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Introduccion. Las melaninas son polimeros con un papel

protector en una gran variedad de organismos. Debido a sus
caracteristicas fisico-quimicas, tienen aplicaciones diversas:
pueden ser utilizadas como resinas de intercambio iénico 6
cationico, como semiconductor amorfo, fotoprotector,
antioxidante y agente antiviral. Existen varios tipos de
melaninas, siendo las mas comunes la feomelanina y la
eumelanina. En su biosintesis el principa paso es la
oxidacion de la L-Tirosina, via L-dopa, a dopaquinona, estas
reacciones son catalizadas por la enzima tirosinasa (1). En
forma silvestre Escherichia coli no tiene el gen que codifica
paralatirosinasay por lo tanto no puede sintetizar melanina.

El objetivo del presente trabajo fue la clonacion y expresién
en E. coli del gen melA que codifica para unatirosinasa de
Rhizobium etli CE3.

Metodologia. Se utilizd la secuencia reportada del gen melA
de R. etli CE3 para amplificar por PCR € gen melA a partir
de ADN total de R. etli CE3 y se clond en el pldsmido
PTRC99A (2). La expresion del gen qued6 bajo el control
del promotor fuerte trc, el cua se induce por IPTG. Este
plésmido se denomind pTRCmelA. Las cepas utilizadas en
este trabajo fueron, XL1-Blue de E. coli como huésped del
plésmido pTRCmelA y W3110 de E. coli como cepa
productora de melanina. Para la deteccién de melanina se
utilizaron placas de agar caseina (1) las cuales contienen
tirosina y las colonias se tornan negras cuando se forma
eumelanina y para su produccion cultivos liquidos con
medio M9glucosa. Ambos medios se suplementaron con
ampicilina 200 ?g/ml, IPTG 0.1mM, CuSO, 40 ?g/ml y
tirosina 2 g/l y 0.4 g/l, respectivamente. La melanina fue
cuantificada espectrofotometricamente a 400 nm.

Resultados y discusion. Se realiz6 un patron de restriccion
del plasmido pTRCmelA con las enzimas Ncol y Xmal, se
obtuvieron dos fragmentos de ADN, uno de 1850 pb y otro
de 4176 pb, que corresponden al gen melAy a plasmido
PTRC99A, respectivamente (figura 1).

La cepa W3110 transformada con €l plasmido pTRCmeA y
sus respectivos controles se sembraron en las placas de agar
caseinay se incubaron a 302C. Como se observaen lafigura
2, las transformantes presentaron un fenotipo de
pigmentacién obscura, las cepas W3110 controles no
presentaron este fenotipo. La produccion de melanina se
evalud en cultivos liquidos encontrandose que la produccion
se da unicamente durante la fase estacionaria de |l os cultivos,
con una productividad de 16 mg de melanina/l.h.
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FIGURA 1.Patrén derestriccion de los plasmidos pTRC99A (carril
2) y pTRCmelA (carril 3) con las enzimas de restriccion Ncol y

Xmal.

FIGURA 2. Produccion de eumelanina en placas de agar caseina
por la cepa W3110/pTRCmelA (C). Las cepas controles no
producen eumelanina, W3110/pTRC99A (B) y W3110 (A).

Conclusiones. Se clond y expreso el gen melAde R. etli CE3
en E. coli. La cepa W3110 de E. coli transformada con €l
plasmido pTRCmelA produjo eumelanina a partir de
tirosina. En cultivos liquidos se determind que se obtienen
rendimientos de conversion de tirosina en eumelanina
cercanos al 100% del tedrico.
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