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Introduccién

Serratia marcescens es una bacteria haldfila moderada capaz de sintetizar
incluyen exoenzimas vy
metabolitos secundarios!. En los ultimos afios S. marcescens ha sido
relacionada con una funcidn en biorremediaciéon debido a su gran
capacidad para producir enzimas hidroliticas de potencial interés
industrial. La enzima histidin amonio-liasa (HAL) cataliza el primer paso
en la via de degradacion 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 expresion soluble. La clonacidn se hizo c
mediante la técnica “sin costura” (In-Fusion)? (Figura 1), linealizando el
plasmido pBBM353 con las enzimas de restriccién Ndel y BamHI (Figura
2) y amplificacion por PCR del gen ha/de SmH1 (Figura 3).
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Figura 1. Clonacién In-Fusion.
(A) Mezcla de reaccion. (B)
Alineamiento del producto de
PCR y actividad exonucleasa 3’
sobre la region monocatenaria (C)
Las mellas se sellan después de la
transformacion de £. coll.

Figura 2. Linealizacién
del pldsmido pBBMJ35
con Ndel y BamH]1.

Figura 3. Amplificaciéon
por PCR del gen halde
SmH]1.

Resultados y Discusion

Se analizaron 44 genomas de S. marcescens de los cuales 26 mostraron secuencias compatibles con una probable histidin amonio liasa (HAL), que se agruparon en 7 tipos diferentes en
base a la secuencia aminoacidica (Tabla 1). La secuencia seleccionada pertenecié 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 disefiar los cebadores que amplifican el gen Aa/ fue ATCC 13880. La cepa de S.marcescens utilizada en este trabajo es H1 (SmH]1).

Utilizando el método In-Fusion se cloné el fragmento amplificado del gen Aa/ de la cepa SmH1 en el plasmido de expresion pBBM353. El andlisis por secuenciacién revelé la
clonacion direccional del gen en dicho plasmido, denomindndose el nuevo vector recombinante pJHV105 (Figura 4). El analisis de la secuencia aminoacidica (Figura 5) mostro un
100% de homologia con la secuencia primaria de las enzimas del tipo 0. Sin embargo, se encontraron 49 cambios en la secuencia nucleotidica, 48 de ellos en la tercera base del triplete
y 1 en la primera base. Ademads, 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
variacion 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 patdgena.

Se expreso y purificé la enzima recombinante, obteniéndose una tnica banda en la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de masa aparente de 51 kDa (Figura 6).
Este tamafio muy similar al tedrico esperado para el mondmero a partir de su secuencia aminoacidica (54kDa). El ensayo cualitativo de actividad enzimatica de HAL SmH1 evidencid
que la enzima se purificd de forma activa (Figura 7), siendo esta la primera enzima HAL del género Serratia descrita hasta la fecha.
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SmISHAL, SmBWH _35HAL, SmWVU_006HAL, pJHV105 LFDAEDLFAAATVAGSLTVEAALGSRSPFDARIHEVRGQRGQIDAALAYRHL
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Tabla 1.

AMINOACIDO
G
GLICINA
A
ALANINA
\Y
VALINA
L
LEUCINA
I
ISOLEUCINA
F
FENILALANINA

P
PROLINA
Y
TIROSINA
S
SERINA
T
TREONINA
N
ASPARAGINA
Q
GLUTAMINA
D
ASPARTATO
E
GLUTAMATO
K
LISINA
R
ARGININA
H
HISTIDINA

Tabla 2. Cambios en los tripletes utilizados por las cepas
SmH1 y Sm ATCC13880. Se indica la posicidn, con respecto

G_G_A177
GGG
G_CG_102
GCC
GTCY
GTG
CUGS80
uuG
AUU360
AUC
UyU1038
UuucC

CCU*
CCG
UAC?»
UAU
UTUC420
UCA
ACU159
ACA
AAC225
AAU
CAG114
CAA
GAUS®
GAG
G_AA915
GAG
AAG1089
AAA
CGU234
CGC
CAC 123
CAU

Sm12TMHAL y SmUMH9HAL
SmWVU_003HAL

MUTACIONES SILENCIOSAS
GGU786 GGC873 GGC966 GGU1275
GGC  GGU  GGU GGC
GCA375 GCC536 GCG579 GCG1035
GCG  GCG  GCA GCA
GUC375 GUU393 GU AlOOS GUG1061
GUU GUC  GUG GUC
CucC 1476
CUA
CCA399 CCA861 CCG1206
CCG  CCG  CCA
UAU7"!

UAC

UCC#2  AGC#2  UCUS?
UCU  AGU  UCC
AAC?5

AAU

C AG597 C AA1473

CAA  CAG

G AU542 G AC1437

GAC  GAU

GAA96O GAA1059 GA_A1245
GAG  GAG  GAG
CGT348 CGC884 CGC1281
CGC  CGU  CGU

Secuencias de HAL encontradas en los 26 genomas de S.
marcescens. Los tipos de 1 a 6 representan secuencias con uno o dos
aminoacidos diferentes al tipo 0.
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Figura 5. Secuencia aminodcidica de la proteina HAL de
SmH1. Se resalta el primer aminodcido metionina (M
sombreada en verde), los 6 residuos de histidina en el extremo
C-terminal (sombreado en amarillo).

Figura 4.. Representacion del
plasmido recombinante pJHV105
con el gen ha/de SmH]1 clonado.
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Figura 6. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas
en la purificacion de la proteina recombinante
HAL de SmHI.

Figura 7. Curso de la reaccidon enzimadtica en
funcion del tiempo.
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