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Introducción.  Las tirosinasas son proteínas de unión a 
cobre tipo III, involucradas en la síntesis de melanina, han 
sido descritas en varios grupos filogenéticos(1), entre ellos 
se encuentra la bacteria R. etli. El gen melA de R. etli 
CFN42 se clonó y expresó en E. coli, el cual codifica para 
la proteína MelA de 609 aminoácidos, con actividad de 
tirosinasa(2,3). Se encontró una mutante espontánea 
(MelAc) con una mutación que causa un codón de paro, 
dando como resultado una proteína 106 aminoácidos más 
corta que MelA, la cual mantiene su actividad. En un 
análisis computacional se predijo la presencia de un 
posible péptido señal de 31 aminoácidos en la mutante 
MelAc, aunque aún no se ha comprobado su 
funcionalidad(4).  
En este estudio, se construyó una biblioteca de mutantes 
con versiones truncadas de la enzima MelAc, con el 
objetivo de identificar la secuencia mínima que codifique 
para una proteína con actividad de tirosinasa.  
 
Metodología . La biblioteca se construyó utilizando el 
método PCR delete-primer(5), el cual consiste en una 
mezcla de oligonucleótidos que difieren en tamaño por un 
codón, por lo que es posible obtener una librería de 
mutantes con 16 deleciones secuenciales en el extremo 
amino y carboxilo de la proteína (figura 1). Las primeras 
deleciones realizadas fueron en la secuencia de 31 
aminoácidos predicha como posible péptido señal, 
posteriormente se deletaron 16 aminoácidos del extremo 
amino y carboxilo. Se clonaron en la cepa E. coli MC1061 
y se probaron alrededor de 2000 colonias en el medio de 
producción de melanina (LB, Tyr 0,4 g/L, CuSO2 40 
µg/mL). Se seleccionaron 40 clonas al azar para ser 
secuenciadas. De estas clonas se midió su actividad 
específica a partir de un extracto celular.  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 1 . Estrategia experimental utilizada para la generación de la 
biblioteca de mutantes del gen melAc. 

Resultados . De todas las mutantes secuenciadas no se 
encontró ninguna que aumentara o mantuviera la actividad 
de la proteína MelAc. Sin embargo, de acuerdo a la 
actividad observada en el medio sólido de producción y de 
acuerdo al tiempo necesario de incubación para producir 
melanina, se clasificaron en cinco grupos: 

 
Tabla 1.  Clasificación de las clonas generadas a partir de su actividad 

en medio sólido de producción. 
Grupo Clonas (deleciones) Tiempo de incubación (días) 

1 MelA, MelAc 2  
2 1 3 
3 3-15 5 
4 15-30 7 
5 30-46 ND* 

*Con excepción de las clonas MelA30-0, MelA34-0 y MelA34-1, las 
cuales después de alrededor de 20 días de incubación a 4 °C se observó 
actividad.    

 
Conclusiones . La proteína MelAc es la versión mínima 
con actividad para su aplicación biotecnológica. Debido a 
que la eliminación de la secuencia de 30 aminoácidos, que 
fue predicha como un posible péptido señal, causo la 
perdida de la actividad de la enzima se concluye que esta 
secuencia no codifica para un péptido señal. La 
caracterización molecular, bioquímica y funcional obtenida 
en este trabajo ayudará a aumentar a comprender mejor 
esta proteína.  
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