cambiado el lugar de su actividad, de cloroplastos a
peroxisomas para desarrollar una catalisis mas eficiente (Arakawa et al.,
1990).

El decapéptido VTLELGGKSP presente en AHYBADH4 y AHYBADH17
esta altamente conservado entre aldehido deshidrogenasas y BADHs de
plantas (Figura 17). El residuo glutamico del decapéptido y la cisteina
localizada a 34 residuos, han sido implicados en catalisis en aldehido
deshidrogenasas de mamiferos. Se ha propuesto que las secuencias
alrededor del residuo cisteina confieren especificidad de sustrato
(Pietruszko, 1988). En enzimas aldehido deshidrogenasas se ha propuesto
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la existencia del residuo cisteina en el sitio activo considerandose
esencial para su actividad ya que el grupo SH es el responsable de la
oxidacion del aldehido (Tu-G-C y Weiner, 1988; Kitson, 1985., Kitson et
al., 1991) formando un tiohemiacetal intermediario {Jakoby, 1963). Al
respecto, Valenzuela-Soto, 1994 considerd de interés determinar si éste
aminoacido esta involucrado en la actividad catalitica de la BADH de
amaranto. Encontré que el DTNB, un reactivo especifico para grupos
sulfhidrilos, fue capdz de inactivar a la enzima. Esta inactivacion fue
caracterizada y se encontré que la BADH de hojas de amaranto tiene
residuos cisteina esenciales para su actividad.

Recientemente, Vojtechova et al. (1997) y Trossat et al.
(1997) demostraron que la BADH de amaranto y de remolacha
muestran alta afinidad por el sustrato betaina aldehido asi como por
aldehidos con carga positiva, mostrando actividad de aldehido
deshidrogenasas. Dado que en amaranto se han detectado 3 secuencias
relacionadas a la BADH, codificando al menos dos de ellas para un
polipéptido de peso molecular semejante, es posible que alguna de las
isoenzimas muestre especificidad por el sustrato betaina aldehido y que
alguna de las isoenzimas restantes tenga ademas afinidad por los
aldehidos. La estructura primaria de |la BADH permitira identificar
residuos blanco para modificacion por mutagénesis sitio-dirigida en
prueba de esta idea.

La expresion del ARNm de ahybadhi17 se presenta tanto en hojas
tratadas como en no tratadas. Los niveles del transcrito ahybadhi17 en
hojas tratadas permanecieron por arriba de los niveles alcanzados por las
hojas control a través del periodo de 24 horas de exposicion a los
tratamientos, alcanzando un incremento significativo después de 1 hora
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de iniciado ei tratamiento osmdtico. Para tener una estimacidn mas
exacta de los cambios ocurridos en los niveles de los transcritos
ahybadh17, se realizé un andlisis densitométrico de los Northern en
colaboracion con el grupo de la Dra. Rosario Munoz-Clares (Facuitad de
Quimica, UNAM). En este grupo se investigaron los cambios en los niveles
de la proteina BADH en respuesta a los mismos tratamientos. La relacion
entre el nivel de expresion del gen ahybadh17 vy el nivel de la proteina
BADH, durante 24 horas de exposicion a los diferentes tratamientos se
presenta en las Figuras 28 y 29 y en Legaria et al., en prensa. La
respuesta maxima se observé en las hojas tratadas con NaCl, donde luego
de 6 horas de tratamiento el contenido de la proteina se incrementd en 6
veces respecto al control. En las hojas tratadas con PEG y ABA los
niveles de la proteina mostraron un incremento de 4 veces en comparacién
a los niveles que se tenian al inicio del experimento y declinaron mads
tarde, si bien permanecieron arriba del valor inicial a través del
periodo de 24 horas de exposicién. Los resultados son consistentes con el
patron de expresion del ARNm y la proteina BADH en otras especies de
plantas donde [os niveles basales en tejidos no tratados se incrementan
después del tratamiento osmoético (Weretiinyk y Hanson, 1989;1990;
McCue y Hanson, 1992; Ishitani et al., 1995; Wood et al,, 1996: Nakamura
et al, 1997). Los altos niveles de expresion alcanzados bajo estrés por
NaC! en relaciéon al tratamiento con PEG, pueden atribuirse a una
combinacién de los efectos osmdético y téxico de los iones. Se ha
sugerido que la sefial para la induccién del gen BADH es mediada por otros
compuestos diferentes al estrés osmético, tales como e! acido abscisico
(McCue y Hanson, 1990). Se ha observado en plantas de cebada y en muchas
otras especies vegetales que el estrés osmotico provocado por salinidad,
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sequia y estrés hidrico llevan a un incremento en los niveles del  acido
abscisico enddgeno y consecuentemente a' cambios en la expresion
de los genes (Skriver y Mundy, 1990). Los resultados de este trabajo
indican que durante el estrés osmdético con PEG o salinidad se alcanzaron
mayores niveles de los transcritos en relacion a los alcanzados por la
aplicaciéon del ABA exdgeno (Figuras 28 y 29). Esto sugiere que el gen
ahybadhi17 no pertenece a la misma categoria de otros genes de
respuesta a ABA como los de la familia rab (Skriver y Mundy, 1990) en
que los transcritos se incrementan fuertemente luego de algunas horas de
la aplicacién del ABA exdgeno.

El incremento inicial en los niveles del transcrito ahybadh17  puede
ser suficiente para los incrementos en la proteina BADH observados mas
tarde durante el experimento (Figuras 28 y 29; Legaria et al., en prensa).
Alternativamente, dado que tanto en plantas de amaranto, remolacha
(McCue y Hanson, 1992) y sorgo (Wood et al, 1996) existen familias de
genes BADH, otro miembro de la  familia puede ser expresado
mas fuerte bajo nuestras condiciones experimentaies. Dado que ambos
genes ahybadh4 y ahybadh17 son muy similares en su secuencia de
nucledtidocs no fue posible distinguirlos en geles tipo Northern. Por lo
tanto, la induccién del transcrito ahybadh (Figuras 28 y 29) puede
atribuirse, al menos en parte, a ahybadh17, aunque no se excluye que
ahybadh4 U otro gen ahybadh pueda ser también regulado por estrés. Para
evaluar la expresion especifica de ahybadh4 y ahybadh17 sera necesario
hacer un analisis de la expresiéon por RT-PCR sintetizando
oligonucledtidos especificos para cada secuencia.

Como se indicd anteriormente, en la regidon promotora del gen
ahybadh4  se detectaron posibles secuencias consenso reconocidas por
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activadores de la transcripcion tales como 11 elementos MybRE, 2
elementos CE1 y un centro ACGT que regulan genes en respuesta a estrés
osmotico y acido abscisico (Figura 20). Es posible que los genes ahybadh
respondan a ABA por presentar estas secuencias en su regién promotora,
pero que no requieran de la presencia de la hormona necesariamente para
expresarse bajo condiciones de estrés osmético o que el sistema
~experimental de hojas disectadas o la concentracion de ABA utilizada no
nos permitan inducir cambios mas fuertes en la expresién de los ARNm de
la BADH de amaranto (Figuras 28 y 29).

Para cuantificar el grado de déficit de agua impuesto a las hojas por
los diferentes tratamientos, se determiné su contenido relativo de agua
(CRA, RWC). Como era de esperarse, los valores de CRA en las hojas de los
experimentos control y ABA  permanecieron relativamente constantes,
mientras que aquellos de las hojas tratadas con PEG y NaCl declinaron a
alrededor de 67 y 82% a las 6 horas, respectivamente (Figuras 28 y 29). Es
interesante mencionar que decrementos relativamente pequefios en el
contenido de agua de las hojas son capaces de disparar la acumulacidn de
la proteina BADH durante un tiempo de exposicion muy corto al
tratamiento con PEG 6000 (Rajsbaum y Mufoz-Clares, resultados en
Legaria et al, en prensa).

Finalmente, los resultados de esta tesis muestran que en hojas
individuales de amaranto la expresion del gen ahybadh17 responde al
estrés osmoético o al ABA exdgeno. Observaciones previas de incrementos
en los niveles de los ARNm o de la proteina BADH en hojas de espinaca
(Weretiinyk y Hanson, 1989; Weretilnyk et al.,, 1990), remolacha (McCue vy
Hanson, 1992), cebada (Arakawa et al, 1992; Ishitani et al., 1995), sorgo
(Wood et al.,, 1996) y arroz (Nakamura et al, 1997) indican que los niveles
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se incrementan después de una exposicidn larga a las condiciones de
estrés. El tiempo mas corto en que se ha observado la respuesta es de 12
horas en plantas completas de cebada (Ishitani et al, 1995). Los
resultados que se presentan en esta tesis son consistentes con la
observacién reportada de uﬁa acumulacion rapida de glicina betaina luego
de 2 horas de estrés hidrico en hojas disectadas de plantas de amaranto
(Valenzuela-Soto vy Muﬁoz-Clares, 1994). Ya que el gen ahybadhl7 se
expresa mas rapidamente en comparacion con los genes aislados en otras
especies, podria permitir a las plantas que lo portan, contender maés
eficazmente los efectos del estrés hidrico U osmdético y quiza su
manipulacidén en términos biotecnolégicos sea mas promisoria.

Por otro lado, Russell et ai. (1998), reportan que los niveles de
proteina, ARN mensajero y actividad enzimatica de la colina
monooxigenasa (CMQO) de Amaranthus caudatus L. (la primera enzima
participante en la via de sintesis de la glicina betaina) se incrementan
entre 3 a 5 veces en respuesta a estrés por salinidad, si bien los controles
presentan niveles basales de los 3 parametros evaluados. Los resuitados
conjuntos permiten deducir que los genes que codifican para las 2 enzimas
que participan en la via de sintesis de la glicina betaina en Amaranthus
hypochondriacus L. son regulados positivamente por estrés osmdético.

Varias especies de cultivos comerciaimente importantes tales como
el arroz, la papa, el tomate y el tabaco carecen total o parcialmente de la
via de sintesis de GB (McCue y Hanson, 1990; Rhodes y Hanson, 1993). Esto
ha motivado a varios investigadores a tratar de manipular la via
biosintética de la glicina betaina para incrementar la tolerancia al
estrés y el rendimiento. A la fecha se han generado plantas transgénicas
de tabaco transformadas con el ADNc de la BADH de espinaca
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(Rathinasabapathi et al, 1994), de cebada (Ishitani et al, 1995}, y el gen
betB de E. coli codificando para la BADH (Holmstrom et al., 1994). En
todos los casos se observd un incremento en los niveles de ARNm y en la
actividad de la proteina respectiva. Dada la alta toxicidad que representa
la betaina aldehido suministrada a las plantas, se pudo demostrar que la
sobreexpresion de la BADH puede detoxificar al tejido vegetal pero no
se determino ‘ si estas plantas toleran al estrés salino.
Desafortunadamente, la toxicidad de la betaina aidehido suministrada
complicé la interpretacion de tales experimentos. Si bien las plantas
transgénicas metabolizan la betaina aldehido a tazas suficientes como
para conferir resistencia al compuesto, el crecimiento de las plantas se
retardd en comparacion a los controles. En otros ensayos, Nakamura et al.
(1997) sometieron plantas de arroz a estrés osmotico con NaCl 150 mM en
presencia de betaina aldehido, observando que se acumulaba glicina
betaina (1.40 umol/g de peso fresco) en las plantas confiriendo tolerancia
a salinidad durante la gefminacic’m y el crecimiento de las plantas.

En otro trabajo Lilius et al. {1996) indican que {a sobreexpresién
del gen betA de E. coli codificando para la colina deshidrogenasa (CDH) en
tabaco mostrd la eficacia de la glicina betaina como un osmoprotector, ya
que bajas concentraciones (menos de 1 mM) proporcionaron efectos
protectores a las plantas sometidas a estrés por 300 mM de NaCl.

Otros osmolitos como el manitol, la prolina y los fructanos han
mostrado eficacia para conferir tolerancia al estrés salino, pero la
habilidad de las plantas para contender al estrés requiere de muy altas

concentraciones del osmoprotector (Tarczynski et al, 1993; Kishor et al.,
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1995). Se requiere aproximadamente de una concentracion de 100 mM de
manitol en hojas y raices de plantas de tabaco para conferir tolerancia a
NaCl 250 mM (Tarczynski et al., 1993); se necesitan 6.5 mg/g de peso
fresco de prolina para proporcionar a plantas de tabaco tolerancia a NaCl
400 mM (Kishor et al., 1995), y una acumulacién de 0.35 mg/g de peso
fresco de fructanos en plantas de tabaco para resistir la deshidratacion
provocada por PEG al 10% (p/v)(Pilon-Smith et al., 1995). Por su parte,
Holstrom et al. (1996) transformaron plantas de tabaco con el gen
codificando para la subunidad TPS1 de la trehalosa-6-fosfato sintetasa
de levadura y observaron que es un osmolito muy eficiente, requiriéndose
la acumulacién aproximada a 5 mM de trehalosa en el citosol para
proporcionar ajuste osmético a las plantas sometidas a desecacion
durante 7 horas. Todo lo expuesto reaiza la eficacia de la glicina betaina
como un osmolito y la importancia que tiene el tratar de manipular la via
de sintesis para luego introducirla en especies que no la poseen
pretendiendo hacerlas mds tolerantes al estrés osmatico.

Sin embargo, ain cuando la glicina betaina ha mostrado ser
un osmolito muy efectivo para mantener la supervivencia de las plantas
bajo condiciones de estrés, su sintesis parece afectar el rendimiento bajo
condiciones no estresantes. Rhodes (1997) evalud lineas isogénicas de
maiz que acumulan glicina betaina  (Bet1/Bet1) contra lineas no
acumuladoras (bet1/bet1), y encontré que la alta acumulacién de glicina
betaina parece estar asociada con una reduccidn de un 5% en el
rendimiento de grano bajo condiciones de riego en campo. Ademas la
acumulacién del osmolito confiere susceptibilidad a hongos patégenos
(Rhodes, 1997). Esto indicaria que la introduccion de la via de sintesis de
glicina betaina en plantas que no la poseen, posiblemente requerira la
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introduccion complementaria de genes que confieran resistencia a hongos
patdgenos en algunas especies vegetales cultivables bajo condiciones de
riego; aunque sera necesario probar si la GB afecta el rendimiento o

confiere susceptibilidad a patégenos en especies diferentes al maiz.
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.VIi. CONCLUSIONES
1. En este trabajo de tesis se aislaron un gen compieto (ahybadh4),
una clona gendmica parciali (ahybadh28) correspondiente a un gen
diferente y un ADNc (ahybadh17) que codifican para la enzima betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH) de Amaranthus hypochondriacus L. Esto
constituye el inicio de una linea de investigacion para el estudio de las

bases moleculares del ajuste osmotico en el amaranto.

2. La secuencia deducida de aminoacidos de la AHYBADH4 y
AHYBADH17 de amaranto mostraron un 39% de identidad con la BADH de £
coli y entre 62-83% de identidad con las BADHs de plantas. Los productos
codificados por los genes BADH de amaranto son similares entre si y estan
maés relacionados con secuencias deducidas de plantas dicotileddneas que

con monocotileddneas.

3. Los sitios activo posibles y péptido de transito a cloroplasto

estan muy conservados entre BADHs de plantas.

4. Tanto el analisis gendmico en geles tipo Southern y de secuencias
de nucledtidos sugiere la presencia de al menos tres copias del gen
ahybadh o de una familia multigénica de al menos 3 elementos en el

genoma de amaranto.

5. El anaélisis de la expresidn de ahybadh17 mostrd que los niveles
de ARNm de |la BADH estdn presentes en hojas de piantas bajo condiciones
normales y que se incrementan de manera rapida por exposicion a
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tratamientos de &cido abscisico (ABA) y estrés osmdtico (PEG 17.5%

(p/v), NaCl 500 mM).

6. En la region promotora del gen ahybadh4 se detectaron las
secuencias consenso MybRE, CE1 y ABRE, que pueden ser reconocidas por
activadores de la transcripcién los cuales posiblemente estén

involucrados en {a regulacion del gen por ABA y estrés osmdtico.
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VHIl. PERSPECTIVAS

1. La manipulacidn de. la via de biosintesis de glicina betaina y su
introduccién en especies de plantas de interés comercial que normaimente
no producen el osmoprotector posiblemente permitira la obtencién de
cuitivos de alto rendimiento y que sean tolerantes al estrés hidrico y
salino. Ya que el gen ahybadhl17 se expresa mas rapidamente en
comparacion con los genes aislados en otras especies, podria permitir a
las plantas que lo portan, contender mas eficazmente los efectos del
estrés hidrico U osmdtico y quizd su manipulacion en términos

biotecnoldgicos sea mas promisoria.

2. Ei aislamiento futuro del ADNc codificando para la enzima colina
monooxigenasa (CMQO) permitird manipular la via completa de sintesis del
osmoprotector glicina betaina en el amaranto y en otras especies de

interés econdmico.

3. Puesto que no existe seguridad acerca de los residuos
aminodacidos involucrados en la catalisis y unién al cofactor NAD+en la
BADH, la expresién de la clona de ADNc ahybadhi17 en bacterias,
permitira identificar los residuos involucrados por mutagénesis sitio-
dirigida. Ademas, dado que se ha encontrado que la BADH de amaranto se
inhibe por la acumulacién de altas concentraciones de su producto, la
modificacion del sitio activo por mutagénesis sitio-dirigida posiblemente
permitiria que la enzima siguiera activa aun a altas concentraciones de
glicina betaina, lo que tal vez resultaria en un incremento de la
tolerancia de las plantas ai estrés hidrico y salino.
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4. El estudio de la regidon promotora del gen ahybadh4 en plantas
transgénicas permitira avanzar en el conocimiento de la forma en que se

regulan los genes involucrados en la sintesis de osmolitos en piantas.
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Abstract

ahybadhi? ¢cDNA encodes a BADH isoform of 500 aa which contains 10 aa substitutions with respect 10 AHYBADH4. Both
encoded proteins share 989 identity at the amino acid level. Comparison of amaranth BADHs with other reported sequences
showed high similarity, Analysis of alivbadhi 7 expression in amaranth leaves showed that MRNA and BADH protein arc present
in non-treatcd amaranth leaves and both transicntly increased under short-term exposure to abscisic acid {ABA) and osmotic
Stress treatments. © 1998 Elsevier Science B.V. Alj rights reserved.

Kevwords: Gene cloning; Glycinebetaine; Osmolyte: Drought tolerance: Gene expression

1. Introduction and Hanson, 1993: Ingram and Bartels, 1996).
Glycinebetaine is a quaternary ammonium compound

A widely distributed adaptation to counteract abiotic present in bacteria, cyanobacteria, algae, animals and
stress is the accumulation of organic solutes compatible several plant families, but absent in many important
with cell metabolism. The most common osmoiytes crop species (McCue and Hanson, 1990; Rhodes and
present in many different species are glycerol, mannitol, Hanson, 1993}, Genetic studies in bacteria and plants
proline, sucrose, trehalose and-—ammoﬂium—«quatcr:aafy have shown that the presence of glycinebetaine correlates
compounds (for reviews, see Yancey et ai., 1982; Rhodes with tolerance to osmotic stress (Styrvold et al., 1986;

Grumet and Hanson, 1986; Saneoka et al., 1995). In
plants. glycinebetaine is synthesized in a two-step oxida-
tion of choline. via the unstable intermediate betajne

* Corresponding author. Tel.: 32-73-114900. ext 285 Fax: 52.73
172388: E-muil: iturri@ibt. enam,mx

aldehyde, by a ferredoxin-dependent choline mono-
Abbreviations: 4a. amine ucid (s;: ABA_ abscisic acid; BADH. betaine Oxygenase (Brouqu‘sse et al., 1989; Bu'_'net et al., 1995)
aldehyde dehydrogenuse: bp. buse pair (s): cDNA. DNA complemen- and the NAD *-dependent BADH (Weigel et al., 1986).
tary 10 RNA: ECL. enhunced chemioluminescence: kb, kilobase {s); In Escherichia coli, the first step is catalysed by a
k. kilodulton (s); NAD " nicatinamide udenine dinucleotide (oxj- membrane-bound choline dchydrogenase and the con-

dized formy: nt, nucleoude (s): ORF. open reading frume: PAGE. poly-

, . h version (o glycinebetaine either BADH or choline
acrylamide gel electrophoresis: PCR, polymerase chain reaction; PEG. glyct by either B

polycihylene glycol: RT. reverse transeriptase: RWC, refative water dchydrogcnusc, as well (Landfald and Strém., I986;
eoatent: SOS. sodium dodeey! sullute: 14, Uranseriplian st pomt: Lamark et al.,, 1991 ). In plants, the BADH enzyme s a
UTR. antransiated regron, . dimeric protein with 60 kDa monomers { Weigel et al.,

O378-1119/98,519.00 % 1998 Elsevier Science B.V. Al rights reserved.
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1986; Arakawa et al., 1987; Valenzuela-Soto and Murfioz-
Clares, 1994). So far, there are reports of the isolan’qn
of BADH genes from £ coli (Boyd et al., 1991), spinach
(Weretilnyk and Hanson, 1990), sugar beet (McCue
and Hanson, 1992), barley (Ishitani et al., 1995), sor-
ghum (Woaod et al., 1996) and rice (Nakamura et al.,
1997). The BADH protein and mRNA synthesis are
induced by drought, saline or cold stress, in parallel
with an increase in the glycinebetaine levels.

Previous work has shown that glycinebetaine accumu-
lates also in the mesoph yte crop Amaranthus hypochon-
driacus L. (wmaranth), upon water stress in leaves
(Gamboa et al., 1991), In addition, it has been shown
that BADH activity in amaranth is increased in response
to short-term exposure to water deficit { Valenzuela-Soto
and Mufoz-Clares, 1994,

We are interested in the moiecular basis of osmotic
adjustment in A. Aypochondriacus, and as a first step,
here we report the isolation of a full-length gene and a
highly homologous ¢cDNA from amaranth, both encod-
ing proteins with homology to BADH. The expression
patterns of BADH mRNA and protein were analyzed
during a 24-h exposure to different osmotic stress condi-
tions or exogenous A BA.

2. Materials and methods
2.1 Plant growth and treatments

The crop plant Amaranthus hypochendriacus L. cv.
Azteca was propagated under controlled conditions
(24°C and 16 h of light with an average of 50% humid-
ity). Detached leaves from 6-week-old plants were
treated with 100 uM ABA, [7.5% (w/v) polyethylene
glycol {PEG) 6000, equivalent to a water potential value
of -1.0MPa (Money, 1989), or 3500mM NaCl.
Treatment time is indicated in Fig. 4. The degree of
water deficit imposed to the leaves by these treatments
Was assesed by their relative water content (RWC),
determined as described by Gamboa et al. (1991). RWC
15 defined as: 100% x (fresh weight)—(dry weight)/
(hydrated weight) —(dry wetght). After sampling and
weighing (fresh weight), leaves were inmersed for 4 h in
destilled water. blotted and weighed (hydrated weight),
For dry weight determination, leaves were dried over-
night in a 70°C oven.

2.2 cDNA cloning by RT PCR

Total RNA was extracted from amaranth leaves

treated with 17.3% PEG for 12 h. according to afpre-
viously described method (Schuler and Zielinski,(1989).

The first ¢DNA  strand  was synthesized  using
SuperSeript [l reverse transcriptase (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD, USA ). For the second ¢DNA strand,

Gene 11504 CAP dnie Pase Proofc  Pypp

the  specific  oligonucleotides FW (5~GCGG-
GATCCGGCGATCCGTGTACCTTCGC )and RV (5"
CGCGGGATCCTCAAGGAGACTTGTACCATCC-
CC) containing a BamHI site were used to amplify the
cDNA fragment by PCR using Expand High Fidelity
enzyme (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Germany), and according to the following conditions:
94°C 5 min, (94°C | min, 55°C 2 min, 72°C 3 min) 40
cycles. 72°C S min. The PCR product was cloned into
pBluescript KS(+) vector (Stratagene Cloning Systems,
La Jolla, CA, USA).

2.3. Construction of an amaranth genomic bank

Genomic DNA was extracted (Jofuku and Goldberg,
1988) from 8-week-old amaranth plants and partially
digested with Sau3Al before fractionation by sucrose
density gradient centrifugation. The 9-20 kb fraction
was ligated into lambda GEM-11 vector (Promega,
Madison, W1, USA). Recombinant plaques were plated
in £ coli KW251 yielding approx. 10° originai recombi-
nants, 97% of them containing the insert. After amplifi-
cation, the titer was | x Q0 plaques/ml. The genomic
bank was screened by standard protocols (Sambrook et
al., 1989) using the spinach ¢cDNA { Weretilnyk and.
Hanson, 1990) as a probe.

2.4. Antibody preparation und Western blot analysis

Rabbit polyclonal anti-BADH antibodies were raised
according to a standard protocol using purified ama-
ranth  BADH (Valenzuela-Soto and  Muiioz-Clares,
1994). Samples of amaranth leaf (2--3 g) were homoge-
nized as previously described {Valenzuela-Soto and
Mudoz-Clares, 1994) and protein concentration was
measured by the method of Bradford (1976). Protein
samples were fractionated by SDS-PAGE and electrot-
ransferred to Immobilon-P%® membrane (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA). Immunoblotting was
carried out essentialy by the method of Towbin et al.
(1979). Polyclonal anti-BADH antibody was used as
the primary antibody at a dilution of 1:1000. Goat anti-
rabbit biotinylated-IgG was used as the secondary anti-
body at a dilution of 1:5000. Bound antibody was
visualized by enhanced chemiluminescence (ECL) using
a kit from Pierce (Rockford, 1L, USA), according to
the manufacturer’s instructions,

3. Results and discussion

3L Isolation and molecutar characterization of an
amaranth genomic clone and a DN A encoding BADEH

Approximately 300 000 recombinant lambda plaques
from the amaranth genomic bank were plated und
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Fig. 1. Genc structure of the ahybaidhd pene encoding the betaine aldchyde dehydrogenase {AHYBA DH4) enzyme from Amarantins hypochondriacus
L. The nt sequence was determined using the dideoxy-chain termination method {Sanger et ul., 1977). Sequence analysis was performed using the
computer program Gene Works version 2.4 {Intelligenetics, Mountuin View, CA. USA }. The nt sequences reported in this paper wiil appear in
the EMBL. GenBank and DDBJ Nucleotide Sequence Databases under uccession numbers AF000132 and AFO17150. The line represents amaranth
DNA inscried into the BumHI site of lambda GEM-11. with (he lell arm of the vector on the left. The transeription initiation site is indicated as
an arrow. Introns, 5' and 3 flanking regions are indicated by the fine und exons by solid bars. The restriction sites are: H. HindI1l: P, Pxil: S. Sufl:

Se. Sucl: X, Xbal.

screened with the spinach SP/BADH cDNA { Weretilnyk
and Hanson, 1990). Six lambda clones were isoiated
and characterized by restriction mapping and Southern
blot. One clone, lambda ahybadhd, contains a 15-kb
insert encompassing the entire a# ybadh4 gene of 8998 bp
length. Several DNA fragments spanning the ahybadh4
gene were subcloned in pBluescript in both orientations
for DNA sequencing. The sequence revealed a structure
of 15 exons with an ORF of 1503 nt encoding a protein
of 55 kDa predicted molecular weight, here designated
AHYBADH4. Exons are between 60 and 153 bp long
and the coding sequence is interrupted by 14 introns of
varying length, from 75 to 2723 nt long, comprising
altogether 5624 nt of ahybadhs sequence (Fig. 1). All
intron boundaries in ahybadh4 have GT in the 5"-splice
site and AG in the 3"-site which is consistent with the
consensus splicing site of plant genes transcribed by
RNA polymerase Il {Brown, 1986). The positions of
the 14 introns in ahpbadhd were deduced after nt
sequence comparison with the ahybadhl7 cDNA.
Interestingly, the splicing sites in ahybadh4 and the rice
gene asbadh (Nakamura et al., 1997) correspond exactly
to the same positions between exons, although the intron
sizes in this latter gene are much shorter and amount to
only 2.9kb of the sequence. The putative initiation

codon of ahybadhd has the consensus context found in
other plant genes (Litke et al, 1987). Two putative
polyadenylation sequences, AATAAA, were localized at
76 and 297 nt downstream from the stop codon (TGA)
in the 360-nt long 3’ UTR.

To isolate an amaranth BADH cDNA, the RV and
FW primers (Section 2.2) were designed based on the
nt sequence of ahybadh4, which enabled synthesis by
RT-PCR of a cDNA containing a full-length baah ORF
but lacking the 5’ and 3’ UTR. Five ciones from three
independent PCR reactions were sequenced and ail were
identical. The encoded praduct of one selected clone,
ahybadhi?. is 98% identical at the aa level to
AHYBADH4. The isoform AHYBADH!7 consists of
500aa with 10aa substitutions with respect to
AHYBADHS4.

3.2. Comparison of amaranth BADHs with other BADH
sequences

The identity at the aa levei between reported BADH
sequences is shown in Tablel. The amaranth
AHYBADH4 and AHYBADHI7 deduced proteins
showed 39% identity to bacterial BADH (Boyd et al.,
1991). The most related sequences to amaranth BADHs

Tabie | — e -
Sequence comparison of BADH deduced proteins
AHYBADH17 SPIBADH BVBADH ECOBETB OSBADH BADHI135 BLYBAD

AHYBADH4 98 83 83 39 70 62 70
AHYBADHI7? 33 83 39 7t 63 70
SPIBADH S0 kY 71 63 70
BVBADH 37 69 6l 69
ECOBETB 37 33 le
OSBADH 77 82
BADHI3 71

Compurison of deduced amino acid sequence of amirunth AHYBADHS and AHYBADHI7 proteins with the spinuch SPIBADH. £ cofi

ECOBETB. sugurbect BVBADH, rice OSBADH. sorghum BADHIS
sequence alignment using Gene Works sersion 2.4,

and burley BLYBAD. Sequence ideniny is shown us percentage alier
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were from spinach ( Weretilnyk and Hanson, 1990) and
sugarbeet (McCue and Hanson, 1992) which shared
83% identity. Rice BADH (Nakamura et al., 1997)
showed 70 and 71% identity to AHYBADH4 and
AHYBADHI17, respectively. Both amaranth BADHSs
share 70% identity to barley BADH (Ishitani et al.,
1995). Among plant sequences, sorghum BADH ( Wood
et al,, 1996) is the least related, with only a 62 and 63%
identity to AHYBADH4 and AHYBADHI17, respec-
tively. Therefore, the 4. Aypochondriacus AHYBADH4
and AHYBADH!7 aa sequences are moare related to
BADHs from the Chenopodiaceae plant family than to
the Poaceae and prokaryotic BADHSs, as shown in a
dendogram plot (Fig. 2}, which is in agreement with
their phylogenetic relationship.

The decapeptide VTLELGGKSP and surrounding aa
residues, are highly conserved among aldehyde dehydro-
genases and BADHs and have been shown 1o be involved
in the enzyme active site and NAD* binding ( Weretilnyk
and Hanson, 1990; Boyd et al. 199t; McCue and
Hanson, 1992; Wood et al., 1996). This decapeptide is
also present in AHYBADH4 and AHYBADHI7
deduced proteins, suggesting that they are uctive
enzymes. The BADHs belong to the aldehyde dehydro-
genases superfamily of eubacteria and eukaryotes which
comprises enzymes that are specific or non-specific for
particular aldehyde substrates (Habenicht et al.. 1994).
In fact, it has been shown that amaranth BADH is also
able to catalyse the oxidation of dimethylsuifoniopropio-
naldehyde (Vojtechova et al., 1997).

The spinach BADH was localized in the chloroplast
stroma, apparently targeted by means of a transit pep-

tide localized in the N-terminus (Weigel et al., 1986;
Weretilnyk and Hanson, 1990). A relatively similar
sequence is present in other BADH proteins, including
amaranth AHYBADH4 and AHYBADH 7. Recently,
it has been reported that ricc OSBADH was intraceilu-

60
261
262
63
264

larly localized in the peroxisomes, probably targctedlEE 265

4 highly conserved SKL C-terminal sequence
(Nakamura et al.,, 1997). This tripeptide sequence is
present in all other monocotyledonous BADH proteins
but is absent in amaranth and other reported dicotyle-
donous BADHs.

3.3. Structure of the 5'-flanking region of the ahybadh4
gene

The 5" upstream sequence (Fig. ) of ahybadhd is
1356-bp long comprising a putative promoter region.
To determine the isp of ahybadh4, a primer extension
analysis was carried out. A single band was identified
which corresponds to 158 nt from the initiation codon
and 38 nt downstream from the TATA box (Fig. 3A).
In addition, a4 CAAT box was found at —75 nt from
the start site of transcription. A spurious ATG was
localized at +76 nt in the 5’ UTR out of frame of the
AHYBADH4 ORF.

3.4. Southern blot analysis

To determine the copy number of amaranth badh
genes, a genomic Southern blot was hybridized with
ahybadhi7 cDNA as a probe, as shown in Fig. 3B. Since
there are no internal EcoRI sites in ahybadh4, the six

BLYBAD

_ . 0SBADH

BADH1S

SPIBADH

——— e

BYBADH

AHYBADH17
[AHYBADH4

ECOBETB

Fig. 2. Dendogram ol relationships winong BADH proteine. Comparnsan is based on sequence alignment obtained with Gene Works version 2.4,
Protein sequences included in this compirison are from bartey (BLY BA DY, rice (OSBADH ). sorghum {BADHI5), spinach (SPIBADH ), sugarbeet
(BYBADH ). amarunth (AHYBADH4 und AHYBADHI7), and £ cofi (ECOBETH).
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Fig. 3. Structural features of the amaranth chybadhd gene, (A)
Mapping of /sp. Primer extension was performed by a standard method
{Sambrook ¢t al.. 1989) using a 21 nucleotide primer (5"
CGCGAAGGTACACGGATCGCC) which marches the 3 end of the
second codon of the amaranth ahyhudhd gene. Lanes G, A, T and C
are the corresponding nt of the sequencing reaction of whybadhd deter-
mined with the same primer as before and run nexi to primer-extension
products in an 8 M urca-6% polyacrylamide gel. Lane | is the primer-
extension assiay. The nt sequence around the start site of transeription
tindicated by an asterisk) and the TATA box are depicied on the lefi.
(B) Southern blot anulysis. Amaranith genomic DNA (20 pugj was
digested with different restriction enzymes and lractionated in a 0.8%
ugarose gel. beture capillary 1ranstfer to 4 nylon membrane. The biot
was hybridized using standard protocols {Sambrook et al.. 1989) with
the amaranth wfybadhi 7 ¢cDNA us o probe. Lunes are as follows: E.
EcuRI H, Hindl 1 X Yhal: P. Psil. Numbers on the right arc molecu-
far weight markers in kb,

bands observed could represent a similar number of
gene copies. although the possibility cannot be excluded
that other homologous genes have internal EcoRI sites.
After digestion with HindlI, five bands were observed
but only three correspond to ahybadh4. Similarly, diges-
tion with Xbal resulted in six bands and only four were
expected to correspond to ahvbadh4. Therefore. these
results suggest that there is a muitigene family for
BADH in the A hypochondriacus genome, The restric-
tion map of ahvhaedh4 is shown in Fig. | for comparison
of DNA fragments observed in the Southern blot.

3.3, Expression of uhybadh genes and BADH protein
Earlier reports on amaranth have shown that in

detached leaves glycinebetaine is accumulated upon
dehydration siress (Gamboa et al.,, 1991) and this is

A Legariu et al. [ Gene 00 ( 1998) (00— 3

paralicled by increases in BADH enzyme activity
(Valenzuela-Soto and Mufoz-Clares, 1994). To investi-
gate whether the ahybudh genes were induced by osmotic
stress, and whether the level of gene transcript correlates
with the amount of BADH protein, detached amaranth
leaves were treated with 17.5% PEG 6000 or 500 mM
NaCi for 24 h, ABA mediates desiccation tolerance in
plants, and is involved in the response to other abiotic
stresses such as salt, cold and wound (Ingram and
Bartels, 1996). To extend our analysis, amaranth leaves
were also treated with 100 uM ABA for 24 h. Total
RNA extracted from unireated and treated leaves was
analyzed in a Northern blot using as a probe the
ahybadhl7 ¢DNA (Fig. 4, lanes 1-5). The observed
ahybadhl7 mRNA was detected as a single band of
approx. 1.9kb long, which is consistent with the
expected size for a full-length ¢DNA. All flters were
rehybridized with a 28S ribosomal gene-fragment probe
to confirm that all samples were correct and equal RNA
amounts were loaded (Fig. 4, lanes 1-5). In addition,
soluble protein extracted from untreated and treated
leaves was analyzed in a Western blot and the BADH
protein was inmunodetected using polyclonal anti-
BADH antibodies (Fig. 4, lanes 1-5). The electropho-
retic mobility of the immunoreactive species was iden-
tical to that observed for highly purified BADH (Fig. 4,
lane *) and corresponded to a molecular mass of 62 kDa.

As shown in Fig. 4, ahybadhi7 mRNA and BADH
protein are present in treated and untreated amaranth
leaves. The levels of the ahybadhl7 transcript in treated
leaves remained above the controls throughout the [24-
h exposure period. with a significant increase observed
within | h from the start of the osmotic treatment.
Western blot analyses also showed a relative change in
the content of BADH protein after 1 h of treatments
(Fig. 4).

In order to obtain a more accurate estimate of changes
in ahybadh!7 transcript and protein levels, a densitomet-
ric analysis of Northern and Western blots was per-
formed. The relationship between the expression level
of the ahybuadhi7 gene and the ievel of BADH protein,
during 24 h exposure to the different treatments, is given
as a histogram in Fig. 4 (top). The maximum reponse
was observed in the NaCl-treated leaves, where 6 h after
treatment the BADH protein content was 6-fold higher
than at the beginning of the experiment. In PEG- and
ABA-treated leaves, the levels of BADH protein had a
4-fold increase with respect to levels at the start of the
experiment and  declined thereafter, although they
remained above the initial value throughout the 24-h
treatment period (Fig. 4). Qur results in amaranth are
consistent with the expression pattern of BADH tran-
script and protein in other plants, where basal levels in
untreated tissues Increase upon osmotic  treatment
(Weretilnyk and Hlanson, 1990; McCue and Hanson,
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Fig. 4. Northern and Western blot analyses of afirhadhi 7 gene and BADH protein expression in amaranth {cuves, Total RNA or soluble protein
were extracted trom untreated amaranth leaves (CONTROL) or treated with 17.5% (wjv) PEG (PEG). 500 mM NaCl (NuCl) or 100 rM ABA
(ABA}) al the indicuted times. RNA extracts (40 pg) were fractionated in o formaidehyde-1.2% agarose gel und capillary translerred (o a nylon
membrane. The blot was hybridized using standurd protocols (Sumbrook et al.. 1989) with the amaranth uhyhadhti7 cONA as 4 probe or with a
ribosomul gene-tragment from Phasevius vidgaris. Pratein extructs {20 pg of 40-60% ammonium suifate Iraction] were fractionated in « 10%
SDS-PAGE gel. clecirotransierred and immunobloted. BADH protein was detected with anti-amaranth BADH polyclonal antibodies by ECL.
Corresponding RWC values (%) are indicated below euch lane. Top. Quantification of the ahyhudh transcript (solid burs) and BADH protein (open
bars} relative levels during 24 h exposure 10 17.5% PEG, 500 mM NuCl. or 100 pM ARA. Autoradivgrams and immunoblots were scunned using
4 Juser-beam densitometer und the relative signals fof each lane were plotted uller standardizanon. Treated samples were assigned relative levels
atler companison with CONTROL tuntreated ) samples { taken as 100%) at each tlime point. Northern biots were re-probed with u 285 ribosomal
gene fragment from Phavealus velgaris and the relative transeript levels were then standardized with respect to the hybridization with the latter
probe. The refutive BADH pratein content was determined by reference o the density of the band observed at zero time of each treatment,

1992; Ishitani et al.. 1995; Wood et al.. 1996; Nakamura in amaranth there is a fumily of badh genes, as in sugar 3
et al., 1997), beet (McCue and Hanson. 1992) and sorghum ( Wood 364

The inital increases in ahybadhl7 transcript levels et ak, [99G). another member of the family could be 35
may suffice for the increases in BADH protein observed also expressed under our experimental conditions. Thus, 366
during the course of the experiment. Alternatively, since the induction of alypbadh transcript (Fig, 4) can be 397
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attributed to ahybadhi7 but the possibility that the
ahybadhd gene could also be regulated by stress cannot
be excluded.

To assess the degree of water deficit imposed to the
leaves by the different treatments, their RWC was deter-
mined. As expected, RWC vaiues remained constant
during the experiment in control- and ABA-treated
leaves, while those of PEG- and NaCl-treated leaves
declined (Fig. 4). [t is interesting that a relatively smaller
decrease in the RWC of leaves treated with NaCl is able
to trigger a higher accumulation of the BADH transcript
and protein (Fig. 4). This might result from the com-
bined effect of osmotic stress and ion toxicity caused by
the treatment with 500 mM NacCl.

Finally, our results show that in detached leaves of
amaranth the expression of the aAybadhi?7 gene and the
amount of BADH protein respond rapidly to osmotic
stress or to exogenous ABA (Fig. 4). Previous abserva-
tions of increases in the levels of BADH mRNAs or
BADH protein in spinach (Weretilnyk and Hanson,
1990), sugar beet (McCue and Hanson, 1992), barley
{Arakawa et al., 1992; [shitani et al., 1995), sorghum
{Wood et al., 1996) and rice (Nakamura et al., 1997)
leaves were made after much longer periods of exposure
to the stress conditions. The shortest time in which the
response was observed was |2 h (Ishitani et al., 1995).
Our present resuits are consistent with the reported
rapid accumulation of glycinebertaine in detached ama-
ranth leaves observed 2 h after the onset of water deficit
(Valenzuela-Sato and Mufoz-Clares, 1994).

3.6. Conclusions

(1) A compiete gene and a homologous full-length
¢DNA from A. hypochondriacus coding for BADH
have been cloned and sequenced.

{(2) The amaranth BADH encoded products are almost
identical among them and more closely related to
dicotyledonous than monocotyledonous BADH
deduced sequences.

(3) The ahybadhi7 gene and BADH protein are rapidly
accumulated in amaranth leaves in response (o
short-term exposure to osmotic stress or {0 exoge-
nous ABA, although response is stronger to NaCl
treatment.
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