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ABSTRACT

La agricultura produce un 60% de la emision de 6xido nitroso (N20O), uno de los tres
principales gases de efecto invernadero responsables del calentamiento global. Paradéjicamente,
la agricultura es muy sensible al cambio climatico, generando la necesidad de impulsar politicas
de innovacién tecnoldgica climaticamente inteligentes. En el presente proyecto de cooperacion
técnica multilateral se extenderan los beneficios tradicionales proporcionados por los inoculantes
y se incorporaran nuevas caracteristicas de reconocido valor ambiental (reduccién de la emisién
de N20) y alto impacto econémico (desarrollo de tolerancia a herbicidas y a estrés abidtico)
mediante non-GMO technologies. Estas innovaciones tecnoldgicas permitirdn incrementar la
produccién agropecuaria y reducir las emisiones de N;O en América latina y el Caribe,
contribuyendo a la sustentabilidad de la agricultura y a la consolidacién de la regién como lider
en el mercado mundial de inoculantes.

Agriculture produces 60% of nitrous oxide (N20) emissions, one of the three main
greenhouse gases responsible for global warming. Paradoxically, agriculture is highly sensitive to
climate change, generating the need to promote climate-smart technological innovation policies.
In this present project of multilateral technical cooperation, the traditional benefits provided by
inoculants will be extended, and new environmentally valuable characteristics (reduction of N20
emissions) and high economic impact (development of herbicide tolerance and abiotic stress) will
be incorporated through non-GMO technologies. These technological innovations will allow
increasing agricultural production and reducing N20 emissions in Latin America and the
Caribbean, contributing to the sustainability of agriculture and the consolidation of the region as
a leader in the global inoculant market.

La informacidn que se presenta a continuacion es acumulativa y hace referencia al afio 1
y 2 del proyecto.



RESUMEN EJECUTIVO

En este producto del proyecto mejoramos la genética de inoculantes utilizados en cultivos
extensivos en la region. En particular trabajamos en la genética de inoculantes de alfalfa y soja
desarrollando mutantes del proceso de desnitrificacidon y otras mutantes asociadas a procesos de
respiracion aerdbica y anaerdbica encontrando que estas mutantes son capaces de reducir la
emision de 6xido nitroso en el cultivo de alfalfa (99%) y de soja (21%). Teniendo en cuenta estos
resultados se puede prever que estas mutantes desarrolladas en conjunto con las mutantes que
se encuentran en desarrollo podran reducir drasticamente la emisidn de éxido nitroso en cultivos
extensivos de la region.

PALABRAS CLAVE: OXIDO NITROSO, ALFALFA, SOJA, NITRATE REDUCTASE, MUTANTES



INTRODUCCION

Los inoculantes agricolas, en su variedad de formas y aplicaciones, representan un
segmento importante de la tecnologia agricola moderna. En un mundo donde la demanda de
alimentos esta en constante aumento y la presidn sobre los recursos naturales es cada vez mayor,
los agricultores buscan constantemente formas de mejorar la productividad de sus cultivos
mientras minimizan el impacto ambiental. Los inoculantes agricolas ofrecen una solucidon
prometedora, al aprovechar las relaciones simbidticas entre las plantas y los microorganismos
beneficiosos para promover el crecimiento de los cultivos, mejorar la salud del suelo y reducir la
necesidad de fertilizantes quimicos. Los microorganismos presentes en los inoculantes agricolas
juegan roles clave en el ciclo de nutrientes y la salud del suelo. Por ejemplo, las bacterias fijadoras
de nitrégeno, como cepas de los géneros Sinorhizobium y Bradyrhizobium, son capaces de
convertir el nitrogeno atmosférico en formas que las plantas pueden utilizar, lo que reduce la
necesidad de fertilizantes nitrogenados y ayuda a mantener la fertilidad del suelo. Los hongos
micorricicos, por otro lado, forman asociaciones simbidticas con las raices de las plantas,
mejorando la absorcion de nutrientes, especialmente fésforo, y aumentando la resistencia a
enfermedades y condiciones adversas del suelo. La aplicaciéon de inoculantes agricolas puede
realizarse de varias formas, segln el tipo de producto y las condiciones especificas de cultivo. Los
inoculantes de fijacién de nitrégeno, por ejemplo, se aplican tipicamente a las semillas antes de
la siembra, mientras que otros pueden ser aplicados al suelo o al follaje de las plantas. La correcta
aplicacion y manejo de los inoculantes son cruciales para garantizar su efectividad y maximizar
los beneficios para los cultivos y el medio ambiente. Uno de los principales beneficios de los
inoculantes agricolas es su capacidad para mejorar la eficiencia del uso de nutrientes, lo que
puede traducirse en mayores rendimientos y menores costos de produccidn para los agricultores.
Ademas, al reducir la necesidad de fertilizantes quimicos, los inoculantes agricolas pueden ayudar
a mitigar la contaminacidn del aguay el suelo, asi como a reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero asociadas con la produccion de fertilizantes sintéticos. Sin embargo, a pesar de sus
numerosos beneficios, los inoculantes agricolas también enfrentan varios desafios que deben
abordarse para su adopcion generalizada y efectiva. Por ejemplo, la viabilidad y estabilidad de los
microorganismos en los inoculantes pueden variar segun las condiciones de almacenamiento y
aplicacion, lo que puede afectar su eficacia en el campo. Ademas, la adaptacién de los inoculantes
a diferentes condiciones de suelo y cultivo puede ser un desafio, especialmente en sistemas
agricolas altamente heterogéneos. La investigacidn y el desarrollo continuos son fundamentales
para superar estos desafios y desbloquear todo el potencial de los inoculantes agricolas. Se
necesitan mas estudios para comprender mejor los mecanismos subyacentes de accién de los
microorganismos en los inoculantes y para identificar cepas mas eficaces y adaptadas a diferentes
condiciones agricolas. Ademas, se requiere una mayor inversion en tecnologias de formulacién y
aplicacion para garantizar la viabilidad y estabilidad de los inoculantes a lo largo de su ciclo de
vida. La informacidn que se presenta a continuacidn es acumulativa y hace referencia al afio 1y
2 del proyecto, siempre que esto aplique al documento que se presenta.
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INFORMACION DE RELEVANCIA CON UNA DISCUSION TECNICA

Los inoculantes utilizados para promover el crecimiento vegetal de la alfalfa y la soja son
bacterias fijadoras de nitrégeno que conservaron su capacidad de producir éxido nitroso pero
perdieron la habilidad de degradarlo (Brambilla et al. 2018). En consecuencia, estas bacterias
representan un desafio en la inocuidad ambiental del sistema agropecuario. Para enfrentar este
desafio nuestro equipo de trabajo desarrolléd mutantes derivadas de estos inoculantes que tienen
afectada su capacidad de reducir el nitrato a nitrito, el cual es el primer paso en el proceso de
desnitrificacion para la produccion de dxido nitroso. Lo esperado es que estas mutantes tengan
una drastica reduccidn de la produccién de éxido nitroso. A pesar de esto, es necesario una
demostracion empirica que las mutaciones realizadas en el complejo nitrato reductasa tienen el
efecto esperado. Para esto es necesario analizar el éxido nitroso emitido por las mutantes. Dado
gue se trata de un proceso secuencial en donde primero se identifican las bacterias que tienen
este potencial de contaminacién, luego se realizan las mutaciones y finalmente se analiza los
fenotipos de emisién de éxido nitroso, actualmente no hemos caracterizado este patrén de
emisidn en todas las mutantes producidas en este proyecto. Sin embargo, tenemos las primeras
caracterizaciones de cepas mutantes en NAP derivadas del inoculante Sinorhizobium meliloti
B399 utilizado para promover el crecimiento de la alfalfa.

OBIJETIVOS

El objetivo principal del proyecto es desarrollar inoculantes para cultivos extensivos de
América Latina y el Caribe capaces de disminuir la emisién de N,O y de mejorar la productividad
regional. El objetivo especifico de este producto de conocimiento, denominado “Emision de N,O
en mutantes de desnitricacién”, es evaluar el patrén de emision de éxido nitroso en mutantes
con alteracion de la actividad nitrato reductasa.



RESULTADOS

Cuando se compard la emisidn de 6xido nitroso de la cepa salvaje B399 en comparacién
con las cepas mutantes, aqui llamadas inta 1 a inta 6, en condiciones de microcosmos se observo
gue la mutacidn en genes NAP reduce dos d6rdenes la produccién de este gas de efecto
invernadero (Cuadro 1). Estos resultados validan la estrategia desarrollada, y, por otro lado,
ofrecen nuevos prototipos de inoculantes climaticamente inteligentes.

Strain mg N>O

kg soil '
INTA1 0.03 + 0.02
INTA2 0.06 + 0.03
INTA3 0.05 + 0.01
INTA4 0.06 + 0.02
INTAS 0.08 + 0.01
INTA6 0.04 + 0.03
1021 093 + 0.11
B399 927 + 1.86

Cuadro 1. Produccién de N;O en rizobios de alfalfa. Las mutantes INTA1-6 reducen drdsticamente
la emision de N2O en comparacion con el inoculante B399 y la cepa modelo 1021 (panel superior).

Por otra parte, cuando se compard la emision de éxido nitroso de la cepa E109 utilizada
para inocular soja con respecto a su mutante tolerante glifosato GR5 se observé que esta ultima
presentaba una significativa reducciéon de la emisién de éxido nitroso (Figura 1).
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Figura 1. Produccidn de N;O en rizobios de soja. El inoculante GR5 reduce la emisién de N,O con
respecto a su par salvaje E109. Como control adicional se complemento la cepa salvaje E109 con
un césmido (pYC7) conteniendo el cluster NOS de reduccidn de NO.



DISCUSION

Los resultados obtenidos en cuanto a la mutacién de genes de nitrato reductasa y su
impacto en la emision de dxido nitroso nos impulsa a seguir utilizando esta estrategia de
ingenieria genética y a continuar evaluando el fenotipo de nuevas mutantes obtenidas
recientemente mediante esta metodologia. Por otra parte, el efecto indirecto de la tolerancia a
glifosato sobre la misién de 6xido nitroso probablemente se deba a un incremento de la velocidad
de crecimiento y condiciones aerdbicas y una reduccién del crecimiento y condiciones
anaerdbicas propias de la desnitrificacidn. En estudios anexos a este proyecto se observé que este
fenotipo se debe a un incremento de la actividad citrato sintasa dado por la mutacion en el gen
nifH (S90A) que revierte el efecto bacteriostatico producido por el glifosato.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La conclusion mds importante de esta actividad es que la estrategia de interrumpir la
funcidn de la nitrato reductasa para controlar la emisidén de dxido nitroso funciona en inoculantes.
Otra conclusidon no menor de este trabajo es que la alteracion de la relacidn entre el crecimiento
aerdbico y anaerdbico por mutaciones no relacionada directamente con el proceso de
desnitrificacion también pueden conducir a fenotipos de baja emisidon de 6xido nitroso. La
recomendacién es entonces continuar con la estrategia de mutagénesis de la nitrato reductasa
sin descartar el potencial tecnoldgico y ambiental de otras mutaciones para la reduccion de la
emisién de dxido nitroso en la agricultura.
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