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ABSTRACT

La agricultura produce un 60% de la emision de 6xido nitroso (N20), 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 econédmico (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 (N2O) 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 N,O 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 informacién que se presenta a continuacidn es acumulativa y hace referenciaal afio1,2,3y 4
del proyecto.



RESUMEN EJECUTIVO

El 6xido nitroso es un gas de efecto invernadero liberado a la atmdsfera principalmente por
bacterias que se encuentran en los suelos destinados a la agricultura. Dentro de estas bacterias,
se destacan los inoculantes, que son microorganismos utilizados para promover el crecimiento
vegetal. Como primer paso hacia la reduccién drastica de la produccién de 6xido nitroso en la
agricultura, nuestro equipo secuencid y analizé los genomas de los inoculantes modernos. Dentro
de estos inoculantes, se observd que los utilizados en alfalfa y soja tienen el mayor potencial de
impacto ambiental debido a la presencia de todos los genes necesarios para la produccion de
6xido nitroso. Ademas, se observd que los inoculantes utilizados en cultivos extensivos de gran
importancia en la regidn, como el trigo, el arroz y el maiz, no contienen la dotacidon genética
completa para producir dxido nitroso en forma individual, pero poseen genes capaces de llevar a
cabo uno o mas pasos del proceso de produccién de éxido nitroso. Por lo tanto, la utilizacion de
estos inoculantes representa un riesgo ambiental moderado. En base a los resultados obtenidos,
se priorizara el mejoramiento genético de los inoculantes de alfalfa y soja para reducir la emision
de éxido nitroso.

PALABRAS CLAVE: OXIDO NITROSO, INOCULANTES, SOJA, ALFALFA, ARROZ, TRIGO, MAIZ



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 nitrégeno
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 aplicacion de inoculantes agricolas puede realizarse de varias formas, segun el tipo de
producto y las condiciones especificas de cultivo. Los inoculantes de fijacion 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 aplicacién 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 produccién para los agricultores. Ademas, al reducir la necesidad de fertilizantes
quimicos, los inoculantes agricolas pueden ayudar a mitigar la contaminacion del agua y el suelo,
asi como a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero asociadas con la produccién de
fertilizantes sintéticos.

Sin embargo, a pesar de sus numerosos beneficios, los inoculantes agricolas también
enfrentan varios desafios que deben abordarse para su adopcién 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 adaptacion de los inoculantes a diferentes condiciones de suelo y cultivo puede ser
un desafio, especialmente en sistemas agricolas altamente heterogéneos. La investigacion 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 accidén de los microorganismos en los inoculantes y para identificar
cepas mas eficaces y adaptadas a diferentes condiciones agricolas. Ademas, se requiere una
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mayor inversién en tecnologias de formulacién y aplicacidon para garantizar la viabilidad y
estabilidad de los inoculantes a lo largo de su ciclo de vida. La informacion que se presenta a
continuacion es acumulativa y hace referencia al afio 1, 2, 3 y 4 del proyecto.

INFORMACION DE RELEVANCIA CON UNA DISCUSION TECNICA

La mayoria de los inoculantes actualmente en uso fueron seleccionados en un periodo que
abarcé desde las décadas de 1960 hasta los afios 1990, es decir, antes de que el cambio climatico
global se convirtiera en una preocupacion prioritaria. En aquel entonces, el enfoque principal del
proceso de domesticacion de estos inoculantes estaba centrado en identificar cepas con la
maxima capacidad para aumentar la productividad y mejorar la calidad nutricional de los cultivos,
con el fin de maximizar la rentabilidad del sector agropecuario. Sin embargo, con la creciente
evidencia cientifica sobre el impacto negativo del cambio climatico global en la produccion
agropecuaria, surge la necesidad imperiosa de evaluar el impacto ambiental de estos inoculantes.

El 6xido nitroso (N20) se destaca como uno de los principales gases de efecto invernadero
responsables del cambio climatico, y su produccidén antropogénica proviene principalmente de
los microbios presentes en los suelos agricolas. Esta produccion de N,O se lleva a cabo
mayormente a través de un proceso de desnitrificacion incompleta, en el cual los compuestos
nitrogenados son reducidos secuencialmente por complejos enzimaticos como la nitrato
reductasa (NAR), la nitrito reductasa (NIR) y la dxido nitrico reductasa (NOR) (Fig. 1). Por otro lado,
la degradacién del N,O ocurre gracias a la actividad del complejo NOS (6xido nitroso reductasa),
que convierte este compuesto en nitrégeno gaseoso (N2) (Fig. 1).

NO;. 4NO; *NO~ *N,07 *N,

Fig. 1. Proceso de desnitrificacion completo por el cual los complejos enzimaticos nitrato
reductasa (NAP), nitrito reductasa (NIR), 6xido nitrico reductasa (NOR) y oxido nitroso (NOS)
reductasa reducen secuencialmente el nitrato hasta liberar nitrégeno gaseoso. Uno de los
subproductos de este proceso es el 6xido nitroso (N20), un poderoso gas de efecto invernadero.

Se ha descripto previamente que la presencia de estos genes es un factor critico para
explicar la emision de N,O en la agricultura (Akiyama et al. 2016; Brambilla et al. 2018). En el
marco de este proyecto, hemos llevado a cabo un andlisis de la presencia de genes codificantes
para los complejos enzimaticos de produccién (NAP, NIR y NOR) y degradacion (NOS) de N,O en
una amplia gama de inoculantes utilizados de manera extensiva en América Latina y el Caribe.
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Este estudio tiene como objetivo principal diagnosticar el potencial impacto ambiental de estos
inoculantes. La informacidn obtenida a partir de este analisis servira como base fundamental para
el disefio de futuras estrategias de mejoramiento genético tanto en los inoculantes actuales como
en nuevos aislamientos que puedan tener potencialidades beneficiosas para el medio ambiente.

OBIJETIVOS

El objetivo principal del proyecto es desarrollar inoculantes para cultivos extensivos de
América Latina y el Caribe capaces de disminuir la emisidon de N,O y de mejorar la productividad
regional. El objetivo especifico de este producto de conocimiento, denominado “Diagndstico de
inocuidad de los inoculantes actuales”, es analizar la presencia de los cluster NAP, NIR, NOR y NOS
en los inoculantes modernos para comprender su inocuidad ambiental y eventualmente planificar
estrategias de mejoramiento genético que permitan reducir la emision de NO.

RESULTADOS

Para comenzar se realizd una secuenciacidn liviana de los genomas de los inoculantes.
Para esto se utilizé el Kit de Purificacion de ADN Gendmico Wizard (#A1120, Promega, USA). El
secuenciamiento de los genomas se realizd en la Unidad de Gendmica, Instituto de
Agrobiotecnologia y Biologia Molecular, CICVyA, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,
Buenos Aires, Argentina (https://inta.gob.ar) y en Macrogen (Korea). Se obtuvieron un total de
entre 6 — 20 millones de lecturas pareadas de 32 o 151 pares de bases utilizando la tecnologia
[llumina Hiseq1500, lo que resulté en un promedio de cobertura gendmica de mayor a 40 veces.
Las lecturas de secuenciacion se mapearon contra los replicones cromosdmicos y plasmidicos de
cepas de referencia que poseian la ruta de desnitrificacion completa utilizando el software
Geneious (Biomatters http://www.geneious.com). El andlisis se desarrollé utilizando los
siguientes parametros: Mapeador: Geneious, Sensibilidad: Baja Sensibilidad / Mds Répido, Ajuste
Fino: Ninguno (mapeo rapido de lecturas), Calidad de mapeo minima: 30 y Mapear multiples
mejores coincidencias: Aleatoriamente. Los clusters de desnitrificacion y los genes housekeeping
utilizados como control fueron ensamblados de novo utilizando lecturas positivas de cada cepa
que coincidian con las cepas de referencia. Este analisis informatico nos permitié distinguir dos
tipos de poblaciones bacterianas segin su potencial impacto ambiental (potencial emisién de
N,O), las cuales se describen a continuacion: (1) La primera poblacion, que incluye a las cepas
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079, Bradyrhizobium japonicum E109, Sinorhizobium meliloti
B399 y Sinorhizobium meliloti B401, poseen todos los genes de produccién de N.O (NAP, NIR y
NOR) pero perdieron los genes de degradacion de este gas de efecto invernadero (NOS). (2) La
segunda poblacion, que incluye a las cepas Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080,
Bradyrhizobium canariense SEMIA 928, Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5019, Bradyrhizobium
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elkanii SEMIA 587, Bradyrhizobium yuanmingense P10 130, Azospirrilum brasilense Az39
Azospirillum brasilense CNPSo 2083, Azospirillum brasilense CNPSo 2084 Pseudomonas ogarae
FR1, Pseudomonas fluorescens Pf-5, Paenibacillus sp. 79, Mesorhizobium sp. GMSS17 vy
Cupriavidus sp. UYPR2.512 poseen algunos genes de produccién de N.O (NAP, NIR y/o NOR) o
todos los genes de desnitrificacion (NAP, NIR, NOR y NOS).

En la actualidad se contindan secuenciando genomas de inoculantes con alta eficiencia de
fijacién de nitréogeno en campo, dentro del cual se destaca la nueva cepa Mesorhizobium sp. RIZ17
aislada por el grupo del Dr. Oscar Ruiz y utilizada para promover el crecimiento de Lotus
corniculatus en cultivos puros o consorciados con arroz (Maguire et al. 2025). El andlisis genédmico
muestra que la cepa RIZ17 posee los genes codificantes para el complejo éxido nitroso reductasa
(Fig. 2), y, por lo tanto, serian capaces de degradar el N,O. Este hallazgo constituye un hito
cientifico, ya que, hasta el momento, la descripcidn clasica de la literatura de las cepas del género
Mesorhizobium fueron descriptas como bacterias que no contenian genes de desnitrificacion
(Monza et al. 2016). Estos resultados sugieren que esta especie forrajera puede ser
particularmente amigable con el medio ambiente.

Mesorhizobium sp. RIZ17 (CP147861)
nosk A nosZ A nosD \ nosk \._nosY . nosL__ A nosX
WDX12 28620 A WDX12 28615 « WDX12 28610 \ WDX12 28605 4 WDX12 28600 WDX12... + WDX12 28590

Fig. 2. El analisis bio-informatico del genoma de la cepa Mesorhizobium sp. RIZ17
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/CP147861.1/) demostré que la misma contienen un
cluster completo de degradacion del N,O. En amarillo se muestra las regiones codificantes de
cada gen y en celeste los loci con sus nimeros de acceso.

El analisis de sintenia reveléd que RIZ17 posee una isla simbidtica completa, con alta
identidad de secuencia respecto de la isla simbidtica de Mesorhizobium loti NZP2037 (cepa
modelo de este género bacteriano), incluyendo genes asociados a nodulacion (operones I, V, VIII
y 1X), fijacion bioldgica de nitrégeno (operones VI, VIl y Xll), biosintesis de cofactores (tiamina,
biotina y nicotinato), sistemas de secrecion tipo IV y genes involucrados en la transferencia
horizontal de la isla simbidtica (Fig. 3). Si bien la composicion génica se encuentra conservada, se
observaron diferencias en la organizacién y el orden relativo de los operones, lo que sugiere
eventos de reordenamiento sin pérdida funcional de los genes clave de la simbiosis (Fig. 3).
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Fig. 3. Anadlisis comparativo de las islas simbidticas de la cepa RIZ17 con respecto a la isla
simbiotica de la cepa NZP2037. Representacion comparativa de la isla simbidtica de NZP2037 y
de las secuencias scaffold de la cepa RIZ17. Los nimeros romanos indican la posicion relativa y
el tamaiio de los 12 operones descriptos en la isla simbidtica de NZP2037. Las bandas entre la
isla de NZP2037 y los scaffolds de las cepas representan el tamaifo, en megabases, de las
diferentes regiones de la isla de NZP2037 presentes en los scaffolds de las cepas. Los colores de
las bandas indican si el marco de lectura de NZP2037 se mantiene igual (tonos de gris
intermedio a gris oscuro) o se encuentra invertido (tonos de rojo a rojo claro) en los scaffolds
de las cepas. Las escalas ubicadas en el margen derecho representan el porcentaje de similitud
de secuencia con el mismo marco de lectura (escala izquierda) o con el marco de lectura
invertido (escala derecha).

El andlisis funcional de los genes anotados mediante clasificacion KEGG
(https://www.genome.jp/kegg/) mostré que una proporcién mayoritaria del genoma de RIZ17 se
agrupa dentro de la categoria “Metabolismo”, con una representacidon destacada de rutas
asociadas al metabolismo de aminodcidos, carbohidratos, cofactores y vitaminas, asi como al
metabolismo energético (Fig. 4). En particular, RIZ17 presentd una mayor dotacion génica en
rutas centrales como glucdlisis, ciclo de los acidos tricarboxilicos y cadena de transporte de
electrones, en comparacion con cepas de referencia (Fig. 4).
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Fig. 4. Distribucién de las secuencias génicas entre las diferentes vias y subrutas KEGG dentro
de la via KEGG Metabolismo. El panel izquierdo representa la distribucion de las secuencias
génicas entre las distintas vias KEGG en RIZ17. El panel derecho representa la distribucién de
las secuencias génicas entre las diferentes subrutas dentro de la via KEGG Metabolismo en
RIZ17.

El andlisis detallado de rutas metabdlicas evidencié que RIZ17 conserva no solo los genes
asociados a la reduccién de 6xido nitroso, incluyendo la presencia del gen que codifica la éxido
nitroso reductasa (Fig. 2) sino que también los genes vinculados al metabolismo energético y al
aprovechamiento eficiente de compuestos carbonados, lo que sugiere una elevada capacidad
metabdlica intrinseca de la cepa (Fig. 5).

11



GLYCOLYSIS

Oucome
s
Oncisate

OFcame18%:
oo 3

|

eep

+
Pyruvate

7z a1

s

CITRATE

CYCLE 7"'

e v

L N

I

Fig. 5. Distribucion esquematica de las secuencias génicas en las subrutas de la via KEGG
Metabolismo. Las secuencias génicas se distribuyeron graficamente en diferentes rutas
metabdlicas dentro de las subrutas carbohidratos, energia, aminodacidos, cofactores y
vitaminas, nucleétidos, lipidos y biodegradacion de xenobidticos. Las secuencias génicas se
representaron mediante los nimeros EC correspondientes a cada proteina codificada.
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DISCUSION

Los resultados de los analisis bioinformaticos nos permitieron comprender que no todos
los inoculantes tienen el mismo potencial de impacto ambiental. Particularmente, encontramos
un grupo de inoculantes, utilizados extensivamente para fijar nitrégeno en asociacidon con
leguminosas, que poseen un genotipo compatible con alta emisiéon de oxido nitroso. En
consecuencia, este grupo se consolida como el primer blanco de mejoramiento genético para
nuestro equipo. Por otro lado, encontramos otro grupo de inoculantes con menor potencial de
impacto ambiental y aplicables a una gran diversidad de cultivos. Aunque este grupo
probablemente no represente una prioridad de mejoramiento ambiental, la presencia de genes
de produccién de N,O en sus genomas sugiere que los mismos pueden ser mejorados
genéticamente para reducir su impacto ambiental. Dado que los inoculantes estudiados se
aplican a una amplia diversidad de especies vegetales, incluyendo alfalfa, soja, arroz, maiz, trigo,
tomate, Digitaria eriantha, Desmodium incanum, Parapiptadenia rigida y Mimosa pudica, el
mejoramiento genético microbiano tendria un gran potencial en la lucha contra el cambio
climatico. Mas alla del analisis de la genética de desnitrificacidn, la secuenciaciéon de genomas de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, como por ejemplo Bradyrhizobium yuanmingense
P10 130y Cupriavidus sp. UYPR2.512 constituye un avance en la comprension de los mecanismos
moleculares de interaccion planta-microbio.

Los resultados del anadlisis bioinformatico de RIZ17 refuerzan la nocién de que la inocuidad
ambiental de un inoculante no depende Unicamente de la presencia o ausencia de genes
asociados a la fijacidn bioldgica de nitrégeno, sino también de su dotacion metabdlica y de su
capacidad para completar rutas de desnitrificacién de manera eficiente. En este sentido, la
conservacion de los genes “nos” en RIZ17 resulta particularmente relevante, ya que su producto
enzimatico permite la reduccion del 6xido nitroso a nitrégeno molecular, mitigando la liberacion
de este gas de efecto invernadero a la atmdsfera. La arquitectura de la isla simbidtica de RIZ17,
conservada en contenido génico pero reorganizada estructuralmente, sugiere que esta cepa ha
experimentado procesos de adaptacién gendmica que no comprometen su funcionalidad
simbidtica. Este tipo de reorganizacidn podria conferir ventajas adaptativas en ambientes
complejos como los sistemas arroz—pastura, caracterizados por fluctuaciones redox vy
disponibilidad variable de nutrientes. Adicionalmente, la mayor representacion de genes
asociados al metabolismo energético y central en RIZ17 podria favorecer una mayor eficiencia
metabdlica durante la vida libre en suelo y durante la simbiosis, permitiendo sostener procesos
energéticamente demandantes como la fijacion biolégica de nitrégeno y la reduccidon de
compuestos nitrogenados. Desde una perspectiva ambiental, esta combinacién de eficiencia
metabdlica y capacidad de reduccion de N,O posiciona a RIZ17 como un microorganismo con
perfil gendmico compatible con estrategias de mitigaciéon del impacto climatico en sistemas
agricolas.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En conclusidn, las bacterias utilizadas para fijar nitrégeno en alfalfa, soja y Lotus son los
inoculantes con mayor probabilidad de produccidn de N,O. Por lo tanto, se recomienda focalizar
los esfuerzos en mejorar estos inoculantes para reducir la emisién antropogénica de N;O. Los
analisis bioinformaticos realizados sobre la cepa Mesorhizobium sp. RIZ17 aportan evidencia
gendmica soélida que respalda su perfil de inocuidad ambiental. La presencia de una isla simbidtica
completa, funcionalmente conservada, junto con una dotacién génica enriquecida en rutas
metabdlicas centrales y la conservacion de los genes “nos”, sugieren que esta cepa posee el
potencial de actuar no solo como un inoculante eficiente desde el punto de vista productivo, sino
también como un componente activo en la reduccidon de emisiones de 6xido nitroso en sistemas
agricolas. En funcidén de estos resultados, se recomienda priorizar a RIZ17 como candidato
estratégico para futuras etapas de validacion experimental orientadas a cuantificar su impacto
sobre las emisiones de N,O en condiciones de campo, particularmente en sistemas arroz—pastura.
Asimismo, esta cepa representa un modelo de interés para el disefio racional de inoculantes
climaticamente inteligentes, integrando productividad agricola y mitigacion del impacto
ambiental.
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