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RESUMEN: Planococcus sp. una bacteria aislada de rocas de cuarzo del desierto de la Joya, fue caracterizada
mediante métodos bioinformaticos, moleculares y microbiolégicos. Nuestros estudios en laboratorio demuestran que esta
bacteria es capaz de degradar Benceno en condiciones medioambientales; esta propiedad biodegradativa de
Planoccocus, una especie extremofila, es reportada por primera vez y podria explotarse para biorremediacion de suelos y
aguas contaminados con hidrocarburos aromaticos.
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ABSTRACT: Planococcus sp. A perilitic bacterium isolated from quartz rocks from the desert of La Joya, was
characterized by bioinformatic, molecular and microbiological methods. Our result a laboratory studies level show that this
bacterium is capable of degrading Benzene under environmental conditions; This biodegradative property of Planococus,
an extremophile species, is reported for the first time and could be exploited for bioremediation of soils and waters
contaminated with aromatic hydrocarbons.
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|NTRODUCC|()N y Bacillus cereus (7) y recientemente una bacteria
Peptococcaceae (8,9), sin embargo en nuestra region no

han sido descrito bacterias que degradan benceno, ni
mucho menos extremofilas que habitan en el desierto.
Ademas es importante explorar por nuevas bacterias que
puedan degradar el benceno con la misma eficacia y de
esta forma poder estudiar la transformacion de productos
formados durante su biodegradacion.

Los hidrocarburos aromaticos monociclicos (MAH), estan
constituidos por un anillo benceno y se diferencian entre
ellos por las substituciones de radicales, el mas simple de
los MAH es el Benceno formado por un anillo sin ninguna
substitucion, otros compuestos mas comunes son el
Tolueno, metilbenceno, Xileno, etc. Los MAH son
relativamente solubles en agua y distribuidos
ampliamente en casi todo los ecosistemas, y son B " )
considerados agentes mutagénicos y carcinogénicos por mar de cuarzo” que se encuentra en el desierto de la Joya

la agencia internacional para investigacion en cancer Arequipa- Perd y el principal objetivo en este trabajo es
(IARC)(1,2). evaluar su capacidad biodegradativa frente al benceno,

en condiciones de laboratorio.

Nosotros identificamos una bacteria aislada en la zona

El benceno fue usado histéricamente en la industria de la
imprenta, como solvente de compuestos organicos de los
colorantes, también como aditivo de la gasolina sin plomo

(3). En la actualidad se usa mucho para la fabricacion de MATERIALY METODOS

metacrilatos, fenol, cyclohexano, anilina, alquil benceno ,

chlorobencenos, y otros productos usados en medicinas, Medios para aislamiento y cultivo de Planococcus sp.
colorantes, insecticidas y plasticos (4). Los medios para su aislamiento fue el Minimal Salt
o L ) Medium (MSM) compuesto por Na2HPO4- 2H20 (3.0 g/l),
Las principales fuentes de emision de benceno ambiental KH2PO4 (1.5 g/l), (NH4)2S04 (0.5 g/l), MgCI2-6H20 (0.1
son el parque automotriz, el humo del tabaco, evaporacion g/l ), CaCI2 (0.02 g/l), y elementos traza I(1 mL/L). la
de colorantes de impresion, refinacion del petréleo; debido solucion de elementos traza | contiene EDTA (0.5 g/l),
a su solubilidad en agua, puede quedarse almacenado en FeS04-7H20 (0.2 g/l), elementos traza Il (100 mL). la
aguas subterraneas, los rios o suelos y filtrado al subsuelo solucion de elementos traza Il contiene H3BO3 (0.3 g/l)
(5), constituyendo un contaminante peligroso y mas aun al MnCI2-:4H20 (0.03 g/l), CoCl2- 6H20 (0.2 g/I):
catalogarse como un agente cancerigeno (2). Muchos ZnSO4-7H20 (0.1 g/l), Na2MoO4-2H20 (0.03 gll),
metodos han sido probados para lograr su degradacion; NiCI2:6H20 (0.02 g/l), and CuCl2- 2H20 (0.01 g/l). El
dentro de ellos la biodegradacion estan = siendo muy medio fue esetgerilizado por autoclavado antes de usoy el
estudiada, a la fecha se ha reportado su degradacion pH fue mantenidoa7.
utilizando variedad de microorganismos como Azoarcus
sp (6), Aislamientoy cultivo de Planococcus sp.
Las muestras fueron tomadas de la zona mar de cuarzo,
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aspecto marrén, fue raspada con la ayuda de un bisturi
estéril ylatierra obtenida del raspado
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fue colectada en un bolsa estéril, rotulada y llevad al
laboratorio para su cultivo.

La tierra colectada fue mesclada con 1 ml de PBS estéril
conteniendo 0.01% de triton X100, después de una
agitacion vigorosa, y centrifugacion, el sobrenadante fue
sembrado en medio MSM e incubado a 25°C por 3 dias,
las colonias que crecieron fueron asiladas y repicadas por
5 veces hasta obtener un cultivo puro.

Identificacion Molecular.

Muestras de cultivo puro fueron usadas para el
aislamiento de ADN, usando el método fenol-cloroformo.
El ADN correspondiente a la region rRNA16S fue
amplificado utilizando primers universales mediante la
técnica de PCR, los ampliaciones purificados fueron
utilizados para su secuenciacion. La secuencia fue
utilizada para encontrar su homologos mas cercanos
mediante el Software Blast.

Caracterizacion Microbiolégica.

Muestras de cultivo puro fueron sembrados en Agar
nutritivo para la caracterizacién microbioldgica, pruebas
de Gram, TSILIA, INDOL, entre otros.

Enzayos de Degradacion de Benceno.

Para la degradacion de benceno se utiliza en metodo
espectrofotometrico, y la cuantificacion se hace en base a
un factor de calibracion elaborado con diferentes
concentraciones de benceno y medidas su absorbancia
261 nmen el espectro UV.

RESULTADOS

Caracterizacion microbiolégica,

la cepa aislada es Gram positiva y presenta las siguientes
caracteristicas para LIA: Produccion de CO, positivo,
Lisina: negativo Descarboxilacion: positivo,
Desaminacion: negativo y produccién de H,S: negativo.
Para TSI: produccion de CO, positivo, produccién de
Glucosa: negativo, produccion de Lactosa: negativo y
produccion de H,S: negativo, tiene capacidad proteasa.

TABLA Nro.1
Pruebas Bioquimicas de la Cepa aislada
Prueba CEPA 24 Control
Proteus vulgaris

SIM Sulfuro - +

Indol - +

Motilidad - +
Citrato de - +
Simmons
LIA No produce gas desaminacion

Alcalino K/IK
TSI Produce gas
KIK AA

Agar Sangre No hemolisis efecto hauch
GRAM + N
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Fig. Nro.1. tincion de GRAM 100X. la Cepa Aislada
muestra bacterias en forma de cocos

Identificacion Molecular de Planococcus sp.

Para la caracterizacion molecular de Planococcus se uso
la secuencia del Gen RNA ribosomal 16S y los software
descritos en material y métodos.

La secuencia del gen RNAribosomal 16S de la cepa Joya-
2006-3 fue parcial, y su posicion taxonomica fue lograda
con el software Blast del NCBI (Nacional Center
Biotechnology Information) tomando como base la
homologia de su secuencia con otras secuencias de la
base de datos.

El analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas de
las cepas Planococcus joya nos indica que es una nueva
especie de Planococcus al compararse con las diferentes
especies descritas en el GenBank. Planococcus joya es
un grupo divergente del grupo de las especies
Planococcus sp. y Planococcus maritimus.

Biodegradacion de Benceno.

Para el estudio de su actividad degradativa, la cepa
aislada fue incubada en medio MSM conteniendo 2.5 mM
de benceno, e incubada a 25 °C en agitacion constante.
Cada 12 horas se tomaron alicuotas para medir la
concentracion de Benceno y ademas el crecimiento
bacteriano.

La cepa fue capaz de degradar 190 mg/L de Benceno en
36 horas dias y el maximo crecimiento bacteriano se
alcanzd a esta concentracion.
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Fig. Nro.1. Degradacion de Benceno durante 24 h en
presencia de Planococcus sp.

DISCUSION

El analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas de
las cepas denominadas Joya2006-03 mostré que esta
relacionada a especies del género Planococcus.
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Los porcentajes de homologia entre secuencias de ADNr
16S superaron el 97%. Su morfologia microscopica
corresponde a cocos Gram positivos (10) como la
observada en las Figuras 1. Anteriormente se ha
reportado la presencia del género Planococcus en otros
desiertos alrededor del mundo, con condiciones extremas
de aridez y radiacién solar, como en el desierto frio del
Himalaya (11) con capacidad de degradar alcanos lineales
y ramificados (12) e hidrocarburos aromaticos por
microorganismos extremofilos (13).

Los estudios Biotecnologicos de esta bacteria muestra
que tiene propiedades degradativas de compuestos
aromaticos como el benceno. Este contaminante presente
en el suelo, subsuelo, agua ( 4, 5, 6, ) derivados de las
fuentes como el parque automotriz e industria de
imprenta, pueden llegar a los humanos y producir cancer
(1,2). Muchas investigaciones pertinentes a la
degradacion de compuestos aromaticos como el benceno
ha resultado en una buena documentacion de una diversa
microflora (6,7), sin embargo solo dos reportes muetran la
habilidad de Planoccocus sp, nosotros en nuestros
hallazgos mostramos que la cepa Planoccocus sp. Que
habita en el desierto de la Joya de Arequipa es capaz de
degradar Benceno.

En conclusion, la cepa aislada del desierto de la Joya se
ubica taxonomicamente como Planoccocus sp. tiene la
habilidad de degradar compuestos aromaticos como el
Benceno bajo condiciones ambientales.

En adicion, investigaciones futuras de cultivos puros de
esta especie se convertiran en una alternativa de
bacterias utilizadas para la biorremediacion de suelos y
aguas contaminadas con compuestos aromaticos.
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