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1. INTRODUCCION

En Uruguay, la superficie sembrada con el cultivo de soja (Glycine max)
(L.) Merrill ha evolucionado de forma creciente y de manera casi constante a lo
largo de los ultimos 20 afos, pasando de 10.000 ha en la zafra 1998/1999 a un
méaximo de 1.334.000 ha en 2014/2015, sin presentar grandes variaciones a
partir de la zafra 2015/2016 en 1.140.000 ha (MGAP. DIEA, 2017).

En 2012 se aprob6 la siembra de variedades de soja Bt (MGAP, 2019b)
qgue codifican la endoproteina CrylA(c) especifica para el control de
lepidépteros plaga. Ante el incremento de la adopcion de esta tecnologia en el
pais, se abre la interrogante del posible impacto sobre organismos no objetivo
presentes frecuentemente en el cultivo de soja, como el complejo de chinches
fitofagas.

Diferentes especies conforman el complejo de chinches fitéfagas
(Hemiptera: Pentatomidae), entre las cuales Piezodorus guildinii (chinche
pequefia de la soja o chinche verde pequefia) es considerada la principal
especie plaga del cultivo de soja en Uruguay, en virtud de su frecuencia y su
alta capacidad de dafio (Bentancourt y Scatoni, 2009b).

El objetivo general fue evaluar la posible transferencia de CrylA(c) a
través del proceso de alimentacion de P. guildinii, con el fin de contribuir a un
manejo sustentable de plagas en soja

El objetivo especifico fue detectar en adultos de P. guildinii alimentados
con soja Bt en condiciones controladas, la presencia de la proteina Cry1A(c) en:
tracto digestivo, cuerpo (luego de extraerle extremidades, cabeza y aparato
digestivo), heces y en posturas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. SOJA DESDE UNA PERSPECTIVA GLOBAL, REGIONAL Y LOCAL

La produccion de granos de soja en el mundo ha crecido notablemente
en las ultimas dos décadas, con un incremento del 109%, y pasando de 160
millones de toneladas en 1998 a 334 millones de toneladas en 2016 (FAO,
2017). Este fendbmeno se relaciona con la demanda creciente de los paises en
desarrollo por el consumo de carnes producidas en base a un alto porcentaje de
subproducto de soja, y al incremento en el uso de aceite vegetales para el
consumo humano (OEA, 2009).

Los principales paises productores de soja son: Estados Unidos, Brasil
y Argentina, con producciones de 117, 96 y 58 millones de toneladas de grano,
respectivamente, en el afio 2016 (FAO, 2017). Sudamérica es la region con
mayor produccién de soja, y participa con el 50% de la produccion mundial
(FAO, 2017).

La superficie agricola destinada a soja en Uruguay tuvo un fuerte
crecimiento en los ultimos 20 afios, pasando de 10.000 ha en 1998 (MGAP,
2019a) a 1.140.000 ha en 2016 (MGAP. DIEA, 2017). Segin MGAP. DIEA
(2018), la superficie sembrada en la actualidad -zafra 2017/2018-, no presenta
grandes variaciones con respecto al afio agricola 2016/2017, y es de
aproximadamente 1,1 millones de hectareas. Este proceso de masiva
expansion fue resultado de buenos precios internacionales y de una
macroeconomia favorable para el ingreso de inversores procedentes del
exterior, en su mayoria argentinos (Blum et al. 2008, Arbeletche et al. 2012).

2.2.  SOJA TRANSGENICA BT PARA EL CONTROL DE INSECTOS PLAGA

2.2.1. Superficie y evolucion de la soja Bt en Uruquay

En Uruguay, a partir de la aprobacion del evento MON87701 en 2012,
se comenzO a sembrar soja transgénica (Bt) resistente a insectos lepidopteros
con un gen que codifica la endoproteina CrylA(c). En las zafras 2014/2015,
2015/2016 y 2016/2017 la superficie sembrada fue de 227, 171 y 279 mil
hectareas respectivamente, representando un 17, 14 y 24% del area total
destinada a la siembra de este cultivo en el pais (ISAAA, 2018).



2.2.2. Espectro de accion de la proteina Cryl1A(c)

Los materiales empleados en la actualidad poseen el evento
MON87701 (INTACTA®), cuentan con una endoproteina altamente especifica
para el control de lepidopteros plaga como: A. gemmatalis, R. nu, C. includens,
C. aporema y H. gelotopoeon. Ademas tienen efectividad sobre insectos que
actualmente no son de importancia en Uruguay y entre ellos se encuentran
Colias lesbia, Heliothis virescens, Spilosoma virginica y Loxostege bifidalis. Sin
embargo, presentan menor eficacia de control sobre Spodoptera frugiperda y
Helicoverpa zea (Monsanto, 2018), especies de frecuencia esporadica y que no
generan pérdidas economicas relevantes. Asimismo, presenta baja efectividad
para el control de Elasmopalpus lignosellus, insecto plaga que tiene
potencialidad de producir pérdidas a nivel econémico, pero que es infrecuente
(Bentancourt y Scatoni, 2009b) por el microambiente generado por la siembra
directa (Gassen, 1996).

La endoproteina CrylA(c) presenta gran especificidad para los insectos
nombrados y segun Soberdn y Bravo (2007), son inocuas para vertebrados y
otros insectos no blanco. Monsanto (2018) sefiala que el evento MON87701 no
presenta capacidad de supresion sobre Spodoptera cosmioides, Spodoptera
eridaina, Agrotis ipsilon y tampoco tiene efecto sobre los pentatomidos fit6fagos
del orden Hemiptera (chinches).

2.2.3. Modo de accion de la proteina CrylA(c)

La endoproteina CrylA(c) presente en los materiales transgénicos es
producida por Bacillus thuringiensis, una bacteria gram positiva, ubicua que
habita el suelo y otros sustratos. Esta proteina es un cuerpo paraesporal o
cristal que se caracteriza por ser toxico para insectos lepidopteros. En el vegetal
se encuentra como una protoxina que al entrar en contacto con las enzimas
proteasas contenidas en el intestino de organismos blanco adquiere poder
insecticida (Soberéon y Bravo, 2007). Este proceso consta de varias etapas:
primero las proteinas deben ser ingeridas por el insecto, luego se solubiliza en
el medio alcalino del intestino medio en donde intervienen las enzimas
proteasas y se liberan fragmentos toxicos que se unen a receptores especificos
de la membrana intestinal, generando poros liticos que originan desbalances
osmoticos en las ceélulas epiteliales, determinando que el insecto cese su
alimentacion, ocurra una paralisis del intestino seguida de una pardlisis total y la
posterior muerte del insecto (Schinemann et al., 2014).



2.2.4. Posible impacto de Cry1A(c) en organismos no objetivo

La adopcion de la tecnologia Bt determina una modificacion en el agro-
ecosistema, con posibles efectos sobre los insectos integrantes de la
comunidad.

Los cultivos de soja Bt permiten disminuir el nUmero de aplicaciones de
insecticidas, mitigando los impactos que estos ultimos manifiestan sobre los
controladores biolégicos de insectos plaga (Romeis et al., 2006), pero la
continua exposicién a CrylA(c) puede tener consecuencias negativas directas
sobre los organismos benéficos, cuando es adquirida, debido a su toxicidad.
Esta proteina puede ser obtenida por los organismos benéficos directamente
del vegetal o a través del hospedero/presa. También puede llegar a tener
efectos negativos indirectos debido a la menor cantidad o calidad de
hospederos/presas de los que se alimentan (Naranjo, 2009). Los enemigos
naturales resultan mas abundantes con la utilizacién de esta tecnologia que en
cultivos convencionales con insecticidas de amplio espectro (Fontes et al.,
2002, Marvier et al. 2007). Sin embargo, la disminucion de las presas puede
implicar una caida en las poblaciones de enemigos naturales en relacion a
chacras sin aplicaciones (Naranjo 2005, Zwahlen y Andow 2005).

2.3. PIEZODORUS GUILDINII (WESTWOOD) (HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE)

La especie P. guildinii pertenece al Orden Hemiptera (Heteroptera) y a
la familia Pentatomidae. Su distribucion abarca desde el sur de América del
Norte hasta Argentina. En América del Sur es considerada una plaga importante
del cultivo de soja (Temple, 2011).

En Uruguay es la principal especie plaga de soja dentro del orden
Hemiptera, en virtud de su elevada frecuencia y su alta capacidad de dafio
(Ribeiro et al., 2008b). Su mayor frecuencia en relacion a otros hemipteros
como Dichelops furcatus y Nezara viridula, puede ser explicada por un sistema
agricola mas intenso en el uso de soja (Castiglioni, 2004) y un complejo de
controladores bioldgicos ineficientes (Ribeiro y Castiglioni, 2008a). El alto indice
de dafio en relacion a las demas especies de hemipteros plaga, puede ser
explicado por la etapa del ciclo de soja de la cual se alimenta, el
comportamiento de alimentacion y las particularidades de la saliva introducida
(Sosa-Gomez y Moscardi 1995, Corréa-Ferreira 'y Azevedo 2002).



2.3.1. Darios e importancia econdémica de Piezodorus gquildinii

En el cultivo de soja, los pentatémidos son las plagas que por lo general
tienen mayor trascendencia econOmica, por causar dafios que influyen
directamente sobre el rendimiento en grano y la calidad de semilla, ademas de
tener la capacidad de trasmitir enfermedades y provocar retencion foliar (Belorte
et al., 2003). Dentro de esta familia, P. guildinii, es la especie que presenta
mayor dificultades para su control quimico eficaz, debido a que existe un rango
muy limitado de insecticidas efectivos y a que requiere altas dosis en la mayoria
de los casos. Ademas, esta especie es plaga de varias leguminosas,
fundamentalmente de los semilleros de forrajeras (Zerbino y Alzugaray, 2010).

P. guildinii perfora los tejidos vegetales (semillas) con el estilete e
inyecta saliva con enzimas que disuelven y destruyen células, facilitando la
remocién del contenido y produciendo vaciamiento parcial o total de los granos
(Todd y Turniseed, 1974). Debido al proceso de alimentacion, existe un
deterioro en la calidad del grano, asociado a menor poder germinativo y a la
variacion del tenor de aceite y proteina (Sosa Gémez y Moscardi 1995, Zerbino
y Alzugaray 2010). La magnitud del dafio generado esta vinculado con el
tamafo de la poblacion de P. guildinii, la etapa de desarrollo del cultivo afectada
(Zerbino y Alzugaray, 2010) y la duracion del ataque (Corréa-Ferreira y
Azevedo, 2002).

El descenso en el rendimiento ocasionado por P. guildinii se debe a que
provoca vainas vanas y granos picados e inviabilizados. Tanto las vainas vanas
como los granos picados aumentan en forma directamente proporcional al
aumento de la poblacion de chinches. Las vainas vanas se producen cuando el
ataque se da en R4 y los granos picados y deformes cuando se da en R5-R6
(Corréa-Ferreira 'y Azevedo 2002, Corréa-Ferreira 2005).

Ademas, esta especie se caracteriza por ser una de las que genera el
sintoma conocido como “soja loca”, que ocasiona un rezago en la maduracion y
retencion foliar. La etapa del cultivo en que se genera este sintoma es de R3 a
R5.5 (Boethel et al.,, 2000). Otros dafios provocados por P. guildinii es la
presencia de toxinas en la saliva y la transmision de hongos (Corréa-Ferreira 'y
Azevedo, 2002).



2.3.2. Descripcion del aparato digestivo de los hemipteros

El aparato digestivo de los hemipteros es un tubo largo que comienza
en el aparato bucal y se extiende hasta el ano, su funcién es digerir, absorber y
eliminar las heces (Amutkan et al., 2015).

Bentancourt y Scatoni (2009b) sefialan que los hemipteros fitéfagos se
caracterizan por presentar un aparato bucal pico-suctor adaptado para perforar
tejidos vegetales. En este orden de insectos, las mandibulas y maxilas se
pliegan y prolongan formando los denominados estiletes, estos contienen
internamente dos canales, uno tiene como funcién inyectar saliva y el otro
aspirar los contenidos liquidos (Chapman, 1998).

De acuerdo con Chapman (1998), el aparato digestivo de los
hemipteros esta constituido por tres regiones, el intestino anterior derivado del
estomodeo, el medio procedente del endodermo y el posterior proveniente del
proctodeo. A su vez, el intestino medio esta dividido en varias secciones
denominados ventriculos (Panizzi y Parra, 1991).

El intestino anterior esta compuesto por la faringe, eséfago y el
proventriculo, este ultimo es una valvula que regula el ingreso del alimento al
intestino medio (Agosin et al. 1974, Amutkan et al. 2015). El aparato digestivo
en su totalidad exhibe movimientos peristalticos que mezclan los contenidos,
pero solo en el intestino medio y posterior es donde tiene lugar la digestion y
absorcion de nutrientes. Estas dos secciones (intestino medio y posterior) estan
separadas por la valvula pilérica (Figura No. 1).

Bentancourt et al. (2009a) sefialan que las células de la pared del
intestino medio secretan enzimas hacia la luz intestinal, la composicion de estas
varia con la especie, un ejemplo son proteasas 0 peptidasas que son
primordiales para la digestion, ademas se encuentran las lipasas, entre otras.
En simultaneo se da otro proceso, el de absorcion de agua y nutrientes, estos
pasan por difusion o modo activo al hemocele. Por otra parte, el intestino
posterior sirve para recuperar sustancias Utiles antes de ser perdidas por las
heces (Amutkan et al., 2015).

El medio interno del intestino medio presenta un pH especifico y que
cambia con el orden del insecto; en los hemipteros, el pH ventricular posterior
es acido, muy diferente al de los lepidopteros donde el pH es alcalino
(Chapman, 1998). Hay dos pares de tubulos de Malpighi en la unién del
intestino medio y posterior (Figura No. 1), los cuales cumplen la funcién
excretora (Amutkan et al., 2015).
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Figura No. 1. Anatomia interna de pentatomido (Graphosoma lineatum) Fuente:
adaptado de Amutkan et al. (2015)

2.3.3. Anatomia externa de Piezodorus quildinii

Es relevante conocer la anatomia externa de esta especie, ya que
permite ubicar las regiones clave para poder realizar el procedimiento de
diseccion con éxito. Los adultos de P. guildinii miden de 11 a 9 mm (Grazia et
al., 1980). Presenta un color verde claro o amarillento, con una banda roja o
marrén en el pronoto dependiendo del sexo (Igarzdbal et al., 2015). La cabeza
tiene una disposicion opistognata y es de tamafio pequefio Bentancourt y
Scatoni (2009b). Las antenas son peguefias y estan compuestas por tres a
cinco segmentos. Las patas son cursoras, adaptadas para caminar. Presentan
un pronoto bien desarrollado, detrds esta el mesoescutelo de estructura
triangular, siendo estas junto con el conexivo lateral las regiones claves a
identificar. Las alas anteriores son hemiélitros con una regién coriacea basal y
una membranacea apical, las alas posteriores son membranaceas. El abdomen
esta compuesto por 9 a 10 segmentos (Bentancourt y Scatoni, 2009b).
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Figura No. 2. Anatomia externa de P. guildinii

2.3.4. Posible impacto de CrylA(c) sobre hemipteros

Ante el progresivo uso de los cultivos Bt para el control de lepidopteros
plaga, surge la interrogante de cudl es el impacto de esta tecnologia sobre los
organismos no blanco. En este sentido, es muy limitada la informacion sobre los
efectos de proteina CrylA(c) en estos organismos, en especial en pentatomidos
del orden Hemiptera.

Las endoproteinas Cry son producidas por B. thuringiensis y su
actividad estéa relacionada con el pH y las condiciones reductoras del intestino
medio. Estas proteinas requieren de un medio alcalino y condiciones reductoras
para ser liberadas y posteriormente adquirir propiedad téxica por la accién de
enzimas proteasas circundantes. Por consiguiente, esto determinaria la
susceptibilidad de los distintos 6rdenes de insectos a la endoproteina, como por
ejemplo lepidépteros, dipteros y algunos coledpteros que pueden llegar a ser
susceptibles por compartir las caracteristicas antes mencionadas (Schiinemann
et al.,, 2014). La especificidad propiamente dicha, es establecida por la
compatibilidad entre la toxina y el sitio de uniébn presente en las



microvellosidades de las células columnares del intestino medio (Soberén y
Bravo, 2007). Esto ultimo determina que la proteina CrylA(c) presente un rango
limitado de especies blanco.

Diversos investigadores han evaluado como interactia la proteina
CrylA(c) en hemipteros. Entre ellos Brandt et al. (2004) realizaron estudios
sobre Lygus hesperus (Hemiptera: Miridae) alimentado con una dieta artificial
gue contenia la endoproteina y constataron la presencia de CrylA(c) en la
hemolinfa. Asimismo, se demostrd que la mayor proporcion de la endoproteina
fue excretada y la concentracion en el organismo fue muy baja.

Yu et al. (2014), estudiaron el nivel de exposicion de diferentes
especies de artropodos a la proteina CrylA(c) en campos de soja Bt y
caracterizaron las especies no objetivo con mayor probabilidad de riesgo de
contraer la proteina. Determinaron que el fitéfago Dolycoris baccarum
(Hemiptera: Pentatomidae) alimentado con soja Bt ingirio la proteina CrylA(c),
pero pulgones de la especie Aphis glycines (Hemiptera: Aphidae) expuestos al
mismo alimento no lo hicieron. Ademas, estos investigadores encontraron que
insectos predadores como larvas de Chrysoperla spp (Neuroptera:
Chrysopidae) y Geocoris spp (Hemiptera: Lygaeidae) nutridos con diferentes
presas provenientes de soja Bt, presentaban concentraciones detectables de
proteina en el cuerpo.

Segun da Cunha et al. (2012), la biologia de Podisus nigrispinus
(Hemiptera: Pentatomidae) no se vio afectada al ser alimentado desde su
segundo estadio con larvas de S. frugiperda provenientes de cultivos de
algoddn Bt. Sin embargo, al realizar un estudio a nivel digestivo, se observo una
desorganizacion en la membrana perimicrovilar de P. nigrispinus, diversos
cambios ultraestructurales en las células digestivas y alteraciones del patron de
distribucién de glucégeno, lipidos y calcio, afectando la capacidad depredadora
de este insecto. Estos autores concluyeron que especies no blanco como S.
frugiperda que ingieren la endoproteina CrylA(c) y no mueren, pueden llegar a
convertirse en una via de transmisién efectiva de la proteina hacia los enemigos
naturales.

Investigaciones en afidos (Hemiptera: Aphidae) (Torres et al. 2006,
Burgio et al. 2011, Rémeis y Meissle 2011, Zhang et al. 2012) expuestos a una
dieta conteniendo la proteina CrylA(c), determinaron que la adquisicion de la
misma por este grupo de insectos es muy variable, dado que del total de
individuos en estudio solo en un bajo porcentaje se detecto la proteina. Estos
resultados pueden llegar a ser explicados por diferencias en caracteristicas
relacionadas a la ingestion, degradacion y excrecion (Paula y Andow, 2016).



2.4. HIPOTESIS

Las hipotesis biologicas del trabajo fueron:

1. Los adultos de P. guildinii alimentados con vainas de soja Bt, son
capaces de ingerir la proteina CrylA(c), esta se encuentra en el aparato
digestivo, pasa a la hemolinfa, se distribuye por todo el cuerpo y es excretada.

2. La proteina CrylA(c) esta presente en los huevos de hembras
adultas alimentadas con soja Bt.
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3. MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en la Estacién Experimental “Dr. Mario A.
Cassinoni”, Facultad de Agronomia (Ruta 3 km 363, Paysandu, Uruguay), en
los Laboratorios de Entomologia, en los meses de abril y mayo.

3.1. OBTENCION DE INDIVIDUOS EXPERIMENTALES DE Piezodorus
guildinii

Se recolectaron adultos de P. guildinii de chacras comerciales y
experimentales de alfalfa (Medicago sativa) utilizando la red entomoldgica. Los
adultos fueron llevados al laboratorio y colocados en recipientes de plastico (25
cm por 30 cm de base y 60 cm de altura) con un tejido por encima para evitar
su fuga y al mismo tiempo facilitar el ingreso de oxigeno. Los recipientes se
mantuvieron a 26°C * 2 y en una fotofase de 14 horas (Peres y Correa-Ferreira,
2004). Los insectos permanecieron en esta situaciéon durante una semana
aproximadamente, hasta que fue instalado el experimento para la deteccién de
la proteina Cry1A(c).

3.2. OBTENCION DE LAS VAINAS BT Y NO BT PARA LA ALIMENTACION
DE Piezodorus guildinii

Para la alimentacién de los adultos de P. guildinii del experimento se
recolectaron vainas en el estado R 5.5 en plantas cultivadas en sombraculo, de
los cultivares Don Mario 5958i RR PRO correspondientes a un cultivar Bt y Don
Mario 59i RR cultivar no Bt. Ambos cultivares se sometieron a un manejo
agronodmico idéntico hasta la cosecha.

Luego de la cosecha las vainas se desinfectaron sumergiéndolas en
hipoclorito de sodio al 2% durante 1 minuto, posteriormente fueron lavadas con
abundante agua destilada y colocadas a secar a la sombra, al aire libre y se
almacenaron en la heladera hasta su utilizacion.
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3.3. INSTALACION DEL EXPERIMENTO PARA LA DETECCION DE
Cry1A(c) EN Piezodorus guildinii

La instalacion del experimento se llevé a cabo el 3 de abril de 2018. Los
adultos de P. guildinii, se colocaron en recipientes individuales 5 cm de
diametro de base por 3,5 cm de altura que contenian papel Tissue en la base
(Figura No. 3). Se suministr6 agua mediante un recipiente pequefio con algodén
hamedo y el alimento que correspondid a su tratamiento. El alimento se renové
cada 3 dias. Las condiciones ambientales fueron las mismas que las de la cria
(temperatura 26 + 2°C y fotofase del4 horas). Fue necesario contar con 60
individuos en cada tratamiento en un diseiilo experimental completamente al
azar (DCA). Los tratamientos fueron alimentacion con vainas de soja Bt o no Bt
por un periodo de 10 dias, procurando que siempre tuvieran alimento fresco
disponible.

Figura No. 3. Recipientes individualizados con su respectivo adulto de P.
guildinii

3.4. DETECCION DE LA PROTEINA Cry1A(c)

La deteccion de la proteina CrylA(c) se realizo utilizando el test de
deteccion rapido (Quickstix, EnviroLogix, Portland, ME), que se basa en la
técnica Elisa, esta mediante un anticuerpo ligado a una enzima tiene la
capacidad de detectar un antigeno (Ochoa, 2012), en este experimento fue la
proteina CrylA(c). Este test permite detectar la proteina expresada por el
cultivar de soja del evento MON 87701, el resultado es considerado positivo (se
detecta la proteina) si la muestra contiene un valor mayor o igual al 0,3% de
concentracion de la proteina CrylA(c, ENVIROLOGIX, 2013).
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Se efectuaron dos evaluaciones en adultos de P. guildinii, una en tracto
digestivo y otra en el resto del cuerpo (sin tracto digestivo, cabeza ni
extremidades). También se realizaron evaluaciones sobre posturas y heces de
adultos de P. giuldinii (Bt y no Bt).

En todos los ensayos se procedi6é vertiendo los contenidos de tejidos,
heces y posturas del insecto en un tubo eppendorf esterilizado a los cuales se
le agregé una solucion de extraccion que permite solubilizar la proteina,
mejorando los resultados de la medicion. Posteriormente se homogeneiz6 la
muestra en un vortex por 2 minutos y finalmente fue colocada la banda de
prueba, observando el resultado. Para evitar la contaminacion fueron separados
los utensilios por tratamiento (Bt y no Bt). Asimismo, cada vez que fue realizado
un ensayo dentro de un mismo tratamiento se esterilizaban los utensilios con
alcohol etilico.

Cuadro No. 1. Muestras por repeticién para cada una de las variables
evaluadas

Determinacion Muestras por repeticion Repeticiones (n)
Tracto digestivo 10 tractos digestivos 6
Resto del cuerpo 5 tejidos del resto del cuerpo 5
Heces 0,15 gramos (heces + papel tissue) 5
Postura 15 huevos 5

Se realizaron ensayos especificos para verificar la presencia de la
proteina CrylA(c) en el tracto digestivo de P. guildinii, para cada tratamiento
fueron necesarios 60 tractos digestivos (Bt y no Bt).

Se ejecutd una prueba especifica del resto del cuerpo con los tejidos de
5 adultos para cada repeticion, sin la presencia del tracto digestivo, cabeza ni
extremidades. Para realizar esta determinacién fueron necesarios 25 restos del
cuerpo por tratamiento.

Se realiz6 un ensayo para verificar la presencia de la proteina CrylA(c)
en los residuos fecales de P.guildinii, para ello se retiraron las secciones del
papel Tissue que contenia heces luego de transcurridos los 10 dias de
tratamiento. Se realizd un ensayo control para constatar que el papel utilizado
no contenga trazas de la proteina.
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Se llevaron a cabo ensayos especificos para verificar si las posturas de
hembras alimentadas con CrylA(c) contenian dicha proteina. Se extrajeron de
los tratamientos Bt y no Bt las posturas. En este caso, se utiliz6 como unidad
experimental 15 huevos, los cuales fueron colocados en un tubo eppendorf
esterilizado y fue necesario macerarlos para liberar los contenidos.

3.5. DISECCION DE LOS ADULTOS DE Piezodorus guildinii

La extraccion de los 6rganos constituyentes del aparato digestivo y los
tejidos del insecto en estudio (P. guildinii), requiri6 de lupa binocular de 40X
(Olympus SZ40), agujas entomoldgicas, tijeras tipo Castroviejo rectas y curvas,
ademas de cajas de petri con parafina negra. Estos artefactos son
imprescindibles para separar los tejidos, ya que permiten una mejor
visualizacion e identificacion de los mismos clave para la obtencion de cortes de
alta precision. Para evitar la contaminacién fue necesario contar con agujas
entomoldgicas, tijeras tipo Castroviejo y cajas de petri para cada tratamiento (Bt
y no Bt).
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La finalidad de esta practica fue separar el aparato digestivo del resto

del cuerpo, eliminando la cabeza y extremidades para no entorpecer el
procedimiento. ! El proceso consté de 5 etapas:

1.

2.

muerte del insecto, utilizando temperaturas bajo cero por unos minutos
(freezer).

Separacion de cabeza y patas del resto del cuerpo mediante tijera
Castroviejo.

Colocacion del insecto con el abdomen hacia abajo en una caja de petri
con parafina negra, (se utiliza este material por el contraste, lo que
permite diferenciar mejor entre partes del cuerpo). Se realizaron
incisiones en cada vértice contiguo al protorax del mesoescutelo y este
se retird desde un extremo y se desechd. Posteriormente, se ubicaron
agujas entomologicas en el protorax, traspasandolo, y otras en las alas
de forma de contener el espécimen inmovil. Se vertié agua destilada
para facilitar el manejo.

En el ultimo segmento del abdomen se efectud un corte trasversal al
cuerpo, quitando la genitalia externa, para posteriormente ejecutar un
corte siguiendo el conexivo lateral comenzando desde el primer
segmento abdominal hasta el final. Esto permitié retirar los escleritos del
abdomen.

El proceso finalizé cuando se separan los tejidos del aparato digestivo
del resto del cuerpo (Figura No. 4). Para la variable evaluada tracto
digestivo fueron necesarios 60 tractos digestivos por tratamiento, ya que
cada repeticion conté con 10 tractos digestivos (6 repeticiones).

! Panizzi, A. 2018. Com. personal.
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3.6. METODO ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el intervalo de
confianza para la verdadera proporcidbn por el método de Wilson Score,
tomandose como unidad experimental la muestra contenida en el eppendorf de
los diferentes ensayos y se determiné el numero de éxitos en “n” numero de
individuos. Fue utilizado este método debido a que se considera el apropiado
para estudiar resultados binarios: presencia o ausencia de la proteina Cry1A(c),

valores 1y 0 respectivamente (Cepeda Cuervo et al., 2008).

3.6.1. Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron: deteccion de CrylA(c) en tracto
digestivo, deteccion de CrylA(c) en el resto del cuerpo (sin tracto digestivo,
cabeza ni extremidades), deteccion de CrylA(c) en heces contenidas en papel
Tissue y deteccion de CrylA(c) en posturas.

3.6.2. Intervalo de confianza para la verdadera proporcién por el método de
Wilson Score

pa-p) , 2
1S=p+ LN m 4n”
I~ - -y

2

n 1+2.;_1_

Doénde:
# Proporcién muestreal.

z Percentil de distribuciéon normal N (0,1).

n Tamano de la muestra.
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4. RESULTADOS

Previo a la instalacion del experimento se confirmé la presencia de la
proteina CrylA(c) en las vainas de soja con el test de deteccion rapido, donde
se constaté que las vainas Bt contenian efectivamente la proteina y que las
vainas no Bt no presentaban la proteina.

<4 22
2% 33 | :
5icx 58  3ad 53 3Bl 33 33
5% B; 65 200 GG 501 {5 66
Q¢ 55 B 584 BE 35 & B
EIN LT
I l § 532 < § g
5 ' | « Linea de control
«Linea de ensayo
| SR N —
e - "1 ™~ -t v
@ @ o a4 =4 @
Tracto digestivo  Tracto digestivo
(No Bt) (Bt)

Figura No. 5. Resultados de la deteccién de la presencia de proteina CrylA(c)
en el aparato digestivo de P. guildinii en el tratamiento bt y no bt

La proteina CrylA(c) se encontré en el tracto digestivo de chinches
alimentadas con vainas de soja Bt y no se encontro en las alimentadas con
vainas no Bt (Figura No. 5).

En los tejidos del cuerpo, sin extremidades, cabeza, ni tracto digestivo,
no se detectd la endoproteina en ninguno de los dos tratamientos, Bt y no Bt
(Anexo No. 1).

En el tratamiento Bt, se halld la presencia de la proteina CrylA(c) en los
residuos fecales (Anexo No. 2) y no se detectaron en las heces de adultos
alimentados con vainas no Bt.

En las posturas de hembras adultas de P. giuldinii alimentadas con
vainas de soja Bt y no Bt, no se detecto la proteina CrylA(C) para ninguno de
los dos tratamientos (Anexo No. 3).
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Cuadro No. 2. Deteccion de la proteina CrylA(c) en los tejidos del
cuerpo, heces y posturas, y calculo del intervalo de confianza para la verdadera
proporcion por el método de Wilson Score para los individuos alimentados con

vainas Bt
Determi | Repeticion | Resultado Resultado Intervalo de **‘f -
nacion es (n) (dieta Bt) | (dieta No Bt) | confianza***** .
Tracto
digesti 6* + - [0,6-1] 1
VO
Resto Bk
del - - [0-0,4344] 0
cuerpo
Heces B¥xx + - [0,5655-1] 1
Postura SxFH = = [0-0,4344] 0

Con confianza de 95%. (*****) El intervalo de confianza y (******) el p valor estimado se realizé para el
tratamiento (alimentacion Bt).

* 10 tractos digestivos/ repeticion

** 5 individuos/ repeticion

*** (0,15 gramos/repeticion

**xx 15 huevos/repeticion
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5. DISCUSION

Existe muy limitada informacion a nivel internacional en relacion al
efecto de la adopcion de la tecnologia Bt en soja sobre organismos no blanco
como el grupo de los hemipteros plaga. En particular, en relacion a Piezodorus
guildinii principal plaga de soja en Uruguay y otras regiones del mundo, la
informacion es nula.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede deducir
qgue la proteina CrylA(c) es efectivamente ingerida por adultos de P. guildinii
alimentados con vainas de soja Bt, ya que la misma es encontrada en el
aparato digestivo de dicha especie. Asimismo, la presencia de la proteina en
heces indica que el insecto tiene la capacidad de excretarla, lo cual confirma la
hipotesis bioldgica de este trabajo. Por el contrario, la proteina no se encontro
en las restantes partes del cuerpo (sin incluir extremidades, aparato bucal y
digestivo) rechazando la hipétesis que planteaba que la proteina CrylA(c) pasa
a la hemolinfa y se distribuye por todo el cuerpo.

La presencia de la proteina CrylA(c) en el tracto digestivo de P. guildinii
coincide con lo encontrado por Brandt et al. (2004) para L. hesperus
(Hemiptera: Miridae) y Yu et al. (2014) para Dolycoris baccarum (Hemiptera:
Pentatomidae). Estos autores sefialan que estos fitofagos expuestos a
CrylA(c), tienen la capacidad de ingerir la proteina y esta se encuentra en el
aparato digestivo.

En afidos (Hemiptera: Aphididae), los resultados obtenidos en estudios
de cuantificacion de la proteina CrylA(c) (limite de deteccién 0,022ng y 0,5
ppb), se indicé la presencia de la proteina en algunos especimenes y su
ausencia en otros (Torres et al. 2006, Romeis y Meissle 2011, Paula y Andow
2016). Estos autores explican la variacién encontrada por diferentes motivos,
uno de ellos, es que los insectos se alimentan del floema donde se encuentran
bajas o nulas concentraciones de CrylA(c) y el otro, relacionado a diferencias
en ingestion, degradacion y excrecion entre cada especie de afido.

El estudio de la presencia de la proteina CrylA(c) en el resto del cuerpo
de P. guildinii, indicaria que la misma no pasa a la hemolinfa, en virtud de que
no se detecto en el resto del cuerpo. En contraposicion con lo hallado en este
trabajo, Brandt et al. (2004) encontraron que en el caso del fitdfago L. hesperus
la toxina CrylA(c) es ingerida, parcialmente absorbida, encontrandose esta en
la hemolinfa, siendo el resto excretado en heces. La disparidad entre los
resultados obtenidos y los publicados por estos autores, podria ser explicada
entre otros, por dos factores, el primero referido al proceso de digestion y
absorcion por parte del insecto y el segundo en lo que concierne a la
metodologia utilizada para la deteccion.
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En relacion a la metodologia utilizada, en el presente trabajo se utilizo el
test ELISA de deteccién, que permite detectar la presencia de la proteina en
concentraciones mayores o iguales 0,3 % de la muestra (ENVIROLOGIX,
2013). Otros trabajos, utilizan el test de ELISA de cuantificacion (Yu et al., 2014)
utilizando un limite de deteccién de 0,02 ug/g de peso seco, lo cual implica una
mayor sensibilidad de deteccién (0,000002%) en comparacion al detectado en
estos ensayos. En otros trabajos (Brandt et al., 2004) se utilizan técnicas
analiticas de identificacion de proteinas mediante electroforesis en gel (Western
blot y SDS-PAGE), lo cual permite detectar y cuantificar la proteina CrylAc y
también sus productos de degradacion. Otro factor a considerar es que en este
trabajo los insectos fueron expuestos a la alimentacién con la proteina durante
10 dias, lo cual pudo haber sido un periodo insuficiente para generar
concentraciones detectables en la hemolinfa y en las posturas.

En relacién a la constitucion de las proteinas Cryl, se ha demostrado
gue dicho grupo presenta una elevada cantidad de aminoacidos basicos, lo que
hace que los cristales se solubilicen en un medio alcalino (Portela et al., 2013),
proceso necesario para ejercer su accion insecticida, romper las células
epiteliales y pasar a la hemolinfa. Este medio es caracteristico de insectos
lepidopteros, que presentan un pH de 8 a 12. Por el contrario, en los hemipteros
el pH ventricular posterior varia de 4,5 a 5 (Panizzi y Parra 1991, Chapman
1998) lo que podria explicar la falta de deteccion de la endoproteina en el resto
del cuerpo de P. guildinii en el presente trabajo. Sin embargo, los resultados en
otros hemipteros (Brandt et al., 2004), en los cuales se ha detectado la
endoproteina en la hemolinfa, llevaria a la interrogante de si existe algun
mecanismo alternativo de absorcién o activacion de la endoproteina.

Para que las proteinas Cry expresen su poder insecticida, luego de su
solubilizacion en un medio alcalino, deben ser activadas por las proteasas y
posteriormente reconocidas por receptores especificos de las microvellosidades
del intestino medio (Soberdn y Bravo, 2007). Es de esperar en este sentido que
P. guildinii no presente el medio para la solubilizacion y/o activacion, o no posea
los receptores especificos, determinando la imposibilidad de que la proteina
pase a la hemolinfa.

La deteccién de la toxina CrylA(c) en las heces de P. guildinii, indicaria
gue luego de ser ingerida por la chinche, la proteina (al no ser solubilizada y/o
activada o no presentar receptores especificos en el intestino medio), contindia
su recorrido por el tracto digestivo hasta ser expulsada. Este hallazgo guarda
relacion con lo mencionado por Brandt et al. (2004), Yu et al. (2014) para L.
hesperus, puesto que dichos estudios una alta proporcion de la proteina
ingerida fue también detectada en la heces.

Visto que, en los resultados obtenidos tanto en el presente como en
trabajos realizados por otros investigadores, la proteina CrylA(c) fue detectada
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en el aparato digestivo, y que, ademas, en ciertos casos también fue detectada
en la hemolinfa, se plantea la interrogante en relacion a posibles efectos
subletales de la tecnologia en el desarrollo y/o la reproduccion de estos
organismos no blanco. Estudios realizados® demostraron que P. guildinii
expuesto a una dieta Bt no presentaba modificaciones a nivel biolégico ni
reproductivo, dado que los individuos no registraron diferencias en el desarrollo
ninfal, porcentaje de sobrevivencia acumulada, nimero de huevos totales por
hembra ni viabilidad de los mismos. Esto coincide con lo encontrado por Silva et
al. (2014), quienes determinaron que la proteina CrylA(c) en Euchistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae) no alteré el peso adulto, el desarrollo ninfal, ni el
namero de posturas por hembra.

En referencia a la Gltima hipotesis bioldgica de trabajo planteada, donde
se postula la presencia de CrylA(c) en los huevos de hembras adultas de P.
guildinii, los resultados generados en el experimento, permiten concluir que la
proteina CrylA(c) no se transfiere hacia las posturas. Esto podria estar
explicado porgue P. guildinii no presenta el medio apropiado ni los receptores
especificos en el intestino medio para que la proteina sea absorbida como
nutriente y pase a la hemolinfa. Este hallazgo no es menor, ya que implicaria
que controladores biol6gicos como lo son los parasitoides de huevos no tengan
exposicion con la proteina. No se encontraron otros trabajos de deteccion de
proteinas transgénicas en posturas de hemipteros, pero en evaluaciones
indirectas con el parasitoide o6fago, Trichogramma atopovirilia (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), criado sobre posturas de S. frugiperda procedentes de
larvas alimentadas con Maiz Bt (MON810), no presentaron cambios o
alteraciones biologicas o morfolégicas por CrylAb (Fernandes, 2003).
Asimismo, Silva et al. (2014) afirman que en areas con soja Bt la capacidad del
parasitoide de huevo Telenomus podisi (Ashmead) para controlar el fit6fago E.
heros no fue alterado. En ambos estudios, uno de los motivos que
probablemente explique los resultados es que la proteina no estaba presente en
las posturas a las que eran expuestos los parasitoides, aunque esto no fue
determinado.

Teniendo en cuenta los estudios precedentes® que indican que P.
guildinii no muere al ingerir la proteina CrylA(c), pero confirmando que el
insecto es capaz de ingerir la proteina y que la misma se encuentra en el
aparato digestivo, se genera la incertidumbre sobre el nivel de exposicion de
CrylA(c) a través de la cadena trofica y en particular su posible transferencia

? Abbate, S.; Silva, H.; Armand Pilon, A.; Bentancur, O.; Altier, N.; Pons, X. 2018. La soja bt no
afecta el desarrollo ni la reproduccién de Piezodorus guildinii Hemiptera: Pentatomidae (sin
publicar).
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hacia al tercer nivel tréfico, en el cual se encuentran los controladores naturales,
en particular los predadores. En este sentido, los huéspedes o presas podrian
ser una via de transferencia de la proteina CrylA(c) a los enemigos naturales.
Dado que los predadores se alimentan de presas vivas, es mas elevada la
probabilidad de exposicion mediante organismos fitofagos que no mueren al
ingerir la proteina Bt (Borsani et al., 2010).

Sin bien la mayoria de los estudios a nivel de campo y laboratorio han
mostrado efectos menores de los cultivos Bt sobre enemigos naturales (Pons y
Stary 2003, De la Poza et al. 2005, Rémeis et al. 2006, Sisterson et al. 2007, Li
et al. 2008, Li et al. 2011, Lumbierres et al. 2011, 2012, Li et al. 2014a, 2014b,
Zhang et al. 2014, Comas et al. 2014, Wang et al. 2017, Pellegrino et al. 2018),
existen trabajos donde se indican efectos negativos, mayormente sobre
parasitoides de larvas (Baur y Boethel, 2003) y sobre predadores (Bell et al.
2003, Da Cunha et al. 2012), ambos expuestos exclusivamente a huéspedes o
presas alimentados/as con dieta Bt en laboratorio. En este tipo de
investigaciones la exposicion forzada podria no reflejar lo que ocurre en
condiciones naturales de campo, a diferencia de la metodologia utilizada en
este trabajo, donde a pesar de haberse realizado en condiciones controladas,
las chinches fueron alimentadas con vainas de soja, que es el hospedero
preferido (Zerbino et al., 2016).
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo es el primero en estudiar la dindmica alimenticia de
la proteina CrylA(c) en Piezodorus guildinii, pentatdmido no objetivo de la
tecnologia Bt. En el mismo se encuentra por primera vez que los adultos de
dicha especie son capaces de ingerir la proteina, pero no de absorberla, es
decir, que esta no pasa hacia la hemolinfa, sino que es directamente excretada.
Estos resultados permiten fundamentar porque P. guildinii no se ve afectada
por CrylA(c) en parametros como desarrollo y crecimiento, como se menciona
en trabajos previos. Este argumento, de igual manera, es Util para sustentar por
qué los parasitoides de huevos no se ven afectados por la tecnologia Bt, en
virtud de que si la proteina no pasa a la hemolinfa como nutriente, no es posible
gue esté presente en las posturas.

A partir de los resultados obtenidos se puede también concluir que
cuando P. guildinii es expuesto a hospederos que expresen la tecnologia Bt,
CrylA(c) se encuentra en el tracto digestivo y esto representaria una via de
exposicion de la proteina con el tercer nivel tréfico (enemigos naturales), lo cual
puede tener consecuencias negativas que deben ser estudiadas.

Se considera de interés que futuras lineas de investigacion se orienten
a estudiar el impacto de esta tecnologia sobre la cadena trofica,
especificamente exponiendo a predadores como Orius spp. (Hemiptera:
Heteroptera) a ninfas de P. guildinii (no objetivos de la tecnologia Bt)
alimentados con soja Bt.
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7. RESUMEN

En Uruguay Piezodorus guildinii (Westwood) (Hemiptera: Pentatomidae) es una
importante plaga de soja. Este insecto puede provocar grandes pérdidas de
rendimiento y disminucion de calidad de semilla. Desde la aprobacion de la soja
Bt (Glycine max (L.) Merr.) y su adopcion en diversos paises, han surgido
preguntas sobre el posible impacto sobre organismos no blanco. La proteina
CrylAc que expresa la soja resistente a lepiddpteros defoliadores (Bt) no
presenta eficacia de control sobre P. guildinii. Se desconoce si esta especie es
capaz de adquirir la proteina lo cual podria afectar la performance de la chinche
e impactar indirectamente sobre sus controladores naturales. Con el objetivo de
aportar al conocimiento en el manejo integrado de plagas, se evalud, en
ensayos laboratorio, si P. guildinii es capaz de ingerir la proteina CrylA(c) y se
encuentra en la hemolinfa y las posturas. Se alimentaron adultos de P. guildinii
con vainas de soja Don Mario 59iPRO (RR/Bt) y Don Mario 59i (RR) en
condiciones controladas para constatar la presencia de la proteina en el tracto
digestivo, en el resto del cuerpo (sin tracto digestivo, cabeza ni extremidades),
en las heces y en posturas. Se utilizé el Test de ELISA de deteccion rapido
(Quickstix, EnviroLogix, Portland y ME). La proteina CrylA(c) fue detectada en
el P. guildinii; CrylA(c); tracto digestivo y en las heces de los individuos
alimentados con RR/Bt, indicando que la proteina CrylA(c) es efectivamente
ingerida y excretada por P. guildinii. Esta proteina no fue detectada en el cuerpo
(sin tracto digestivo, cabeza ni extremidades), ni en las posturas, lo que
sefialaria que P. guildinii no es capaz de absorberla. La importancia de este
trabajo radica en que es el primero en estudiar la dinamica alimenticia de
CrylA(c) en P. guildinii. Se comprobd que esta especie ingiere la proteina
Cry1A(c), pero probablemente por no poseer los receptores especificos de las
microvellosidades del intestino delgado, no es capaz de absorberla, y
finalmente logra expulsarla. Estos resultados permiten explicar por qué
CrylA(c) no afecta a P. guildinii en parametros como crecimiento y desarrollo.
Ademas, se demuestra que los parasitoides de huevos no tienen probabilidad
de verse afectados por la tecnologia Bt. La proteina CrylA(c), sin embargo, se
encontro en el tracto digestivo lo que puede indicar un riesgo de exposicion del
tercer nivel tréfico (enemigos naturales de ninfas o adultos).

Palabras clave: Endoproteina; Organismos no objetivo; Manejo integrado de
plagas.
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8. SUMMARY

In Uruguay, Piezodorus guildinii (Westwood) (Hemiptera: Pentatomidae) is an
important soybean pest. This insect can cause large yield losses and decrease
in seed quality. Since the approval of Bt soybean (Glycine max (L.) Merr.) And
its adoption in several countries, questions have been raised about the possible
impact on non-target organisms. The CrylA(c) protein that expresses soybeans
resistant to lepidoptera defoliators (Bt) does not have control efficacy on P.
guildinii. It is unknown if this species is able to acquire the protein which could
affect the performance of the bug and indirectly impact on its natural controllers.
In order to contribute to knowledge in the integrated management of pests, it
was evaluated, in laboratory tests, if P. guildinii is able to ingest the CrylA(c)
protein and is found in the hemolymph and the postures.Adults of P. guildinii
were fed with Don Mario 59iPRO soybeans (RR / Bt) and Don Mario 59i (RR)
under controlled conditions to verify the presence of the protein in the digestive
tract, in the rest of the body (without digestive tract, head or limbs), in the stool
and in postures. The Rapid Detection ELISA Test (Quickstix, EnviroLogix,
Portland and ME) was used. The CrylA(c) protein was detected in P. guildinii;
CrylA(c); digestive tract and in the feces of individuals fed with RR/Bt, indicating
that the Cry1A(c) protein is effectively ingested and excreted by P. guildinii. This
protein was not detected in the body (without digestive tract, head or
extremities), or in the postures, which would indicate that P. guildinii is able to
absorb it. The importance of this work is that it is the first one to study the
alimentary dynamics of Cry1lA(c) in P. guildinii. In addition it was found that this
species ingests the CrylA(c) protein, but probably because it does not possess
the specific receptors of the microvilli of the small intestine is not able to absorb
it, and finally manages to expel it. These results explain why Cry1A(c) does not
affect P. guildinii in parameters such as growth and development. In addition, It
is demonstrated that egg parasitoids are not likely to be affected by Bt
technology. The CrylA(c) protein, however, was found in the digestive tract
which may indicate a risk of exposure of the third trophic level (natural enemies
of nymphs or adults).

Keywords: Endoprotein; Non-target organisms; Integrated pest management.
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10.ANEXOS

Anexo No.l. Resultado de la verificacidén de la presencia de CrylA(c) en
los tejidos del resto del cuerpo de Piezodorus guildinii

Anexo No.2. Resultado de la verificacion de la presencia de CrylA(c)
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Anexo No.3. Resultado de la verificacion de la presencia de CrylA(c)
en posturas de hembras de Piezodorus guildinii alimentadas con vainas Bt
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