CLONACION, SECUENCIACION Y MAPEO CROMOSOMICO DE LASDOSFORMASDE LA
ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA TIPO COBRE-ZINC DE LA LEVADURA MARINA
Debaryomyces hansenii.
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Introduccion. La superoxido dismutasa (SOD) es una
enzima que se encuentra en |os organismos aerobios y juega
un papel central en el metabolismo de los radicales libres y
las especies reactivas de oxigeno. La SOD catdiza la
reaccion 20,+ 2H" ? H,0, + O, [1], sirviendo como primer
mecanismo de defensa antioxidante celular. El uso de las
levaduras marinas como fuente alterna para la obtencién de
SOD se basa en su presencia en cantidades significativas y
en su inusua actividad especifica [2]. La levadura marina
Debaryomyces hansenii presenta tres isoformas de la enzima
(2 homodimeros y un heterodimero) [2,3]. Hernandez
Saavedra [2] realizé un estudio sobre la clonacién de la
secuencia que codifica para una de las dos formas bésicas de
la CuZnSOD (SODC), denominada dh sod1. La presencia de
tres bandas de actividad puede interpretarse como la
expresion de un gen con dos alelos o de dos genes.

Objetivos. Clonar y secuenciar la dh sod2 en la levadura
marina D. hansenii, redlizar & tamizado de una libreria
gendmica (para conocer las secuencias promotoras y de
terminacion) y mapear ambas formas (dh sod1 y dh sod2) en
cromosomas separados el ectrof oréticamente.

Material y Méodos. La clonacion de la secuencia
codificante dh sod2 se realiz6 mediante PCR, usando como
templado ADNQg y primers disefiados a partir de la secuencia
de aminoécidos SODC2 pura [2]. Los productos de PCR
fueron ligados a vector pCR2.1. Para la titulacion y
tamizado de la libreria gendmica se utilizd6 como sonda la
secuencia clonada marcada con digoxigenina[4].

Resultados. Utilizando oligos especificos para la SOD2 se
obtuvieron amplicones de ~420 pbh. Mediante el andlisis de la
secuencia (Fig. 1) se encontré un 97% de homologia con la
dh sodl de S. cerevisiae, mientras que la homologia con la
dh sodl de D. hansenii solo fue del 69%. El andlisis de
conglomerados mostré la misma tendencia a compararse
con otras especies de levaduras marinas del mismo género y
otras relacionadas, segregandose en dos grupos principales:
marinas y terrestres, siendo en este Ultimo donde se agrupo
la dh sod2. Se obtuvieron varias clonas positivas de la
libreria gendémica, 2 de las cuales fueron secuenciadas,
obteniéndose dos registros de 656 y 660 bases, una de €llas
con homologia parcia a cromosoma VIl de S. cerevisiae.
Mediante la electroforesis de campo pulsante se logré

obtener un patrén no definido de cromosomas pequefios, uno
de los cuales hibridd con la sonda dh sod2 marcada con
digoxigenina.
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Fig. 1. Secuencia parcial de nucledtidos (420 pb) de la region
codificante del gen dh sod-2 de D. hansenii (NCBI AY116213) y su
correspondiente secuencia tedrica de aminoacidos .

Conclusiones. En la levadura marina D. hansenii existen dos
secuencias que codifican las SODC 1y 2 observadas en geles
de actividad. Reportes de expresiéon diferencial de ambos
genes bajo condiciones de estrés dados por compuestos
clorados [2,5] y metales [5], ponen de manifiesto su probable
origen génico. La secuencia dh sod2 obtenida present6 una alta
homologia con la de S. cerevisiae, asi como la formacion de
clusters que incluyen solo a las especies marinas (dh sodl), o
terrestres (dh sod2). La presenciay funcion de estos dos genes
en lalevadura son probablemente el resultado de |a adaptacion
de este microorganismo a ambientes marinos y terrestres
durante su evolucién, lo cua explica en cierta medida el papel
que juegan ambas formas de la enzima (dh sod1 y dh sod2) de
lalevaduramarina.
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