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ABSTRACT  

 

La agricultura produce un 60% de la emisión de óxido nitroso (N2O), uno de los tres 
principales gases de efecto invernadero responsables del calentamiento global. Paradójicamente, 
la agricultura es muy sensible al cambio climático, generando la necesidad de impulsar políticas 
de innovación tecnológica climáticamente inteligentes. En el presente proyecto de cooperación 
técnica multilateral se extenderán los beneficios tradicionales proporcionados por los inoculantes 
y se incorporarán nuevas características de reconocido valor ambiental (reducción de la emisión 
de N2O) y alto impacto económico (desarrollo de tolerancia a herbicidas y a estrés abiótico) 
mediante non-GMO technologies. Estas innovaciones tecnológicas permitirán incrementar la 
producción agropecuaria y reducir las emisiones de N2O en América latina y el Caribe, 
contribuyendo a la sustentabilidad de la agricultura y a la consolidación de la región como líder 
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 N2O 
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 N2O 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 información que se presenta a continuación es acumulativa y hace referencia al año 1, 
2, 3 y 4 del proyecto. 
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RESUMEN EJECUTIVO  

Los inoculantes son bacterias capaces de promover el crecimiento vegetal pero también 
de emitir óxido nitroso un poderoso gas de efecto invernadero. En este proyecto mejoramos la 
genética de los inoculantes de alfalfa y soja mediante la mutación de genes de desnitrificación 
responsables de la producción de óxido nitroso. Este nuevo paquete tecnológico incluye tanto 
mutantes naturales como mutantes desarrolladas por edición de base utilizando el sistema 
CRISPR/Cas9. Hasta donde sabemos es la primera vez que se editan inoculantes comerciales para 
mejorar su genética, lo cual abre una nueva puerta para el mejoramiento continuo y rápido de 
los inoculantes modernos. 

PALABRAS CLAVE: OXIDO NITROSO, NITRATO REDUCTASA, CRISPR/CAS9, INOCULANTES 
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INTRODUCCIÓN 

 Los inoculantes agrícolas, en su variedad de formas y aplicaciones, representan un 
segmento importante de la tecnología agrícola moderna. En un mundo donde la demanda de 
alimentos está en constante aumento y la presión 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 agrícolas ofrecen una solución 
prometedora, al aprovechar las relaciones simbióticas 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 químicos.  
 Los microorganismos presentes en los inoculantes agrícolas juegan roles clave en el ciclo 
de nutrientes y la salud del suelo. Por ejemplo, las bacterias fijadoras de nitrógeno, como cepas 
de los géneros Sinorhizobium y Bradyrhizobium, son capaces de convertir el nitrógeno 
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 micorrícicos, por otro lado, 
forman asociaciones simbióticas con las raíces de las plantas, mejorando la absorción de 
nutrientes, especialmente fósforo, y aumentando la resistencia a enfermedades y condiciones 
adversas del suelo.  
 La aplicación de inoculantes agrícolas puede realizarse de varias formas, según el tipo de 
producto y las condiciones específicas de cultivo. Los inoculantes de fijación de nitrógeno, por 
ejemplo, se aplican típicamente a las semillas antes de la siembra, mientras que otros pueden ser 
aplicados al suelo o al follaje de las plantas. La correcta aplicación 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 agrícolas es su capacidad para mejorar 
la eficiencia del uso de nutrientes, lo que puede traducirse en mayores rendimientos y menores 
costos de producción para los agricultores. Además, al reducir la necesidad de fertilizantes 
químicos, los inoculantes agrícolas pueden ayudar a mitigar la contaminación del agua y el suelo, 
así como a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero asociadas con la producción de 
fertilizantes sintéticos.  
 Sin embargo, a pesar de sus numerosos beneficios, los inoculantes agrícolas también 
enfrentan varios desafíos que deben abordarse para su adopción generalizada y efectiva. Por 
ejemplo, la viabilidad y estabilidad de los microorganismos en los inoculantes pueden variar según 
las condiciones de almacenamiento y aplicación, lo que puede afectar su eficacia en el campo. 
Además, la adaptación de los inoculantes a diferentes condiciones de suelo y cultivo puede ser 
un desafío, especialmente en sistemas agrícolas altamente heterogéneos. La investigación y el 
desarrollo continuos son fundamentales para superar estos desafíos y desbloquear todo el 
potencial de los inoculantes agrícolas. Se necesitan más estudios para comprender mejor los 
mecanismos subyacentes de acción de los microorganismos en los inoculantes y para identificar 
cepas más eficaces y adaptadas a diferentes condiciones agrícolas. Además, se requiere una 
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mayor inversión en tecnologías de formulación y aplicación para garantizar la viabilidad y 
estabilidad de los inoculantes a lo largo de su ciclo de vida. La información que se presenta a 
continuación es acumulativa y hace referencia al año 1, 2, 3 y 4 del proyecto.  

INFORMACIÓN DE RELEVANCIA CON UNA DISCUSIÓN TÉCNICA  

 Estudios previos de nuestro equipo demostraron que los inoculantes de alfalfa 
conservaron los genes relacionados con la producción de óxido nitroso (NAP, NIR y NOR) pero 
perdieron los genes responsables de la degradación de este gas de efecto invernadero (NOS) 
durante el proceso de domesticación (Brambilla et al. 2018) (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ejemplo de caracterización de los genes de desnitrificación en un inoculante comercial 
(Sinorhizobium meliloti B399). En contraste con lo observado en la cepa modelo Sinorhizobium 
meliloti 1021, el inoculante comercial B399 conservó los genes de desnitrificación (NAP, NIR y 
NOR) pero perdió los genes de desnitrificación (NOS) debido a una deleción genómica de 15-
kb. 

Durante este proyecto, la secuenciación y el análisis de genomas de inoculantes utilizados 
en cultivos de importancia regional mostró que este fenómeno es común a los distintos 
inoculantes de alfalfa (Sinorhizobium) y soja (Bradyrhizobium) utilizados en América Latina y el 
Caribe. Con esta información decidimos priorizar el desarrollo de mutantes derivadas de estos 
inoculantes para fortalecer la lucha contra el cambio climático global. Especificamente, 
comenzamos el mejoramiento de las cepas Sinorhizobium meliloti B399, Bradyrhizobium 
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japonicum E109 y Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079. Utilizamos dos tecnologías diferentes 
para producir mutantes. La primera, propuesta originalmente en el proyecto, se trata de la 
selección de mutantes espontaneas de genes NAP. La segunda, no propuesta originalmente sino 
incorporada muy recientemente por nuestro equipo, se trata de la producción de mutantes 
dirigidas contra gen NAP vía edición génica utilizando vectores tradicionales y doble 
recombinación homóloga, y por otro lado, el sistema CRISPR/Cas9 de edición de base. 

OBJETIVOS 

El objetivo principal del proyecto es desarrollar inoculantes para cultivos extensivos de 
América Latina y el Caribe capaces de disminuir la emisión de N2O y de mejorar la productividad 
regional. El objetivo específico de este producto de conocimiento, denominado “Mejoramiento 
genético del proceso de desnitrificación”, es producir mutantes del cluster NAP con alteración de 
la actividad nitrato reductasa, el paso limitante para la producción de N2O en estos inoculantes. 
Específicamente, se buscaron mutantes del gen napC para S. meliloti B399, y del gen napA para 
S. meliloti B399, B. japonicum E109 y B. japonicum SEMIA 5079. 

RESULTADOS  

 Luego de proceso de selección de mutantes espontaneas de genes NAP (Brambilla et al. 
2020), se obtuvieron 8, 4 y 2 mutantes de los genes napA y napC derivadas de las cepas S. meliloti 
B399, B. japonicum SEMIA 5079 y B. japonicum E109 que mostraron deficiencia en actividad 
nitrato reductasa en ensayos de Griess cuando se las comparo con sus pares salvajes (Fig. 2).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ensayo de Griess representativo en donde la cepa salvaje E109 (izquierda) muestra 
actividad nitrato reductasa mientras que su mutante derivada espontanea (derecha) no lo hace.  

 

De estas mutantes, 12 fueron secuenciadas, confirmando la presencia de pequeños indels 
y sustituciones nucleotidicas simples en los genes napA y napC que explican los fenotipos de 
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deficiencia de actividad nitrato reductasa. De esta forma, en la actualidad, se dispone de 
mutantes derivadas de las cepas S. meliloti B399, B. japonicum E109 y B. japonicum SEMIA 5079 
con una potencial disminución drástica de las emisiones de N2O. 

En una etapa posterior del proyecto, se avanzó en el mejoramiento dirigido del proceso 
de desnitrificación mediante la edición génica de base utilizando el sistema CRISPR/Cas9 en 
inoculantes comerciales de soja (Serantes et al. 2024). En particular, se editaron los genomas de 
Bradyrhizobium japonicum E109 y Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079, focalizando en el gen 
napA, que codifica la subunidad catalítica de la nitrato reductasa periplásmica, paso limitante en 
la producción de óxido nitroso. La edición génica se realizó mediante vectores CRISPR/Cas9 
diseñados para inducir sustituciones nucleotídicas específicas en regiones funcionales del gen 
napA (Serantes et al. 2024). Los mutantes obtenidos fueron seleccionados inicialmente por 
fenotipo y luego caracterizados funcionalmente mediante ensayos bioquímicos. La actividad 
nitrato reductasa fue evaluada utilizando el ensayo de Griess, que permite detectar la 
acumulación de nitrito como producto de la reducción de nitrato. Un porcentaje significativo de 
los clones editados derivados de E109 y SEMIA 5079 (36%) presentó una marcada disminución de 
la actividad nitrato reductasa en comparación con las cepas salvajes, evidenciada por la ausencia 
de coloración en el ensayo de Griess (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ensayo de Griess representativo en donde la cepa salvaje E109 (izquierda) muestra 
actividad nitrato reductasa mientras que su mutante derivada editada (derecha) no lo hace.  

El análisis molecular mediante secuenciación Sanger confirmó la presencia de 
sustituciones nucleotídicas no sinónimas en el gen napA, responsables de cambios aminoacídicos 
consistentes con la pérdida parcial o total de la actividad enzimática (Fig. 4).  
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Figura 4. Visualización del análisis de secuenciación Sanger del gen napA en cepas salvaje y 
mutante. Se muestran los cromatogramas correspondientes a la secuencia consenso (secuencia 
idéntica en las cepas E109 y SEMIA 5079), a la cepa salvaje (wild-type strain) y a la cepa mutante 
editada (mutant strain). Las sustituciones nucleotídicas introducidas mediante el sistema 
CRISPR/Cas9 se indican con cuadrados violetas y corresponden a cambios no sinónimos que 
generan sustituciones aminoacídicas en la proteína NapA. La región objetivo de la sgRNA y la 
secuencia PAM se indican sobre la secuencia consenso. Los colores de los picos reflejan la 
calidad de lectura de cada base, donde los tonos más intensos indican mayor calidad. 

Estos resultados demuestran que la edición génica dirigida del gen napA permite generar, 
de manera eficiente y reproducible, inoculantes con actividad nitrato reductasa reducida, 
fortaleciendo la estrategia de mitigación de emisiones de N₂O propuesta en el proyecto. 

DISCUSIÓN 

 La incorporación de la edición génica mediante CRISPR/Cas9 al mejoramiento del proceso 
de desnitrificación representa un avance conceptual y tecnológico significativo respecto de las 
estrategias basadas exclusivamente en la selección de mutantes espontáneas. Mientras que estas 
últimas dependen de la aparición de variantes naturales y de la disponibilidad de marcadores 
fenotípicos claros, la edición génica permite intervenir de forma precisa sobre genes clave del 
metabolismo del nitrógeno, como napA, acortando los tiempos de desarrollo y ampliando el 
espectro de modificaciones posibles. Los resultados obtenidos en inoculantes comerciales de soja 
confirman que cepas elite ampliamente utilizadas en la agricultura pueden ser editadas de 
manera eficiente sin comprometer su viabilidad ni su identidad genética de base. La reducción 
dirigida de la actividad nitrato reductasa se alinea directamente con el objetivo ambiental del 
proyecto, al disminuir el flujo de nitrógeno hacia las etapas posteriores de la desnitrificación 
responsables de la emisión de N₂O. Desde una perspectiva regulatoria y estratégica, la posibilidad 
de generar mutantes puntuales mediante edición de base, sin incorporación de ADN foráneo, 
posiciona a esta tecnología como una herramienta clave para el desarrollo de inoculantes 
climáticamente inteligentes, potencialmente compatibles con marcos regulatorios non-GMO en 
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distintos países de América Latina y el Caribe. 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

Los resultados obtenidos confirman que la edición génica dirigida del gen napA mediante 
el sistema CRISPR/Cas9 constituye una estrategia eficaz para el mejoramiento del proceso de 
desnitrificación en inoculantes comerciales de soja. Esta aproximación permite generar cepas con 
actividad nitrato reductasa reducida, complementando y potenciando las estrategias basadas en 
mutantes espontáneas previamente desarrolladas en el proyecto. Se recomienda integrar de 
manera sistemática la edición génica de base como herramienta central en futuros programas de 
mejoramiento de inoculantes, priorizando genes limitantes de la emisión de N₂O. Asimismo, se 
sugiere avanzar hacia evaluaciones en condiciones de invernáculo y campo que permitan 
cuantificar el impacto real de estos mutantes editados sobre las emisiones de gases de efecto 
invernadero, consolidando su valor como soluciones tecnológicas para una agricultura 
climáticamente inteligente. 
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