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PROLOGO

Os desafios contemporaneos relacionados ao uso dos recursos naturais, a
conservacdo da biodiversidade, as mudancas ambientais e a sustentabilidade dos
sistemas produtivos exigem abordagens cada vez mais integradas. Nas Ciéncias Agrarias
e Ambientais, essa integracao se torna especialmente relevante diante da necessidade
de conciliar producéo, conservacao, desenvolvimento territorial e uso responsavel dos
recursos, considerando tanto os processos ecoldgicos quanto as dimensdes sociais e
econdmicas envolvidas.

O oitavo volume de Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais reline quatorze
capitulos organizados em quatro eixos tematicos: Territorio, mudancas ambientais e
conservacao; Solo, biodiversidade e agroecossistemas sustentaveis; Producao
sustentavel, manejo e organizacao dos sistemas produtivos; e Economia circular,
transformacgo6es ambientais e histdria da agricultura. Em conjunto, os trabalhos propdem
um percurso que parte de questdes ambientais e territoriais amplas e avanca em direcao
ao funcionamento dos agroecossistemas, as estratégias de producéo sustentavel e as
transformagdes historicas das relacdes entre agricultura, recursos e paisagem.

O primeiro eixo retine estudos voltados as mudangas ambientais, a vulnerabilidade
territorial, 2 soberania alimentar e a conservacao de areas naturais. As analises destacam
como clima, uso da terra, planejamento territorial, politicas de desenvolvimento e
participagdo comunitaria interferem diretamente na relagcéao entre sociedade e ambiente.
A vulnerabilidade de areas costeiras diante da elevagao do nivel do mar, por exemplo,
envolve ndo apenas fatores fisicos, mas também infraestrutura, uso do solo, planejamento
e capacidade adaptativa. Da mesma forma, a soberania alimentar & discutida a partir das
disputas pelo territorio, pela terra e pela agua e das diferentes formas de organizacao da
producao rural.

No segundo eixo, o olhar se volta ao solo, a biodiversidade e ao funcionamento
dos agroecossistemas. A agricultura regenerativa é apresentada como uma abordagem
sistémica voltada a recuperacdo da saude e da funcionalidade do solo, com principios
relacionados a reducao da perturbagéo, a cobertura permanente, a diversidade e a
integracao planejada entre componentes do sistema produtivo. Os estudos sobre fungos
micorrizicos, bactérias rizosféricas e recursos fitogenéticos ampliam essa discusséo
ao abordar diferentes dimensdes da biodiversidade e de sua importancia ecoldgica. As
interacdes entre organismos e solo, a participagcao de microrganismos nos processos de
transformagéo da matéria organica e a conservacao da diversidade vegetal evidenciam
a relevancia dos recursos bioldgicos para o funcionamento dos ecossistemas e para o

desenvolvimento de estratégias de conservacao e uso sustentavel.



O terceiro eixo aborda diferentes estratégias de aprimoramento dos sistemas
produtivos, considerando aspectos técnicos, ecoldgicos e organizacionais. Sdo discutidas
alternativas como a utilizagdo de microrganismos benéficos para reduzir a dependéncia
da fertilizacdo mineral, o emprego de alimentos vivos na aquicultura, o comportamento
e 0 manejo de bovinos autdoctones em sistemas extensivos de montanha e formas
coletivas de organizacdo e comercializacao entre pequenos produtores. Os trabalhos
demonstram que a sustentabilidade da producédo depende ndo apenas da eficiéncia no
uso dos recursos, mas também da adequacéo das praticas de manejo, da conservagao
da paisagem e das condi¢des de organizagdo econémica e social dos produtores.

Por fim, o quarto eixo estabelece um dialogo entre aproveitamento de recursos,
transformagao ambiental e histéria da agricultura. O estudo sobre a utilizagdo da casca de
noz para a producao de carvao ativado examina os requisitos técnicos e de investimento
associados a valorizacao de residuos agroindustriais, em consonancia com os principios
da economia circular. Os dois capitulos seguintes ampliam a perspectiva temporal
ao investigar as relagcbes entre agricultura, clima, desmatamento e transformacdes
sociopoliticas nas terras baixas maias, bem como os conhecimentos, as tecnologias
de manejo da agua e as intervengdes sobre a paisagem desenvolvidos no contexto da
agricultura andina e inca. Em conjunto, esses trabalhos permitem considerar diferentes
formas de utilizagao e transformacao dos recursos naturais, desde experiéncias historicas
de organizacdo agricola até propostas contemporaneas de valorizagcdo de materiais e
processos produtivos.

A diversidade dos capitulos reunidos neste volume evidencia que os desafios
ambientais e agricolas contemporaneos ndo podem ser compreendidos de forma
isolada. Solo, agua, biodiversidade, territério, producao, tecnologia e organizacéo social
constituem dimensoes interdependentes de sistemas em constante transformacao.

Ao integrar estudos sobre conservacao, sustentabilidade, producéo e histoéria da
agricultura, este volume contribui para ampliar o debate sobre formas mais equilibradas
de relagado entre sociedade, sistemas produtivos e ambiente, valorizando tanto a inovacao

cientifica quanto o conhecimento acumulado ao longo do tempo.

Boa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: La lignina constituye uno de los
principales componentes del carbono organico
del suelo; sin embargo, su biodegradacion y
transformacion dentro del mismo permanece
poco caracterizada, estudios recientes
han permitido visibilizar el papel de ciertos
microorganismos en este proceso. El presente
trabajo se centro en el estudio exploratorio de
las comunidades bacterianas rizosféricas de
Quercus spp. cultivables, capaces de degradar
la lignina, en medios de cultivo adicionados
con lignina organosolv extraida de raices de
Quercus nativos del ecosistema y lignina Kraft
comercial. Se comprobd mediante analisis
espectrofotométricos UV-Vis y RMN que la
Lignina extraida del ecosistema, presenta una
mayor proporcion de enlaces B-O-4 y grupos
fendlicos libres, lo que favorece la degradacion,
sin embargo, la presencia de senales
relacionadas a enlaces con hemicelulosa,
indican dificultades en el acoplamiento
enzimatico. Los cultivos selectivos permitieron
identificar 23 asilamientos bacterianos y 9
para actinomicetos, con actividad ligninolitica,
comprobada a través de pruebas de
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degradacion con azul anilina. Los resultados muestran que la lignina Organosolv favorece
el crecimiento de una comunidad microbiana complementaria a la de la lignina Kraft
comercial, ademas de que facilita el aislamiento de cepas con potencial biotecnolégico.
Estos hallazgos aportan conocimiento esencial sobre las interacciones entre lignina y
bacterias del suelo.

PALABRAS CLAVE: Organosolv; Kraft; Actinomicetos; Medios selectivos,
Espectrofotometria.

ISOLATION OF LIGNIN-DEGRADING BACTERIA FROM QUERCUS SPP.
RHIZOSPHERE SOIL

ABSTRACT: Lignin is one of the main components of soil organic carbon; however, its
biodegradation and subsequent transformation in the soil remain poorly characterized.
Recent studies have begun to shed light on the role of certain microorganisms in this
process. This exploratory study focused on culturable lignin-degrading bacterial
communities from the rhizosphere of Quercus spp., using culture media supplemented with
either organosolv lignin extracted from the roots of native Quercus trees or commercial
Kraft lignin. UV-Vis spectrophotometry and NMR analyses confirmed that the ecosystem-
derived lignin contains a higher proportion of B-O-4 bonds and free phenolic groups,
which are favorable for degradation; nevertheless, the presence of signals associated with
hemicellulose linkages suggests potential constraints for enzymatic coupling. Selective
cultures yielded 23 bacterial and 9 actinomycete isolates exhibiting ligninolytic activity, as
verified by aniline blue degradation assays. Our results indicate that this organosolv lignin
promotes the growth of a microbial community distinct from, yet complementary to, that
supported by commercial Kraft lignin, while also facilitating the isolation of strains with
biotechnological potential. These findings provide essential insights into the interactions
between lignin and soil bacteria.

KEYWORDS: Organosolv; Kraft; Actinomycetes; Selective media; Spectrophotometry.

1. INTRODUCCION

La lignina es la fuente principal de compuestos aromaticos en la biosfera,
ademas del segundo biopolimero mas abundante en las plantas (Yaovapa, 2005).
Su estructura compleja y propiedades recalcitrantes, limitan su biodegradacion e
incorporacion al suelo y constituyen uno de los procesos ecoldgicos mas complejos en
la biosfera (Ortiz, 2009; Montoya et al., 2014). Pese a que los hongos Basidiomicetos
son reconocidos como los principales degradadores de lignina. Existen informes
de bacterias ligninoliticas que poseen mecanismos de enzimas extracelulares y
metabolitos secundarios capaces de actuar sobre este polimero, en particular las clases:
a-Proteobacteria, y-Proteobacteria y Actinomicetos, son consideradas los principales
descomponedores de lignocelulosas en el suelo (2000; Huang et al, 2013; Saini et

al, 2015). Este trabajo explora el reservorio de diversidad bacteriana ligninolitica en la
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rizosfera de especies de Quercus spp. con el fin de asilar y describir morfolégicamente
cepas bacterianas degradadoras de lignina ademas de adecuar métodos de extraccion
de este biopolimero biologicamente activo. Asi mismo, poder comparar la eficiencia
selectiva de la lignina nativa contra la comercial como fuentes de carbono en medios de
cultivo, se planteo la siguiente hipotesis: El adecuar medios de cultivo con lignina nativa
del bosque de Quercus, se promueve una mayor representatividad de las comunidades

bacterianas ligninoliticas.

2. MATERIALES Y METODOS

Las muestras utilizadas fueron recolectadas en Santiago Tilantongo, Oaxaca,
en la RTP 125 Cerros Negro-Yucano, localizada al noreste del estado Oaxaca, con una
extension de 1274 km? y una altitud entre 1300 y 3200 msnm, con clima predominante
templado (Cw1), y grandes extensiones de bosques conservados, mayoritariamente
de Quercus, Pinnus y bosques mixtos. Region que destaca por su importancia
ecoldgica y social al conservar la biodiversidad y brindar soporte econdmico a las
comunidades rurales.

Esta investigacion se realizd en tres fases metodoldgicas; 1) La extraccion y
elucidacion estructural de la lignina radical de Quercus spp., 2) El aislamiento y descripcién
de cepas; y 3) La evaluacion en la eficiencia de los medios de cultivo selectivos. Los
muestreos, tanto para la extraccion de lignina como para el cultivo de microorganismos,
se realizaron en dos sitios, escogiendo 3 individuos sanos por sitio con (DAP de 40-70
cm y altura de 10-20 m.), ubicados en las siguientes coordenadas; Sitio 1, 17°23°08 " 'N
97°34°46° 'O 2400 msnm, y Sitio 2, 17°24°94" "N 97°34°69 " "O 2809 msnm.

Para los muestreos de extraccién de lignina se utilizé 50g de tejido radical
colectado, a2 m de distancia de la base de cada arbol y a una profundidad de 10-30 cm de
la superficie del suelo. Las muestras se procesaron de acuerdo a la adaptacion del método
descrito por Garcia (2019) y Xu et al. (2006) para la extraccion de lignina Organosolv. Tras
el aislamiento de este polimero se procedié a comprobar y describir su estructura usando
técnicas fisicas no destructivas; Espectrofotometria UV-vis (espectrofotometro DLAB
modelos SP-Uv100, con lecturas de 200-500 nm), Espectrofotometria RNM (Equipo RMN
Jeol de 600 MHz a 600 MHz para RMN de 1H, DEPTQ, HSQC y HMBC).

Para el muestreo de microrganismos, a 2 m de la base de cada arbol y de 10-50
cm de profundidad, se recogieron 100 g entre raices absorbentes y suelo rizosférico.
Siguiendo el protocolo de Murotova et al. (2003), se hicieron enjuagues con agua destilada

y agitacion constante, para en seguida realizar diluciones seriadas hasta 107. Utilizando
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medio liqguido MSM, se realizaron 3 lineas de cultivo correspondientes a: MSM adicionado
con lignina Organosolv (MSM-LO), MSM adicionado con lignina Kraft comercial de grado
reactivo de la marca Sigma-Aldrich (MSM-LC) y el MSM control sin adicion de fuentes
carbono (MSM-C). Para las tres lineas de cultivo se realizé el siguiente esquema: a).
cultivo en los medios liquidos incubados durante 7 dias a 37°C con agitacion constante
en las primeras 48 h, b). cultivo por rastrilleo en medio sdlido incubado a 30°C durante 48
h iniciando cultivos simultaneos en Agar nutritivo, c). seleccion de cepas de este ultimo
medio, para ser resembradas hasta su purificacion en MSM-LC y Agar nutritivo. Para
visualizar el crecimiento entre los dos medios solidos se realizo el conteo de colonias 48
h después del enriquecimiento con medio liquido utilizando el software IMAGE J.

Para los experimentos de degradacion, se seleccionaron los aislamientos
bacterianos que tuvieron un crecimiento rapido y abundante en las placas de MSM-LC, los
cuales se realizaron en medios liquidos MSM-LC y MSM-LO adicionados con 0125 mg/
mL de azul anilina. Midiendo la degradacion del indicador por espectrofotometria UV-vs,

del medio sin inocular y después de 7 dias de incubacién a 30°C con agitaciones diarias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La extraccion y caracterizacion de la lignina Organosolv a partir de raices de
Quercus spp. revelo diferencias estructurales frente a la lignina Kraft comercial, mostrando
en el espectro UV-vis, un desplazamiento del pico maximo de 283 nm a 265 nm, indicado
en diversos registros como una mayor proporcion de unidades guaiacil-siringilo (Sun 'y
Tomkinson 2001, Zhang et al, 2010) (Figura 1,2). Mientras que en los espectros RMN
se observa una mayor diversidad de cadena lateral en los datos correspondientes a
lignina Organosolv, con respecto a una mayor diversidad de sefnales de subunidades en la
lignina comercial. En particular las sefales de enlaces B-O-4 tuvieron mayor presencia en
lignina Organosolv que en lignina Kraft, lo que concuerda con los registros de abundancia
en maderas duras y la ausencia en herbaceas (Katahira et al, 2018), este ultimo grupo
senalado como posible fuente del material de origen de la lignina comercial. Ademas, se
observo una mayor diversidad de benzaldehidos en la lignina Kraft comercial, asi como la
presencia algunas sefales aisladas de grupos fenilcumarato, en contraste, en la lignina
Organosolv fueron registradas senales de resinol y fenilcumarato, lo anterior sugiere una
mayor disposicion de degradacion en la lignina Kraft (Heitner et al, 2016). Por ultimo,
se registro la presencia de fragmentos xilano en la lignina Organosolv relacionados con
complejos lignina carbohidrato, cuya fuerte union reduce la accesibilidad enzimatica
(Nhuchhen et al., 2014; Tarasov et al., 2018).
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Figura 1. Perfiles de espectrofotometria UV/vis correspondientes; de lado izquierdo Lignina Kraft comercial, lado
derecho Lignina nativa Organosolv.
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El conteo de colonias de los medios sdlidos, antes a su asilamiento y purificacion,
indicd mayor proporcién en la linea MSM-LO (45.67%), seguida por la linea MSM-C
(31.9%) y la MSM-LC (22.42%). Sin embargo, existieron diferencias notables en la forma
y dinamica de las colonias obtenidas en las lineas MSM-LC y MSM-C, se observaron
colonias grandes e irregulares con un crecimiento empalmado, indicador de medios con
alta disponibilidad de nutrimentos que favorecen el crecimiento de especies copiotroficas
(Prescott et al., 2005). En contraste la linea MSM-LO presentd numerosas colonias
individuales y puntiformes, congruente con el crecimiento de especies oligotroficas en
medios selectivos e indicativo de un crecimiento lento con limitaciones nutrimentales o la
adaptacion de condiciones especificas (Madigan et al., 2022). Asi, se opto por descartar
el uso de UFC.

Se obtuvo un total de 54 aislamientos purificados, los cuales fueron descritos
morfoldégicamente, incluyendo pruebas quimicas basicas y tinciones. Del total, 42
aislamientos reportaron un crecimiento positivo, durante las primeras 48 h de incubacion,
en medios diferenciales. Las proporciones por linea de cultivo fueron las siguientes;
MSM-C 66.7% (28 aislamientos), MSM-LO 16.67% (7 aislamientos) y MSM-LO 16.67%
(7 aislamientos). Para las pruebas de degradacion fueron seleccionados 8 aislamientos
con caracteristicas correspondientes a Actinomicetos, de origen en la linea MSM-LO, 15
aislamientos con caracteristicas de bacterias de los cuales 4 correspondieron a la linea
MSM-LC y 11alalinea MSM-C. Los resultados en las pruebas de degradacion del colorante
azul anilina fueron normalizados, para obtener un porcentaje de cambio absoluto, con
el fin de agrupar y comparar los datos obtenidos. Los aislamientos bacterianos de las
lineas MSM-LC y MSM-C presentaron en ambos casos un rango menos variable en la
degradacion de lignina Organosolv, observado como cajas mas compactas en el bloxplot,
(Figura 2), sugiriendo una mayor consistencia en sus dinamicas de degradacion, caso
contrario en los datos de degradacion de Lignina Kraft comercial en los cuales se observa

una mayor dispersion en los datos. Los aislamientos de Actinomicetos, reportaron cambios
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bruscos en el colorante, lo que dificultd su comparacion, se observo una mayor dispersion
de los datos para la degradacion de lignina Organosolv, con algunos aislamientos con
porcentajes de cambio demasiado elevados, mientras que para la degradacion de Lignina
Kraft comercial, un alto porcentaje mostré mayor afinidad al ser cultivados previamente
en medios enriquecidos con esta lignina, observandose una mayor consistencia en su

degradacion (Figura 3).

Figura 2. Comparacion del cambio absoluto en la Figura 3. Comparacion del cambio absoluto en la
degradacion de lignina en bacterias inducido por degradacion de lignina en bacterias inducido por
lignina natural y comercial y linea cultivo de origen. lignina natural y comercial y linea cultivo de origen.
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4. CONCLUSIONES

Los medios enriquecidos con lignina nativa (Lignina Organosolv de Quercus spp.),
permiten aislar y describir de manera complementaria la diversidad de comunidades
bacterianas ligninoliticas (cultivables en laboratorio) dentro de la rizosfera, lo que
valida de manera parcial la hipotesis propuesta, el total de aislamientos obtenidos
ayuda a demostrar la eficacia del protocolo de extracciéon Organosolv para obtener
lignina bioldégicamente activa, a su vez el hallazgo de los aislamientos propuestos como
actinomicetos, con una mayor capacidad de degradacion, es indicativo de la eficiencia de
este polimero como fuente de carbono en medios selectivos, abriendo perspectivas para

su aplicacion biotecnolodgica.
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