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RESUMEN

Se hizo un analisis comparativo entre 18 secuencias de aminoaci-
dos de enzimas Betaina Aldehido Deshidrogenasas (BADH), que par-
ticipan en la sintesis del osmoprotector glicina betaina, en algunas
especies vegetales pertenecientes a familias econdmicamente impor-
tantes, como Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Brassicaceae, Acant-
haceae y Poaceae. El objetivo fue estudiar la evolucién molecular de
la via de sintesis de la glicina betaina y de los genes que codifican pa-
ra las enzimas que en ella participan, a fin de definir estrategias que
permitan transferir la via de sintesis a especies de interés agronémico
que carecen de la misma, y asi conferirles tolerancia a sequia, salini-
dad y frio. La comparacion de las secuencias y el analisis filogenético
se llevd a cabo con los programas de computo ClustalX y ClustalW.
Se encontré que las proteinas BADH de especies dicotiledoneas estan
filogenéticamente mas relacionadas entre si que con aquéllas de mo-
nocotiledéneas. Las BADHs de amaranto (Amaranthus hypochondria-
cus L.) mostraron entre si solo 12 aminoacidos sustituidos (98 % de
identidad), lo que sugiere que la evolucién de dichas enzimas consti-
tuye un evento relativamente reciente. La estructura y la secuencia
codificadora de los genes BADH de amaranto (dicotiledénea) y de
arroz (Oryza sativa L.) (monocotiledénea) se ha conservado a través
del proceso evolutivo; sin embargo, en el gen del arroz algunos de los
intrones son mas pequeiios. Las evidencias sugieren que las enzimas
BADH de plantas han divergido en el sitio donde realizan su activi-
dad, en los cloroplastos y los peroxisomas

Palabras clave: Evolucion, genes, betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH), osmoproteccion.

SUMMARY

A comparative analysis among 18 Betaine Aldehyde Dehydro-
genase (BADH) amino acid sequences was done. BADH enzymes par-
ticipate in the synthesis of glycinebetaine osmolyte in plant species of
economic importance, such as in Chenopodiaceae, Amaranthaceae,
Brassicaceae, Acanthaceae and Poaceae. The molecular evolution of
glycinebetaine synthesis pathway and the involved genes, in relation
to regulatory sequences and intracellular localization, were analyzed
as a step toward molecular genetic manipulation of the betaine path-
way in plants. The amino acid sequence analyses and phylogenetic
tree construction were based on sequence alignment obtained with
the ClustalX and ClustalW software. The deduced amino acid se-
quences show that BADH enzymes of dicotyledonous species are
closely related. Dicotyledonous and monocotyledonous BADH en-
zymes are phylogenetically distant. The homology between two
BADHs from amaranth (A. hypochondriacus) was high (98 %), with
only 12 amino acid substitutions. This suggests that the evolution of
amaranth BADHs constituted relatively recent events. The BADH
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gene structure and protein coding sequence were conserved during
evolution in amaranth (dicotyledonous) and rice (Oryza sativa L.)
(monocotyledonous); novertheless, the rice gene contain more small
size introns than the amaranth BADH gene. The plant BADH en-
zymes had significantly different subcellular localization, chloroplasts
and peroxisomes

Index words: Evolution, genes, betaine aldehyde dehydrogenase
(BADH), osmoprotection.

INTRODUCCION

Dobzhansky (1970) estableci6 que nada tiene sentido en
biologia, excepto bajo el prisma de la evolucion. La biolo-
gia molecular ha desarrollado los métodos necesarios para
descifrar la informacioén contenida en las cadenas de ADN
y de las proteinas, es decir, la secuencia lineal de los com-
ponentes de estas moléculas. Con ello se ha abierto el ca-
mino mas certero y eficaz para reconstruir la historia evo-
lutiva de los organismos. Los conceptos subyacentes al
proceso de reconstruccién histérica son los mismos en la
evolucién molecular que en la anatomia comparada, la pa-
leontologia y otras disciplinas semejantes. El proceso fun-
damental consiste en interpretar el grado de diferencia en
términos de distancias filogenéticas. Pero los estudios mo-
leculares tienen una ventaja notable sobre la anatomia
comparada y las otras disciplinas clasicas, de que la infor-
macion es cuantificable; el nimero de elementos diferentes
puede ser exactamente determinado al comparar las cade-
nas de ADN o de proteina entre dos especies, simplemente
alineandolas y contando las diferencias (Ayala,1987).

Ambas moléculas informativas (ADN y proteinas) pro-
porcionan informacién no s6lo sobre la topologia de la
evolucion (las relaciones entre especies), sino también so-
bre el nimero de cambios que han ocurrido en un linaje
particular (Lewin, 1999).

Los organismos ancestrales que vivieron hace tres mil
millones de afios 0 méas tenian pocos genes. A partir de tan
modestas cantidades de informacién genética han evolucio-
nado miriadas de clases de organismos con estructuras
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genéticas (genomas) que tienen centenares de millones y
millares de millones de nucleétidos de longitud. El aumen-
to en el nimero de genes desde los organismos mas sim-
ples a los mas complejos se hace evidente en los organis-
mos actuales, por la diferencia que existe entre los proca-
riotas y los eucariotas (Graur y Li, 2000).

A partir del desarrollo de las técnicas de ADN recom-
binante y de los métodos de secuenciacién automadtica y
bioinformatica, se han abordado de manera sistematica los
proyectos de secuenciacién de genomas de diferentes espe-
cies procariotas y eucariotas que permiten determinar con
gran precision el tamafio de su genoma y el nimero de ge-
nes. En la actualidad pueden contabilizarse 56 genomas
totalmente secuenciados y publicados (10 de arquebacte-
rias, 41 de bacterias y 5 de eucariotas: S. cerevisiae,
C.elegans, D. melanogaster, A.thaliana'y H. sapiens).
La bacteria E. Coli cepa K12 tiene un genoma de 4639 kb
y aproximadamente 1000 genes, mientras que los euca-
riotes como S. cerevisiae presenta un genoma de 12 Mb
con alrededor de 5800 genes; el genoma de C. elegans
tiene 97 Mb y un nimero estimado de 19099 genes; D.
melanogaster tiene 180 Mb y 13601 genes; A. thaliana,
125 Mb y alrededor de 25498 genes; en tanto que H. sa-
piens tiene un genoma de 3000 Mb y entre 31780 y 39114
genes (Monfort ef al., 2002).

Los nuevos genes y otras secuencias definidas de ADN
pueden aparecer a través de una gama de procesos como
son la recombinacion, duplicacién, delecion, sustitucion,
insercion o inversién de regiones especificas de ADN. Es-
tos procesos estan integrados uno dentro del siguiente. El
proceso de elongacion genera genes sencillos por repeti-
cién una tras otra de unidades constituidas por sélo unos
pocos nucleétidos (a menudo entre nueve y doce), seguido
por una divergencia gradual de las unidades repetidas ori-
ginalmente idénticas. Los genes originados independiente-
mente por elongacién se combinan entre ellos para dar lu-
gar a genes mayores con funciones complejas. El total de
estos genes e incluso familias de genes puede duplicarse
(Lewin, 1999).

Zuckerkandl y Pauling (1962, 1965) fueron los prime-
ros en proponer que el ritmo de sustituciones de amino4ci-
dos y nucleétidos en la evolucién de un organismo podria
ser constante en el tiempo. En tal caso las macromoléculas
de informacién podrian constituir un reloj molecular de la
evolucién. Esta notable hipdtesis ha revolucionado la re-
construccién de la historia evolutiva y la datacién de los
sucesos evolutivos. El razonamiento de los dos autores es
que muchas de las sustituciones en la secuencia de aminoa-
cidos pueden tener consecuencias funcionales relativamen-
te pequeiias, de manera que el nimero de cambios obser-
vados en la secuencia de amino4cidos de una proteina pue-
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da ser aproximadamente proporcional al tiempo evolutivo
transcurrido.

Esta propuesta fue establecida junto con otras que seri-
an tema dominante en los estudios de evolucién molecular
durante las dos décadas siguientes: 1) Que el ritmo de sus-
titucién en la secuencia de aminoicidos de una proteina
dada seria directamente proporcional al mimero de posi-
ciones que pueden experimentar sustituciones sin causar
una alteracion radical de la funcién; 2) Que el ritmo de la
evolucién morfoldgica se deberia en gran parte a los cam-
bios en la regulacién génica y no se reflejaria en el ritmo
de evolucion de la mayoria de las cadenas polipeptidicas, y
3) Como las sustituciones de aminoacidos funcionalmente
importantes son bastante raras, la frecuencia de las sustitu-
ciones evolutivamente significativas durante los periodos
de evolucién morfoldgica rapida pueden no diferir en gra-
do notorio de la frecuencia que se da durante los periodos
de evolucion lenta (Bryson y Vogel, 1965).

La teoria neutralista de la evolucién de las proteinas
propone que los ritmos de sustitucién de nucledtidos en el
ADN -y por tanto, de reemplazo de aminoicidos en las
proteinas- pueden ser aproximadamente constantes porque
la mayoria de esos cambios son relativamente neutros
(Kimura, 1987).

Los osmoprotectores (también llamados solutos compa-
tibles) ocurren en muchos organismos, desde las bacterias
hasta las plantas superiores y los animales. Son compues-
tos altamente solubles que no transportan carga neta a pH
fisiolégico y no son tdxicos a concentraciones altas. Sirven
para incrementar la presién osmotica en el citoplasma y
pueden también estabilizar las proteinas y las membranas
de las células cuando los niveles de sales o la temperatura
del ambiente son desfavorables. Los osmoprotectores jue-
gan, por tanto, un papel muy importante en la adaptacién
de las células a varias condiciones ambientales adversas.

La manipulacién metabdlica de la acumulaciéon de os-
moprotectores ha atraido el interés de los ingenieros gené-
ticos como una forma para mejorar la resistencia al estrés
de los cultivos. Uno de los objetivos fundamentales es la
ingenieria de la via de sintesis de la glicina betaina, un po-
tente osmoprotector que ocurre ampliamente entre las plan-
tas, que incluyen algunas especies pertenecientes a familias
econémicamente importantes como Chenopodiaceae, Ama-
ranthaceae, Brassicaceae, Acanthaceae, Malvaceae, Com-
positae y Poaceae.

Las plantas sintetizan glicina betaina via la oxidacién
de la colina, en dos pasos. El primer paso es catalizado
por una colina monooxigenasa (CMOQ), una enzima depen-
diente de ferredoxina que produce la forma hidratada de la
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betaina-aldehido. El segundo paso es mediado por la enzi-
ma betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), dependiente
del cofactor NAD* (Brouquisse er al.,1989; Burnet et
al.,1995). En E. coli el primer paso es catalizado por la
colina deshidrogenasa (CDH) y la conversién a glicina be-
taina es realizada tanto por la CDH como por una BADH
(Landfald y Strom, 1986; Lamark et al., 1991).

Existen reportes del aislamiento de genes que codifican
para la BADH en E. coli (Boyd et al., 1991), arroz (Oryza
sativa L.) (Nakamura et al., 1997), espinaca (Spinacea
oleraceae L.)( Shu et al., Institute of Genetics, Academia
Sinica, Plant Biotechnology Laboratory, Beijing, China) y
amaranto (Legaria et al., 1998) y los ADN complementa-
rios (ADNc) de espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1990),
remolacha (Beta vulgaris L.) (McCue y Hanson, 1992),
cebada (Hordeum vulgare L.) (Ishitani et al., 1995; Na-
kamura y Takabe, Graduate School of Bioagricultural
Sciences, Nagoya University, Nagoya Japan), sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench.) (Wood et al., 1996), Atri-
plex hortensis (Xiao et al., Institute of Genetics, Academia
Sinica, Plant Biotechnology Laboratory, Beiging China),
Atriplex prostrata (Wang y Showalter, Ohio University,
Athens USA), Atriplex centralasidtica (Yin et al., Insti-
tute of Genetics, Academia Sinica, Plant Biotechnology
Laboratory, Beiging China), Avicennia marina (Hibino et
al., 2001), Arabidopsis thaliana (Theologis et al., Plant
Gene Expression Center/USDA-U.C Berkeley, California
USA; Town et al., The Institute of Genomic Research,
Medical Center, Rockville USA), amaranto (Amaranthus
hypochondriacus L.) (Legaria et al., 1998), trigo ( Li et
al., College of Life Sciences, Shandong Agricultural Uni-
versity, Shandong China) Suaeda liaotungensis (Li et al.,
Bioengineering Department, Dalian University of Tech-
nology, Liaoning China) y el ADNc parcial de arroz (Na-
kamura et al., 1997). En dichas plantas la actividad de la
enzima y la transcripcién son inducidos por estrés hidrico,
salinidad o frio, coincidente con un incremento en los ni-
veles de glicina betaina.

Durante la evolucién o durante la colonizacién de nue-
vos nichos ecoldgicos las plantas y otros organismos han
estado sujetos a la presion de seleccién debida al estrés en
un ambiente cambiante. Para contrarrestar los efectos del
estrés osmotico (escasez de agua, salinidad de los suelos o
bajas temperaturas) algunas especies vegetales han desarro-
llado estrategias adaptativas, como la acumulacién de so-
lutos compatibles.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la evolu-
cién molecular de la via de sintesis de la glicina betaina y
de los genes que codifican las enzimas que en ella partici-
pan, lo que permitiria definir estrategias para transferir los
genes a especies de interés agronémico que carecen del
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osmoprotector y asi conferirles tolerancia a sequia, salini-
dad y frio.

MATERIALES Y METODOS

Se hizo una busqueda de secuencias reportadas para la
proteina BADH en la literatura, y en las bases de datos del
Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) y del
Swiss-prot/trEMBL  (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/). De
ella se seleccionaron 18 secuencias porque incluyeron a
todas las especies reportadas, y por su localizacion intrace-
lular. En el Cuadro 1 se indican el organismo, el nimero
de acceso y los autores.

Para determinar el nimero de aminodcidos sustituidos
y el porcentaje de identidad entre las diferentes secuencias
BADH, se realizaron alineamientos con el programa
FASTA (http://www.ebi.ac.uk) y para construir el dendo-
grama correspondiente se hizo un alineamiento miltiple de
las secuencias de las diferentes especies mediante los pro-
gramas de cémputo ClustalX y ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk), que integran métodos de alinea-
miento progresivo multiple de secuencias. Ambos progra-
mas se basan en el célculo de distancias (porcentaje de di-
vergencia) entre todos los pares de secuencias de un ali-
neamiento multiple y luego aplican el método NJ (Neigh-
bor-Joining, por unién al vecino mas cercano) para cons-
truir una matriz de distancias. Finalmente, los dos progra-
mas pueden realizar un anilisis para estimar la robustez
del arbol generado (Bootstrapping) (Mount, 2001). La di-
ferencia entre los dos métodos consiste en que ClustalW
asigna un peso (o valor) determinado a cada alineamiento
de pares de secuencias, mientras que ClustalX no lo hace.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia deducida de aminoéicidos de la proteina
AHY4 de Amaranthus hypochondriacus L. mostr 12 sus-
tituciones de amino4cidos con respecto a AHY17, 297 sus-
tituciones en relaciéon con la BADH de E. coli y 101, 110,
91, 87, 120, 82, 82, 82, 119, 104, 150, 196, 154, 137 y
136 sustituciones de aminoacidos con proteinas BADH de
Arabidopsis thaliana, Atriplex hortensis, Atriplex prostra-
ta, Atriplex centralasidtica, espinaca, remolacha, Suaeda
liaotungensis, Avicennia marina, arroz, sorgo, cebada, y
trigo, respectivamente (Cuadro 2).

La identidad de tales secuencias BADH indica una di-
vergencia relativa entre plantas dicotiledoneas y monocoti-
led6neas, y probablemente un origen evolutivo comin de
las enzimas de plantas y de bacterias. Wolfe et al. (1989)
sugieren que las monocotiledéneas y dicotiledoneas diver-
gieron desde hace 200 millones de afios, aproximadamen-
te. Las BADH se han reportado en bacterias y plantas
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Cuadro 1. Organismo, nimero de acceso a la base de datos y autores de las secuencias de proteinas utilizadas para los alineamientos.

Organismo Nimero de acceso Autor
E. coli (ECOLI) sp|Pl7445, M77739 Boyd et al. (1991)
Arroz (ORYSA) sp|O24174, AB001348 Nakamura et al. (1997)
A. hortensis (ATRHO) sp|P42757, X69770 Xiao et al; Institute of Genetics,
Academia Sinica, Beiging, China
A. prostrata (ATRPR) tr|Q8RX99, AY082068 Wang y Showalter; Ohio
University, Athens, USA
A. centralasiatica (ATRCE) tr|Q8L811 Yin et al; Institute of Genetics,
Beiging, China
A. marina (AVMARI1) tr|Q94LA0 Hibino et al. (2001)
(AVMAR2) tr|Q9FRY2 Hibino et al. (2001)
A. thaliana (ARATH1) sp|Q9S795 Theologis et al. Plant Gene Expression
Ceter/USDA, Berkeley California, USA
(ARATH2) tr|Q9STSl Town et al; The Institute of Genomic
Research, Medical Center, Rockville, USA
Amaranto (AHY4) tr|022477, AF000132 Legaria et al.(1998)
(AHY17) sp|004895, AF017150 Legaria et al. (1998)
Cebada (HORVU1) tr|Q94 ICl, AB063178 Nakamura y Takabe; Graduate School
Of Bioagricultural Sciences, Nagoya,
University, Japan
(HORVU2) sp|Q40024, D26448 Ishitani et al. (1995)
Espinaca (SPIOL) sp|P17202, M31480 Weretilnyk Hanson (1990)
Remolacha (BETVU) sp|P28237, X58463 McCue y Hanson (1992)
Sorgo (SORBI) tr|Q43829, U12196 Wood et al.(1996)
S. liaotungensis (SUALI) tr|Q8W5Al Li et al; Bioengineering Department,
Dalian University of Technology, China
Trigo (TRIAE) tr|Q8LGQ9 Li et al; College of Life Sciences,

Shadong Agricultural University, China

pero no en animales y levaduras; en estos ultimos orga-
nismos se han encontrado proteinas relacionadas conocidas
como Aldehido Deshidrogenasas (ALDHs).Las ALDHs
representan un grupo de enzimas capaces de oxidar aldehi-
dos tanto aromaticos como alifaticos, involucrados en di-
versos procesos fisiolégicos. Son altamente inespecificas
para un sustrato, y se distinguen tres prototipos: ALDHs
citosolicas dependientes de NAD™* , formas mitocondriales
codificadas por genes nucleares, y enzimas inducibles de-
pendientes de NADP* (Boyd et al., 1991).

En un anilisis comparativo entre secuencias BADHs y
ALDHs de diferentes organismos Boyd er al. (1991) y
Habenicht et al. (1994), sugirieron que ambas proteinas
tienen un origen ancestral comin debido a que muestran
similitudes tanto estructurales como funcionales, cuyo ori-
gen se debe a duplicaciones en un gene ocurridas antes o
poco después de la separacién de las eubacterias y los eu-
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cariotes. Los mismos autores proponen que la proteina
ALDH ancestral era una enzima no especializada que utili-
zaba multiples aldehidos como sustrato. Este tipo de enzi
mas ha sobrevivido en organismos animales y levaduras,
pero en las plantas y las bacterias han evolucionado
ALDHs un tanto sustrato especificas, como las BADH.

Probablemente la especificidad de sustrato de las
BADH se originé dos veces durante la evolucion, pues dio
como resultado las BADH de bacterias y las BADH de las
plantas superiores (Habenicht, 1994). El concepto de evo-
lucién de la especificidad de sustrato de las BADHs no es-
td muy claro, pues recientemente Vojtechova et al. (1997)
y Trossat et al. (1997) demostraron que la BADH de ama-
ranto y de remolacha tienen alta afinidad por el sustrato
betaina aldehido asi como por aldehidos con carga positi-
va, y muestran actividad de aldehido deshidrogenasas,
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Cuadro 2. Niimero de aminodcidos sustituidos entre las secuencias BADH de diferentes especies. Arabidopsis thaliana (ARATHI y ARATH2); Atriplex
hortensis (ATRHO); Atriplex prostrata (ATRPR); Atriplex centralasidtica (ATRCE); espinaca (SPIOL); remolacha (BETVU); Suaeda liaotungensis (SUA-
Ll); amaranto (AHY4 y AHYI17); Avicennia marina (AVMARI y AVMAR2); arroz (ORYSA); sorgo (SORBI); cebada (HORVUI y HORVU2); trigo
(TRIAE); E. Coli (ECOLI).

ARATH1 ARATH2 ATRHO ATRPR ATRCE SPIOL BETVU SUALI AHY4 AHY17 AVMARI AVMAR2 ORYSA SORBI HORVU2 HORVUI TRIAE

ARATH2 105

ATRHO 129 147

ATRPR 123 140 16

ATRCE 121 139 23 11

SPIOL 119 139 53 45 49

BETVU 120 142 60 54 44 49

SUALI 120 141 60 54 50 57 56

AHY4 101 110 91 87 120 82 82 82

AHY17 102 116 93 85 85 82 86 82 12

AVMARI 122 138 138 130 130 128 138 125 119 118

AVMAR2 113 113 136 129 131 129 139 119 104 110 80

ORYSA 133 109 154 148 152 145 155 156 150 146 156 147

SORBI 182 178 203 189 194 198 204 201 196 190 197 196 143

HORVU2 150 149 155 151 157 152 159 166 154 148 174 160 89 148

HORVU1 127 141 148 143 145 146 144 145 137 142 153 150 140 192 156

TRIAE 128 142 150 145 147 145 146 146 136 144 154 150 136 191 152 7

ECOLI 324 327 315 318 309 300 305 322 297 297 320 319 304 348 325 317 316

mientras que en Avicennia marina las enzimas son especi- como trigo (TRIAE) y cebada (HORVU1), que carecen de

ficas para el sustrato betaina aldehido (Hibino et al.,2001). la sefial SKL y son presumiblemente cloroplasticas (Figura

El anilisis filogenético de la superfamilia de las ALDHs 1, Cuadro 3). El tercer grupo lo conformaron secuencias

reveld un complejo patrén evolutivo, con numerosas ramas correspondientes a Arabidopsis thaliana, una dicotiledonea

grandes que incluyen genes de eubacterias y eucariotas, o de la familia Brassicaceae. Dentro de este grupo la protei-

ambos, que codifican enzimas especificas o no especificas na ARATH2 lleva la sefial SKL y ARATHI1 es un precur-

para un sustrato aldehido particular. Dicha topologia su- sor cloroplastico. El cuarto grupo lo integraron las espe-

giere una emergencia concomitante de multiples especifici- cies dicotiledoneas pertenecientes a las familias Chenopo-

dades de sustrato de ALDHs no especializadas, durante diaceae (ATRHO, ATRPR, ATRCE, SPIOL, BETVU),

una fase evolutiva temprana de intensa diversificacién me- Amaranthaceae (SUALI, AHY4, AHY17) y Acanthaceae

tabdlica (Habenicht, 1994). (AVMARI1, AVMAR?2). La mayoria de las BADH de este

grupo son presumiblemente cloroplasticas, salvo AV-

A juzgar por la relativa conservacion de las secuencias, MAR?2 que porta la sefial SKL (Figura 1, Cuadro 3).

dirfase que la BADH es una proteina que evoluciona rapi-

damente. Todas las especies estudiadas en este trabajo El dendograma establece una clara divergencia entre

comparten el mismo residuo en sélo 106 de las 489 posi- las BADH de especies monocotiledéneas y las BADH de

ciones comunes a todas las secuencias. Este grado de especies dicotiledoneas. También indica que la divergen-

homologia (22%) es caracteristico de proteinas que evolu- cia es mayor entre especies, géneros y familias que de-

cionan muy rapidamente (Ayala, 1994). ntro de géneros y dentro de especies. Dentro de las espe-

cies monocotiledoneas las BADHs que portan la sefial SKL

En la Figura 1 se muestra un dendograma de relaciones (presumiblemente con actividad en los peroxisomas),

entre proteinas BADH de especies pertenecientes a las fa- agruparon a mayores distancias que las correspondientes

milias Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Brassicaceae, cloroplésticas, lo que sugiere una mayor diversificacion en

Acanthaceae y Poaceae. Las secuencias formaron cuatro las primeras. Ademés, las proteinas BADH de especies

grupos bien definidos. Un primer grupo lo constituyeron monocotiledéneas, en general, agruparon a mayores dis-

las BADHs correspondientes a especies de la familia Poa- tancias en relaciéon con las distancias que agruparon las

ceae (monocotiledonea): cebada (HORVU2), sorgo (SOR- BADH de especies o de familias de dicotiled6neas, lo que

BI) y arroz (ORYSA), en cuyo extremo carboxilo-terminal indica una mayor tasa de cambio, divergencia o evolucién

portan el tripéptido SKL (Figura 1, Cuadro 3), una sefial en las primeras.

que dirige preproteinas a peroxisomas. El segundo grupo,

muy relacionado con el primero, quedd integrado por se- El nimero de aminoécidos sustituidos entre las dos

cuencias BADH también de especies de la familia Poaceae BADHs de amaranto (12 aminoicidos), entre las tres
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Figura 1. Dendograma de relaciones entre proteinas BADH. La comparacion se realizé con base en los alineamientos de secuencias de aminodcidos obtenidos me-
diante el programa de computo ClustalX y ClustalW (http://www.ebi.ac.uk). Las secuencias de aminodcidos que se incluyeron en la comparacion son de las mono-
cotiledoneas (HORVUI y HORVU?2, cebada; ORYSA, arroz; SORBI, sorgo y TRIAE, trigo), de las dicotiledoneas (ARATHI y ARATH?2, Arabidopsis thaliana;
ATRHO, Atriplex hortensis; ATRPR, Atriplex prostrata; ATRCE, Atriplex centralasidtica; SPIOL, espinaca; BETVU, remolacha; SUALI, Suaeda liaotungensis;
AHY4y AHY17, amaranto y AVMARI y AVMAR?2, Avicennia marina ) y de la bacteria (ECOLI, E. coli). La longitud de la barra de la escala de distancias genéti-
cas corresponde a 0.05 de divergencia entre las secuencias (el niimero de posiciones no apareadas en un alineamiento dividido por el niimero total de posiciones
apareadas). Los niimeros en las ramas del drbol indican el niimero de veces en que la topologia de una rama particular se repite durante el andlisis de robustez del
drbol. (C) precursor cloropldstico, (P) con la sefial SKL en el extremo carboxilo-terminal.

ahy4 ATG

1kb

orysa ATG

Figura 2. Comparacion de la estructura de los genes que codifican para la BADH de amaranto (ahy4) y arroz (orysa). Las barras negras verticales denotan los
exones y la linea horizontal los intrones y secuencias de los extremos 5'y 3'.
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BADHs de Atriplex (11-23 aminoacidos) y entre las
BADHs TRIAE y HORVU1 (7 aminoécidos) de trigo y
cebada, respectivamente (todas precursoras cloroplasti-
cas), fue muy bajo en comparacion a las de otras especies,
lo que hace suponer que la evolucion de dichas enzimas
constituye un evento relativamente reciente. Finalmente,
las secuencias de aminoicidos de las BADHs de Amarant-
hus hypochondriacus estan mas relacionadas con BADHs
de las familias Amaranthaceae, Chenopodiaceae y Acant-
haceae que con la Poaceae, como se muestra en el dendo-
grama (Figura 1), lo que esti de acuerdo con las relaciones
filogenéticas.

Nakamura et al. (1997) reportaron la clonaciéon y se-
cuencia del gene que codifica para la BADH de arroz. El
gene contiene 14 intrones y la secuencia de nucleétidos de
la regién codificadora mostr6 ser altamente similar a la
BADH de otras plantas. En el presente trabajo, al compa-
rar las secuencias gendémicas entre amaranto (ahy4) y arroz
(orysa) se detect6 que la posicion de los intrones esti con-
servada en ambas especies, aunque su tamafio y secuencia
es diferente (Figura 2); esto es explicable dada la falta de
presion de seleccion sobre los intrones, como ya se ha ob-
servado en numerosos casos (Graur y Li, 2000).

La longitud del gene ahy4 de amaranto es de 8998 pb
mientras que la longitud del gene orysa de arroz es de
4428 pb, que representa s6lo 49.21 % de la secuencia del
primero. Dicha diferencia se debe fundamentalmente a que
algunos de los intrones del gene de arroz son mas cortos
que los de amaranto. En amaranto la longitud de los intro-
nes varia de 75 a 2723 pb, y comprenden 5624 pb de la
secuencia total, mientras que en el gene orysa la longitud
de los intrones comprende s6lo 2900 pb del total de su se-
cuencia. Al comparar la secuencia codificadora de ahy4
con la secuencia del gen oryza se detectd que la estructura
de los dos genes es semejante; ambos presentan 15 exo-
nes de igual tamafio con los sitios de ruptura, que corres-
ponden exactamente en las mismas posiciones, si bien los
14 intrones de orysa son mas cortos (Figura 2). Ello sugie-
re que los genes BADH de plantas dicotiledéneas y mono-
cotiled6neas descienden de un gene ancestral comin pero
que divergieron en algin punto del proceso evolutivo hace
aproximadamente 200 millones de afios (Wolfe er al.,
1989).

El decapéptido VTLELGGKSP vy los residuos circun-
dantes (Figura 3) presentes en AHY4 y AHY17, estan al-
tamente conservados entre las aldehido deshidrogenasas y
las BADHs, y se consideran parte fundamental del sitio
activo de la enzima y sitios de unién al cofactor NAD*
(Weretilnyk y Hanson, 1990; Boyd ef al., 1991; McCue y
Hanson, 1992; Wood et al., 1996). Su presencia en AHY4
y AHY17 sugiere que se trata de enzimas funcionales.
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Tanto el residuo glutdmico del decapéptido como la cis-
teina localizada a 34 residuos, han sido implicados en la
catlisis de las aldehido deshidrogenasas de mamiferos
(Pietruszko, 1989). Se ha propuesto que las secuencias al-
rededor del residuo cisteina confieren especificidad de sus-
trato. En enzimas aldehido deshidrogenasas se ha propues-
to la existencia del residuo cisteina en el sitio activo y se
considera esencial para su actividad, ya que el grupo SH es
el responsable de la oxidaciéon del aldehido (Tu-G-C y
Weiner, 1988; Kitson ef al., 1991) para formar un tiohe-
miacetal intermediario (Jacobi, 1963). Valenzuela-Soto
(Comunicacion Personal, 1994) consideré de interés de-
terminar si este aminodcido estd involucrado en la activi-
dad catalitica de la BADH de amaranto; encontré que el
acido 5-5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), un reactivo
especifico para grupos sulthidrilos, fue capaz de inactivar
a la enzima. Esta inactivacion se caracterizd y se encontrd
que la BADH de hojas de amaranto tiene residuos cisteina
esenciales para su actividad .

Vojtechova et al. (1997) y Trossat et al. (1997) demos-
traron que la BADH de amaranto y de remolacha muestran
alta afinidad por el sustrato betaina aldehido, asi como por
aldehidos con carga positiva, al mostrar actividad de alde-
hido deshidrogenasas. Dado que en amaranto se detectaron
tres secuencias relacionadas con la BADH, porque codifi-
can al menos dos de ellas para un polipéptido de peso mo-
lecular semejante (Legaria et al., 1998), es posible que al-
guna de las isoenzimas muestre especificidad por el sustra-
to betaina aldehido y que alguna de las isoenzimas restan-
tes tenga ademas afinidad por los aldehidos. La estructura
primaria de la BADH permitiria identificar residuos blanco
para modificacién por mutagénesis sitio-dirigida al probar
esta idea.

La biosintesis de la glicina betaina ocurre en los cloro-
plastos de la familia Chenopodiaceae (Hanson et al.,
1985). La BADH esta codificada por un gene nuclear (We-
retilnyk y Hanson, 1988) y la enzima se localiza en el clo-
roplasto (Weigel ef al., 1986). Rathinasabapathi et al.
(1994) también demostraron que plantas transgénicas de
tabaco que expresan los ADNc de espinaca y remolacha,
producen una BADH cloroplastica. Las secuencias deduci-
das de las BADHs de espinaca y remolacha contienen una
regiéon de aminoacidos QLFIDGE en los residuos 9 a 15.
La secuenciacion directa de la proteina madura extraida de
espinaca mostré que este péptido corresponde a su extremo
amino-terminal (Weretilnyk y Hanson, 1990). Esto indica
que la BADH cloroplastica tiene un péptido de transito ati-
pico de 8 aminoécidos, porque los péptidos de transito pa-
ra dirigir las proteinas al cloroplasto son de 30 a 50 ami-
noacidos (Keegstra et al., 1989; Berry-Lowe y Schmidt,
1991).
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236

ARATH1 PSLAAGCTAILKPSELASVTCLELADICREVGLPPGVLNVLTGFGSEAGAPLASHPGVDKIAF
ARATH2 PSLAAGCTAILKPSELASLTCLELADICREVGLPPGVLNILTGLGTEAGAPLASHPHVDKIVF 236
ATRHO PALAAGCTTVLKPSELASVICLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPIVSHPDIDKVAF 238
ATRPR PALAAGCTAVLKPSELASVTCLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPIVSHPDIDKIAF 236
ATRCE PALAAGCTAVLKPSELASVTCLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPIVSHPDVDKIAF 236
SPIOL PALAAGCTAVLKPSELASVTCLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPLVSHPDVDKIAF 233
BETVU PALAAGCTAVLKPSELASITCLEFGEVCNEVGLPPGVLNIVTGLGPDAGAPLARHPDVDKVAF 236
SUALI PALAAGCTAVLKPSELASVTCLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPLVSHPDVDKVAF 236
AHY4 PALAAGCSAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAF 236
AHY17 PALAAGCSAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAF 236
AVMAR1 PALASGCTAILKPSELASVTICLELAEVCMEVGLPPGVLNILTGLGPEAGAPLVTHPHVAKISF 232
AVMAR2 PALAAGCTAILKPSEIASVTCLELAQVCKEVGLPAGVLNILTGLGPEAGAPLASHPHVDKITF 235
ORYSA PALAAGCTAVLKPSELASLTCLELGGICAEIGLPPGVLNIITGLGTEAGAPLASHPHVDKIAF 238
SORBI PALAAGCTAVLKPSELASVSCLELGAICMEIGLPPGVFNVITGLGLKLVLHYPHIPCGIRLLL 229
HORVU2 PALAAGCTAVLKPSELASLTCLELGAICEEIGLPSGVLNIITGLGPDAGAPIASHPHVDKIAF 237
HORVU1 PALAAGCTAVLKPSELASVTCLELGDVCKEVGLPSGVLNIVTGLGNEAGAPLSSHPDVDKVAF 237
TRIAE PALAAGCTAVLKPSELASVTCLELGDVCKEIGLPSGVLNIVTGLGHEAGAPLSSHPDVDKVAF 237
ECOLI PALAAGNAMIFKPSEVTPLTALKLAEIYSEAGLPDGVFNVLPGVGAETGQYLTEHPGIAKVSF 226
ARATH1 TGSFATGSKVMT-AAAQLVKPVSMELGGKSPLIVFDD-VDLDKAAEWALFGCFWTNGQICSATS 298
ARATH2 TGSTTTGSSIMT-SAAKLVKPVSLELGGKSPIIVFDD-VDIDKAVEWTMFGCFWTNGQICSATS 298
ATRHO TGSSATGSKIMA-SAAQLVKPVTLELGGKSPVIMFED-IDIETAVEWTLFGVFWTNGQICSATS 300
ATRPR TGSSATGSKIMA-SAAQLVKPVTLELGGKSPVIMFED-IDIETAVEWTLFGVFWTNGQICSATS 298
ATRCE TGSSATGSKIMA-SAAQLVKPVTLELGGKSPVIMFED-IETVVAVEWTLFGVFWTNGQICSATS 298
SPIOL TGSSATGSKVMA—SAAQLVKPVTLELGGKSPIVVFED—VDIDKVVEWTIFGCFWTNGQICSATS 295
BETVU TGSSATGSKVMA~ SAAQLVKPVTLELGGKSPIIVFED—VDIDQVVEWTMFGCFWTNGQIQSATS 298
SUALI TQSSAT§SKVMG—SAAQLVKPVTLELGGKSPIIVFEDVVDLDVAAEWTIFGVFWTNGQIESATS 299
AHY4 TQSTATQSKVMS—SAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFED—VDLDKAAEWTAFGCFWTNGQIQSATS 298
AHY17 TGSTATGSKVMS-SAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFED-VDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSATS 298
AVMAR1 TQSDTTQVKIMT—AAAQLVKPVTLELGGKSPIVVFED*VDLDTAAEWTLFGCFWTNGQIgSATS 294
AVMAR2 TQSGATQSKIMT—AAAQLVKPVTLELGGKSPIVVFED—VDLDTAAEWTLFGCFWTNGQIQSATS 297
ORYSA TQSTETQKRIMI—TASQMVKPVSLELGGKSPLIVFDDV—DIDKAVEWAMFGCFANAGQVESATS 300
SORBI LQSTETQKRIMT—SAAQMVKPVSLELGGKSPLIVFDDIRDIDKAVEWTMFGILPNAGQVQSAAS 292
HORVU2 TGSTATGKT IMT-AARAQMVKPVSLELGGKSPLVTFDDVADIDKAVEWPMLGCFFNGGQVCSATS 300
HORVI1 TGSYATGOKIMV-AAAPTVKPVTLELGGKSPIVVFDDV-DIDKAVEWTLFGCFWTNGQICSATS 299
TRIAE TGSYATGQKIMV-AAAPTVKPVTLELGGKSPIVVFDDV-DIDKAVEWTLFGCEWTNGQICSATS 299
ECOLI TGGVASGKKVMANSAASSLKEVTMELGGKSPLIVFDD-ADLDLAADIAMMANFFSSGQVCTNGT 289

Figura 3. Posible sitio activo de la enzima BADH de diferentes especies. El decapéptido subrayado se considera el sitio activo de la enzima, se encuentra
muy conservado entre las BADHs de plantas (ARATHI y ARATH?2, Arabidopsis thaliana;, ATRHO, Atriplex hortensis; ATRPR, Atriplex prostrata; ATRCE,

Atriplex centralasidtica; SPIOL, espinaca;

BETVU, remolacha; SUALI, Suaeda liaotungensis; AHY4 'y AHY17, amaranto; AVMARI y AVMAR?2, Avicen-

nia marina; ORYSA, arroz; SORBI, sorgo; HORVUI y HORVU2, cebada; TRIAE, trigo) y de microorganismos (ECOLI, E. coli). Los aminodcidos circun-
dantes subrayados posiblemente estdn involucrados en la unién con el NADH.

La secuencia de aminoacidos deducida del gene ahy4 y
del ADNc ahyl7 , asi como las secuencias BADH de re-
molacha, Atriplex hortensis, Atriplex prostrata, Atriplex
centralasidtica, Suaeda liaotungensis, trigo y secuencias
de Avicennia marina, Arabidopsis thaliana y cebada mos-
traron la presencia de la secuencia conservada QLFIDGE
(Cuadro 3), lo que sugiriere una localizacion celular se-
mejante a la de la BADH de espinaca.
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Se ha reportado que la proteina ORYSA de arroz se lo-
caliza en los peroxisomas de la célula, dirigida probable-
mente por la secuencia carboxi-terminal SKL altamente
conservada (Nakamura et al., 1997). Este tripéptido estd
presente en algunas proteinas BADH reportadas tanto de
monocotiledéneas (ORYSA, SORBI, HORVU2) como de
dicotiledéneas (ARATH2, AVMAR2) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Comparacion de posibles péptidos de trdnsito para dirigir proteinas BADH al cloroplasto, y de secuencias C-terminal de proteinas BADH de
diferentes géneros. Las secuencias deducidas de aminodcidos del extremo N-terminal son comparadas con base en el sitio de procesamiento (RQ) y secuen-
cia N-terminal de la proteina madura (subrayado) de la BADH de espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1990). En las secuencias C-terminal se resalta el tripép-
tido SKL, una serial que dirige preproteinas a peroxisomas. En las referencias, tr'y sp significan que las secuencias se obtuvieron de las bases de datos

TrEMBL y SWISS-PROT, respectivamente.

Género Secuencia Secuencia Referencia
N-terminal C-terminal
Amaranthus MAIRVPSRQLFIDGEW KSP Legaria et al. (1998)
MAIRVPSRQLFIDGEW KSP Legaria et al. (1998)
Beta MSMPIPSRQLFIDGEW KSP McCue y Hanson, 1992
Spinacia MAFPIPARQLFIDGEW KSP Weretilnyk y Hanson, 1990
Atriplex MAFPIPARQLFIDGEW KSP Genebank x69770
MAFPIPVRQLFIDGEW KSP tr | Q8RX99
MAFPMPVRQLFIDGEW KSP tr | Q8L8T1
Avicennia MPTRQLEFIDGEW KSP tr | Q94LA0
MAIRIPSRQLFIDGEW KSPSKL tr | QI9FRY2
Arabidopsis MAIPMPTRQLLFIDGEW KSPN tr | Q98795
MAFPIPVRQLFIDGEW KPPSKL tr | Q9STS1
Suaeda MSIPIPSRQLFIDGEW KSP tr | Q8W5A1
Triticum MVAPAAIPQRQLFIDGDW KAPAN tr | Q8LGQY
Hordeum MVAPAKIPQRQLFIDGED KAPAN tr | Q941Cl
MAAPPAIPRRGLF IGGGW QRPSKL Ishitani et al. (1995)
Sorghum MAAADVPRPSFIGGDW QPPSKL Wood et al. (1996)
Oryza MAAPSAIPRRGLF IGGGW RPPSKL Nakamura et al. (1997)

La informacién existente sugiere una diferenciacién en
la localizacién intracelular de las enzimas BADH en las
plantas, aunque en todos los casos las enzimas son codifi-
cadas por genes nucleares. Dado que en los peroxisomas o
en las mitocondrias se han detectado niveles mas altos de
NAD™ (el cofactor requerido por la BADH para su activi-
dad enzimatica) que en los cloroplastos, es posible que du-
rante el proceso de evolucién algunas proteinas BADH
puedan haber cambiado el lugar de su actividad para des-
arrollar una catalisis mas eficiente (Arakawa et al., 1990).

En algunas especies s6lo se han reportado secuencias
posiblemente cloroplasticas o secuencias que poseen la se-
fial SKL, por lo que cabe la posibilidad de que aquéllas
que poseen actividad enziméitica en ambos compartimentos
sean ya intermedias o terminales en el proceso evolutivo
(Hibino et al., 2001). En una misma especie, adema4s,
pueden existir formas alélicas que presenten actividad en
un tejido especifico, como lo demuestra el trabajo realiza-
do por Onofre et al. (2003).
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CONCLUSIONES

Los resultados indican que las proteinas BADH de
amaranto estin mas relacionadas filogenéticamente con
aquéllas de plantas dicotiledéneas que con las monocotile-
doneas. La identidad de las BADHs dentro de la especie
Amaranthus hypochondriacus fue muy alta (98 %, con s6lo
12 aminoacidos sustituidos), lo que sugiere que la evolu-
cion de dichas enzimas constituye un evento relativamente
reciente. La estructura y la secuencia codificadora de los
genes BADH de amaranto y de arroz se ha conservado a lo
largo del proceso evolutivo; sin embargo, en el gen de
arroz algunos intrones son mas pequefios y la secuencia de
los mismos es no homoéloga a la del gene de amaranto. En
las plantas superiores las proteinas BADH han divergido
en relacién al sitio en el que realizan su actividad dado que
algunas se localizan en los cloroplastos y otras en los pe-
roxisomas.
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