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RESUMEN

Este trabajo aborda dos retos ambientales, cambio climatico y degradacion del suelo y propone
transformar residuos lignocelulosicos de cafia de azucar en carbono organico del suelo (COS) mediante
bacterias lignoceluloliticas. Se aislaron ocho cepas de suelos rizosféricos y se evalud su capacidad de
degradar celulosa y lignina. En esta primera etapa, se identifico molecularmente la region del gen 16S
ribosomal para determinar con precision las especies implicadas. Este andlisis garantiza la ausencia de
fitotoxicidad y sienta las bases para desarrollar inoculantes microbianos que mitiguen emisiones de GEI

y mejoren la productividad de la cafia bajo agricultura sostenible.
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organico
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Molecular Identification of the 16S rRNA Gene Region in Lignocellulolytic
Microorganisms Isolated from Sugarcane Soils of Agroindustrial
Paramonga S.A.

ABSTRACT

This study addresses two environmental challenges—climate change and soil degradation—and
proposes converting sugarcane lignocellulosic residues into soil organic carbon (SOC) using
lignocellulolytic bacteria. Eight strains were isolated from rhizospheric soils and their capacity to
degrade cellulose and lignin was evaluated. In this initial stage, the 16S ribosomal gene region was
molecularly identified to accurately determine the species involved. This analysis ensures the absence
of phytotoxicity and lays the groundwork for developing microbial inoculants that mitigate GHG

emissions and enhance sugarcane productivity under sustainable agriculture.
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INTRODUCCION

El cambio climatico y la degradacion de los suelos constituyen dos de los retos ambientales mas
urgentes del siglo XXI, pues las practicas agricolas intensivas han reducido drasticamente el contenido
de carbono orgénico del suelo (COS), incrementando la mineralizacion de la materia organica,
liberando CO: y deteriorando la fertilidad edafica (IPCC, 2003; Hernandez et al., 2019). En este
contexto, el COS emerge como un componente clave no solo para el secuestro de carbono atmosférico,
sino también para mejorar la estructura del suelo, su capacidad de retencion hidrica y la disponibilidad
de nutrientes, factores determinantes para la productividad de los cultivos (Paustian et al., 2016).

En Pert, la agroindustria azucarera genera diariamente cerca de 930 toneladas de residuos
lignoceluldsicos cogollos y hojas secas de cafia de azlicar que, de no gestionarse adecuadamente, se
convierten en fuentes de emisiones de gases de efecto invernadero y contribuyen a la pérdida de salud
del suelo (Ruiz, 2021; Vazquez et al., 2021). Ante este escenario, el uso de microorganismos
lignoceluloliticos que degradan simultaneamente lignina y celulosa se presenta como una estrategia
biotecnolodgica prometedora para transformar estos residuos en COS, acelerando la descomposicion de
la biomasa y favoreciendo la incorporacion de carbono al suelo, al tiempo que mejora la disponibilidad
de nutrientes para las plantas (Meng & Ragauskas, 2024).

No obstante, la mayoria de los estudios se han centrado en ensayos fenotipicos y enzimaticos —tales
como la formacion de halos en agar CMC y lignina sin abordar de manera sistematica la caracterizacion
molecular de las cepas implicadas.

La secuenciacion de la region del gen 16S ribosomal es reconocida como “reloj molecular” en
microbiologia, pues permite identificar con alta precision las especies bacterianas y evaluar sus
relaciones filogenéticas (Clarridge, 2004; Janda & Abbott, 2007). Aplicar esta herramienta al
aislamiento de bacterias lignoceluloliticas de suelos de cafia de azlicar de la Empresa Agroindustrial
Paramonga S.A. llenaria un vacio importante en la literatura, al garantizar la seleccion de cepas no
fitotoxicas y funcionalmente relevantes para su uso como inoculantes.

Por ello, el objetivo general de este estudio es identificar molecularmente la region del gen 16S

ribosomal en bacterias lignoceluloliticas aisladas de suelos rizosféricos de cafia de aziicar de Paramonga

S.A., con el fin de validar su seguridad y establecer una base cientifica solida para el desarrollo de
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inoculantes microbianos que mitiguen emisiones de GEI y mejoren la productividad en sistemas de
agricultura sostenible.

METODOLOGIA

En este estudio se sigui6 un disefio experimental que incluyd seis fases: recoleccion de muestras,
aislamiento y seleccion fenotipica de cepas lignoceluloliticas, purificacion y conservacion, extraccion
de ADN, amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA, y analisis bioinformatico. Todas las pruebas
se realizaron por triplicado biologico y contaron con controles positivos (Streptomyces viridosporus) y
negativos (medios estériles sin indculo).

Recoleccion de muestras

Se tomaron muestras de suelo rizosférico (0—15 cm) de tres parcelas de cafia de azlicar de la Empresa
Agroindustrial Paramonga S.A. utilizando calicata y pala estériles. Cada muestra (300 g) se transporto
en bolsas estériles y se proceso en laboratorio en un plazo méaximo de 24 h.

Aislamiento y seleccion fenotipica

Se prepar6 una suspension de 10 g de suelo en 90 mL de tampon fosfato 0.1 M (pH 7.0) agitando a 200
rpm durante 30 min. A continuacién, se inocularon alicuotas en placas con agar CMC (1 %
carboximetilcelulosa) y agar lignina (0.5 % lignina Kraft soluble), incubandose a 30 °C durante 72 h,
siguiendo los protocolos de Teather & Wood (1982) y Kirk & Farrell (1987). Posteriormente, la
actividad celulolitica se evalud por tinciéon con rojo Congo (0.1 %) y lavado con NaCl 1 M, y la
ligninolitica, por decoloracion con Lugol; a partir de las zonas de aclaramiento se midi6 el diametro de
los halos con calibrador, seleccionandose las ocho cepas con los mayores promedios.

Purificacion y conservacion

Cada cepa seleccionada se purifico por resembrado sucesivo en agar nutritivo hasta obtener colonias
uniformes. Para su conservacion, se prepararon suspensiones en glicerol al 15 % (v/v) y se almacenaron
a—80 °C.

Analisis molecular externo y bioinformatico

Se remitieron al Laboratorio de Micologia y Biotecnologia del Centro de Extensionismo Tecnologico

de la Universidad Nacional Agraria La Molina (CET LMB UNALM) cultivos frescos de cada una de

las ocho cepas previamente sembradas en agar nutritivo, garantizando colonias en fase de crecimiento
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activo. En el laboratorio se extrajo el ADN gendmico con kits comerciales validados para bacterias.

Posteriormente, se amplifico la region del gen 16S rRNA mediante PCR, y los amplicones resultantes

se confirmaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % tefiido con DanaBlue. Finalmente, los

fragmentos amplificados fueron purificados y preparados para secuenciacion Sanger bidireccional.

Seguidamente, se llevaron a cabo analisis bioinformaticos para confirmar la identidad taxonémica de

las cepas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion cualitativa de la actividad lignocelulolitica

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en medios solidos suplementados con carboximetilcelulosa

(CMC) y lignina para evaluar su capacidad hidrolitica. Esta se evidenci6 mediante la formacion de halos

de aclaramiento en torno al crecimiento bacteriano. En la Imagen N°01, se observan los halos generados

por dos cepas representativas:

= La cepa B21, cultivada en agar CMC, generd un halo de hidrolisis con un didmetro de 3.2 cm,
indicando una actividad celulolitica destacada.

= LacepaB19, en agar lignina, mostr6 un halo bien definido de 3.0 cm de diametro, lo que evidencia

una fuerte capacidad de degradacion ligninolitica.

Figura 1

Formacion de halos de hidrolisis en medios selectivos: (a) Cepa B21 en medio con CMC (tono amarillo

claro), (b) Cepa B19 en medio con lignina (tono rojizo), con halos claramente definidos.




Resultados de la evaluacion hidrolitica

Las cepas bacterianas obtenidas fueron evaluadas en medios solidos selectivos con lignina y
carboximetilcelulosa (CMC) para determinar su capacidad de producir enzimas lignoceluloliticas. La
actividad hidrolitica se evidenci6 mediante la formacion de halos de aclaramiento en torno a las
colonias. Las cepas que presentaron mayores diametros de halo fueron seleccionadas para posteriores
analisis moleculares de identificacion.

Tabla 1. Formacion de halos de hidroélisis en medios con lignina y CMC de cepas bacterianas aisladas.

CEPA AGAR LIGNINA (cm) AGAR CMC (cm)
PGAO1 2.1 2.2
PGAO2 23 3.0
PGAO03 1.5 2.1
PGA0O4 3.1 2.0
PGAOS 1.8 2.5
PGAO06 1.5 24
PGAO07 1.5 2.7
PGAO8 1.1 2.2

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 1), inicamente las cepas PGAO1 a PGAO8 mostraron
actividad enzimatica detectable sobre sustratos ligninoliticos y celuloliticos, con halos de hidroélisis que
oscilaron entre 1.1 y 3.1 cm. En particular, la cepa PGA04 destaco por presentar el mayor halo en agar
con lignina (3.1 cm), mientras que PGA02 exhibid la mayor actividad sobre CMC (3.0 cm), lo cual
sugiere un elevado potencial lignocelulolitico.

Identificacion molecular de cepas bacterianas mediante secuenciacion del gen 16S rRNA

El analisis molecular confirmé la presencia de ocho cepas bacterianas con capacidades hidroliticas
sobre lignina y celulosa.

Todas las cepas fueron aisladas de muestras de suelo rizosférico, lo que sugiere una estrecha relacion

ecologica con la materia organica disponible en este ambiente agricola.




Tabla 2. Cdédigo y origen de las cepas bacterianas con actividad lignocelulolitica.

Cédigo Origen

PGAO1 Suelo rizosférico de caiia de azicar
PGAO02 Suelo rizosférico de caiia de azicar
PGAO3 Suelo rizosférico de caiia de aztcar
PGAO4 Suelo rizosférico de caiia de aztcar
PGAO5 Suelo rizosférico de caiia de azicar
PGAO6 Suelo rizosférico de caiia de azicar
PGAO7 Suelo rizosférico de caia de azicar
PGAOS8 Suelo rizosférico de cafia de azicar

Estas cepas destacaron por su capacidad de generar halos de hidrdlisis en medios con lignina y
carboximetilcelulosa, lo que indica su potencial metabolico en la degradacion de residuos agricolas.
Los resultados de la identificacion taxondmica especifica (a nivel de género y especie) y su implicancia
funcional se detallan en la siguiente seccion.

Analisis taxonomico y morfolégico de las cepas bacterianas

Las ocho cepas seleccionadas por su capacidad hidrolitica fueron sometidas a analisis molecular
mediante secuenciacion del gen 16S rRNA, permitiendo su identificacién taxondmica hasta nivel de
especie. Este enfoque molecular, basado en la amplificacion y comparacion de secuencias conservadas,
ofrece una alta resolucion filogenética, permitiendo ademas detectar microorganismos.

Los resultados se resumen en el Tabla 3., donde se presenta la jerarquia taxonémica completa de cada
cepa, desde filo hasta nimero de acceso en la base de datos NCBI:

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de las cepas bacterianas aisladas a partir de la secuenciacion del gen
16S rRNA.

Descripcion CEPAS
Jerarquia Taxonomica PGA 01 PGA 02 PGA 03 PGA 04 PGA 05 PGA 06 PGA 07 PGA 08
Filo Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes
Clase Bacill Bacill Bacill Bacill Flavobacteria Bacill Flavobacteria Bacill
QOrden Bacillales Bacillales Bacillales Bacilales  Flavohacteriales Bacilales Flavobacteriales Bacillales
Familia Bacilaceae Bacilaceae Bacilaceae  Bacillaceae Flavobacteriaceae  Bacilaceae  Streptomycetaceae Bacillaceae
Género Bacillus Bacilus Exiguobacterium  Bacillus Flavobacterium Bacillus Streptomyces Bacillus
Especie B. halotolerans  B. licheniformis ~ E. acefylicum  B. Halotolerans F. tagetis B. lincheniformis  S. thermocarboxydus  B. paralicheniformis
Cepa ATCC 25096  ATCC9945a  DMS 20416  ATCC26085 KCTC 2201 KCTP 2202
Namero de accesion NCBI - NR 1180631 MH5381201  NR 1150631  NZ350868.1 nr 17551 1 PPBO2776.1 NR_026072 1 ORN217731
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Estas identificaciones confirman que la mayoria de las cepas pertenecen al filo Firmicutes, un grupo

conocido por su versatilidad metabolica y adaptabilidad en ambientes ricos en materia organica (Logan

et al., 2009). Se destacan especies de los géneros Bacillus, Exiguobacterium y Streptomyces,

ampliamente reportados en la literatura por su capacidad para producir enzimas lignoceluloliticas, tales

como celulasas, xilanasas y ligninasas (Ventorino et al., 2015; Berlemont & Martiny, 2013).

Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas bacterianas

Descripcidn CEPAS
Caracteristicas macroscopica PGA 01 PGA 02 PGA 03 PGA 04 PGA 05 PGA 06 PGA 07 PGA 08
Color blanco blanco Naranja blanco Amarillo blanco blanco blanco
Elevacion plana plana plana plana plana plana umbonada plana
Borde Irreqular Irreqular regular irreqular regular irreqular irreqular irreqular
superficie rugosa rugosa lisa rugosa lisa rugosa rugosa rugosa
consistencia seca seca suave seca sueave seca seca seca
tamarfo grande pequefio pequefio grande pequeno grande mediano grande
Caracteristicas microscopica
Gram (+) (+) () (+) () () (+) (+)
Morfologia Bacilos  Bacilos corfos  bacilos cortos  bacilos corfos  bacilos  bacilos cortos COCOS Bacilos

La diversidad en las caracteristicas fenotipicas sugiere variabilidad metabolica entre los aislamientos,

lo cual es consistente con sus diferencias taxonomicas y actividades enzimaticas observadas

previamente. Destaca la prevalencia de bacterias Gram positivas con morfologia bacilar, tipica de

géneros como Bacillus y Exiguobacterium.

Observacion morfolégica en cultivo y microscopia

Las ocho cepas bacterianas seleccionadas fueron cultivadas en medio agar nutritivo para evaluar su

morfologia macroscopica (colonias) y estructura celular mediante tincion de Gram, observadas a 100x

de aumento. Esta caracterizacion complementa los analisis moleculares y funcionales previos.




Figura 2

Imagen N° 02: Cepa PGA 01 Imagen N° 03: Cepa PGA 02 Imagen N° 04: Cepa PGA 03

Observacion a 100x Observacion a 100x

Imagen N° 03: Cepa PGA 02

Observacion a 100x Observacion a 100x

Imagen N° 02: Cepa PGA 01 Imagen N° 03: Cepa PGA 02

Observacion a 100x Observacion a 100x Observacion a 100x

Se muestran las colonias en medio agar nutritivo (izquierda de cada panel) y su respectiva observacion
microscopica mediante tincion de Gram a 100x (derecha). Las imagenes evidencian variaciones en el
color, forma, textura de las colonias y en la morfologia celular, lo cual respalda la diversidad fenotipica
entre las cepas aisladas.

El andlisis mediante secuenciacion del gen 16S ribosomal permitié identificar ocho cepas bacterianas
con caracteristicas destacables como promotoras de crecimiento vegetal y degradadoras de biomasa
lignocelulodsica. Todas las cepas mostraron ser rizobacterias beneficiosas, no toxicas para el cultivo de
cafa de azlcar ni para el equilibrio del suelo, lo que las convierte en candidatas ideales para aplicaciones
agricolas sostenibles.

Entre las cepas identificadas, Bacillus halotolerans destacd por su capacidad para sintetizar
fitohormonas como el acido indol-3-acético, esencial para el desarrollo radicular. Esta bacteria presenta
tres mecanismos clave de accion: produccion de sideroforos que compiten por el hierro disponible,

solubilizacion de fosfatos minerales y biosintesis de metabolitos promotores del crecimiento (Jiménez




et al., 2020). Estas caracteristicas la convierten en un valioso recurso para mejorar la productividad de
los cultivos.

Otra cepa relevante fue Bacillus licheniformis, bacteria Gram-positiva clasificada como GRAS
(Generally Recognized as Safe). Este microorganismo demostrd una notable adaptabilidad a
condiciones ambientales extremas, soportando temperaturas entre 30-55°C y pH de 3 a 11, ademas de
tolerar altas concentraciones salinas (7-12%) (Ghani et al., 2013). Su capacidad para producir diversas
enzimas hidroliticas, como a-amilasa, celulasa y pectinasa, amplia su potencial de aplicacion tanto en
agricultura como en procesos industriales.

Los resultados obtenidos con Exiguobacterium acetylicum coinciden con estudios previos que reportan
su eficiencia en la degradacion de componentes lignoceluldsicos (Selvakumar et al. 2009) observaron
reducciones significativas en los contenidos de lignina (56.7%), hemicelulosa (39.6%) y celulosa
(37.5%) tras 10 dias de tratamiento, superando notablemente los controles (Ali et al., 2017). Esta
capacidad, combinada con su potencial como promotor de crecimiento vegetal, posiciona a esta cepa
como candidata ideal para el desarrollo de biofertilizantes con doble funcion.

La identificacion de Flavobacterium tagetis y diversas especies de Streptomyces sugiere importantes
sinergias potenciales. F. fagetis ha demostrado capacidad para degradar biomasa lignocelulolitica,
promover el crecimiento vegetal y participar en procesos de biorremediacion (Cortez et al., 2017). Por
su parte, los Streptomyces spp., con su alta capacidad de recambio de materia organica y produccion de
metabolitos secundarios beneficiosos, representan un valioso componente del microbiota del suelo
(Kawakami et al., 2014).

Estos hallazgos tienen relevantes aplicaciones practicas para la agricultura sostenible, particularmente
en el cultivo de cafia de azlcar. El desarrollo de inoculantes microbianos multiuso basados en estas
cepas podria permitir reducir el uso de insumos quimicos, mejorar la estructura y fertilidad del suelo, y
aumentar la sostenibilidad del cultivo. Como perspectivas futuras, se recomienda realizar estudios de
compatibilidad entre cepas para formular consorcios efectivos, validar su eficacia en condiciones de
campo y optimizar los protocolos de aplicacion. En conjunto, este estudio sienta una base solida para

el desarrollo de biotecnologias innovadoras que transformen los residuos lignocelulésicos de la

agroindustria azucarera en recursos valiosos para el suelo y el clima.
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CONCLUSIONES

La identificacion molecular de las 8 cepas bacterianas mediante el gen 16S ribosomal permitio su

correcta clasificacion taxondmica y analisis filogenético. Estas cepas presentan caracteristicas

metabolicas clave para la produccion de enzimas hidroliticas y adaptacion a diferentes condiciones

ambientales.

El estudio confirm6 su capacidad para formar consorcios microbianos eficientes en la degradacion de

biomasa lignocelulosica, sin mostrar fitotoxicidad. Por el contrario, mejoran la microbiota rizosférica y

la disponibilidad de nutrientes.

Estos hallazgos confirman el potencial de las cepas como bioinoculantes agricolas para cultivos de cafia

de azlcar. Su uso puede representar una alternativa sostenible a los insumos agroquimicos

convencionales, contribuyendo tanto a la aumentar la productividad como a reducir el impacto

ambiental asociado a las practicas agricolas tradicionales.
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