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Pluralibacter, piocianina, mineria genémica

Introduccidn. La piocianina es un metabolito perteneciente al
grupo de las fenazinas que, por su composicion quimica, tiene la
capacidad de oxidar y reducir una gran variedad de moléculas
(Fig.1). La piocianina es reconocida por ser el compuesto
responsable del pigmento verde-azul caracteristico de
Pseudomonas, lo cual facilita ampliamente su deteccion. La
importancia biotecnolégica de esta molécula radica en su
actividad antifingica y antibacteriana, asi como agente activo
para el biocontrol de enfermedades en plantas y la
biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos [ 21,
Reportes histéricos han sugerido que la piocianina es un
metabolito exclusivo del género Pseudomonas, cuya biosintesis
esta codificada en dos operones distantes en el genoma
conformados por siete genes que sintetizan la base fenazinica
(phzABCDEFG) y tres genes que la convierten en piocianina
(phzM, phzS y phzH) Bl En este trabajo se presenta la
caracterizacion quimica del pigmento piocianina, la cual tiene un
alto valor en la industria de la bioremediacion, asi como su
prediccion biosintética en un aislado ambiental.
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Fig. 1 Estructura quimica de la piocianina (C13H1oN20)

Metodologia. Sitio de aislamiento: La cepa ambiental proviene
de un suelo contaminado con hidrocarburos en Nuevo Leodn,
México. Anélisis genémico: El DNA gendmico se obtuvo
mediante la extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y posterior purificacion con el DNA Clean and
Concentrator Kit (Zymo Research). El genoma fue secuenciado
con la tecnologia NovaSeq de lllumina (Macrogen, Seul, Rep. de
Corea). El andlisis de calidad, ensamblado y anotacion del
genoma se realizd6 con FastQC, PATRIC vy RAST,
respectivamente. Para la identificacion de genes biosintéticos de
productos naturales, incluyendo los genes relacionados a la
piocianina, se utilizaron las herramientas antiSMASH vy
ClusterFinder. Identificacion y caracterizacién de la piocianina:
La produccion de piocianina se realizé usando Medio Nutritivo
(Peptona 5g/L; Extracto de carne 3g/L; NaCl 8g/L) en incubacion
a 37°C, por 18-20h y 200rpm. Posterior a la fermentacion, el
cultivo fue filtrado a 0.22um para eliminar la biomasa celular.
Sobre el producto filtrado, se realiz6 la extraccion de piocianina
agregando cloroformo en una proporcion de 1:0.6 y recuperando
la fase organica, a la cual posteriormente se afiadié HCI 0.2N en
proporcion 1:0.5 para transferir la piocianina contenida hacia la
fase acuosa. La piocianina purificada en HCI 0.2N se us6 para

los posteriores analisis de absorbancia, HPLC-MS y NMR. Las
especificaciones de la corrida en HPLC-MS para la muestra
obtenida y el estandar de piocianina (Pyocyanine from
Pseudomonas, 298% (HPLC), SIGMA-ALDRICH®) fueron: 10uL
de muestra; columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 250mm,
5um), Agilent Thechnologies; Fase A: Agua:TFA (99.99:0.01),
Fase B ACN:TFA (99.99:0.01); 1mL/min, A= 368.

Resultados. En el presente estudio se logro obtener el genoma
completo de una cepa ambiental aislada de un derrame
petrolero, la cual fue identificada como Pluralibacter sp.
Pluralibacter sp. fue cultivada en Medio Nutritivo, obteniendo una
fermentaciéon color verde-azul caracteristico de la piocianina.
Posterior a la purificacion de este pigmento, se realizaron analisis
cromatograficos y de resonancia magnética cuyos resultados
demostraron que la molécula purificada era piocianina, ya que al
comparar los datos obtenidos de la muestra contra el estdndar y
referencias previas 1, coincidian en gran medida. El rendimiento
de produccion de piocianina obtenido fue de 5mg/L (£0.5mg).
Estos resultados atrajeron gran atencién debido a que se
demuestra que Pseudomonas no es el unico género bacteriano
productor de piocianina. Al realizar la mineria gendmica,
encontramos que el operén phzABCDEFG, phzM, phzS 'y phzH
no estaba presente en Pluralibacter sp., lo cual sugiere que
probablemente exista una manera distinta de sintetizar
piocianina. Las hipdtesis  biosintéticas estdn  siendo
comprobadas con mutantes simples utilizando técnicas
tradicionales de biologia molecular y analisis metabdlicos.

Conclusiones. Este estudio demuestra que nuestra cepa
ambiental pertenece al género Pluralibacter sp. y tiene la
capacidad de producir piocianina en condiciones estandar de
laboratorio. El andlisis gendmico sefiala que Pluralibacter sp. no
conserva la misma ruta de biosintesis conocida en
Pseudomonas, sugiriendo la existencia de una ruta alternativa
para la produccién de piocianina. Estos descubrimientos serviran
de base para futuras aplicaciones biotecnoldgicas,
principalmente en la industria de la biorremediacion.
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