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Introducción

Serratia marcescens es una bacteria halófila moderada capaz de sintetizar
numerosos productos extracelulares que incluyen exoenzimas y
metabolitos secundarios1. En los últimos años S. marcescens ha sido
relacionada con una función en biorremediación debido a su gran
capacidad para producir enzimas hidrolíticas de potencial interés
industrial. La enzima histidín amonio-liasa (HAL) cataliza el primer paso
en la vía de degradación no oxidativa de la L-histidina. En este trabajo se
ha buscado el gen que codifica para la HAL en S. marcescens con la
finalidad de clonarlo y estudiar su expresión soluble. La clonación se hizo
mediante la técnica ¨sin costura¨ (In-Fusión)2 (Figura 1), linealizando el
plásmido pBBM353 con las enzimas de restricción NdeI y BamHI (Figura
2) y amplificación por PCR del gen hal de SmH1 (Figura 3).

Figura 1. Clonación In-Fusion.
(A) Mezcla de reacción. (B)
Alineamiento del producto de
PCR y actividad exonucleasa 3’
sobre la región monocatenaria (C)
Las mellas se sellan después de la
transformación de E. coli.
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Figura 4.. Representación del
plásmido recombinante pJHV105
con el gen hal de SmH1 clonado.

Tipo
Cambio en 

la 
secuencia

Número de 
secuencias

Nombre de las secuencias

0
10

SmATCC13880HAL, SmCAV1761HAL, 
SmAR_0099HAL, SmAR_0124HAL, 
SmWVU_010HAL, SmUMH3HAL, 

SmWVU_004HAL, SmWVU_002HAL, 
SmAR0122HAL y SmAR0121HAL

1 A34G 8
Sm95HAL, SmBWH_35HAL, SmWVU_006HAL, 
SmUMH1HAL, SmUMH2HAL, SmUMH6HAL, 

SmUMH10HAL y SmUMH11HAL
2 Q38R 1 SmSGAIRO764HAL

3 P23S y S430I 1 SmAR_0091HAL

4 G322S 1 SmWVU_008HAL

5 S430I 4
SmAR_0027HAL, SmFDAARGOS65HAL, 

Sm12TMHAL y SmUMH9HAL

6 A34G y D71N 1 SmWVU_003HAL

Tabla 1. Secuencias de HAL encontradas en los 26 genomas de S.
marcescens. Los tipos de 1 a 6 representan secuencias con uno o dos
aminoácidos diferentes al tipo 0.

Figura 2. Linealización
del plásmido pBBM35
con NdeI y BamH1.

Figura 3. Amplificación
por PCR del gen hal de
SmH1.

Figura 5. Secuencia aminoácidica de la proteína HAL de
SmH1. Se resalta el primer aminoácido metionina (M
sombreada en verde), los 6 residuos de histidina en el extremo
C-terminal (sombreado en amarillo).

Tabla 2. Cambios en los tripletes utilizados por las cepas
SmH1 y Sm ATCC13880. Se indica la posición, con respecto
a la secuencia nucleotídica en la que sucede la mutación.

Figura 6. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas
en la purificación de la proteína recombinante
HAL de SmH1.

Figura 7. Curso de la reacción enzimática en
función del tiempo.

Resultados y Discusión

Se analizaron 44 genomas de S. marcescens de los cuales 26 mostraron secuencias compatibles con una probable histidín amonio liasa (HAL), que se agruparon en 7 tipos diferentes en
base a la secuencia aminoacídica (Tabla 1). La secuencia seleccionada perteneció al grupo de secuencias tipo 0, ya que posee la misma secuencia que la descrita como consenso para los
7 tipos. La secuencia seleccionada para diseñar los cebadores que amplifican el gen hal fue ATCC 13880. La cepa de S.marcescens utilizada en este trabajo es H1 (SmH1).

Utilizando el método In-Fusion se clonó el fragmento amplificado del gen hal de la cepa SmH1 en el plásmido de expresión pBBM353. El análisis por secuenciación reveló la
clonación direccional del gen en dicho plásmido, denominándose el nuevo vector recombinante pJHV105 (Figura 4). El análisis de la secuencia aminoacídica (Figura 5) mostró un
100% de homología con la secuencia primaria de las enzimas del tipo 0. Sin embargo, se encontraron 49 cambios en la secuencia nucleotídica, 48 de ellos en la tercera base del triplete
y 1 en la primera base. Además, de esos 49 cambios 40 son transiciones (16 A-T, 24 T-C) y 9 son transversiones (4 G-C, 2 G-T, 2 A-C y 1 AT) (Tabla 2). No queda claro si esta
variación se debe a que es un gen que se expresa poco en S. marcescens, o bien se trata de adaptaciones como simbionte, ya que también es una bacteria patógena.

Se expresó y purificó la enzima recombinante, obteniéndose una única banda en la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de masa aparente de 51 kDa (Figura 6).
Este tamaño muy similar al teórico esperado para el monómero a partir de su secuencia aminoacídica (54kDa). El ensayo cualitativo de actividad enzimática de HAL SmH1 evidenció
que la enzima se purificó de forma activa (Figura 7), siendo esta la primera enzima HAL del género Serratia descrita hasta la fecha.

Este proyecto ha sido financiado a través de los proyectos
UAL18-CTS-B032-A y PPUENTE2020/006
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AMINOÁCIDO MUTACIONES SILENCIOSAS
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