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RESUMEN

Nezara viridula es una de las principales plagas de la soja, que produce defensas quimicas
para evitar el dafio del insecto, como los inhibidores de proteasas digestivas. A pesar de
esta importante respuesta defensiva vegetal, la chinche continta alimentandose y su
bacterioma intestinal podria estar cumpliendo un rol importante en esta adaptacion. El
objetivo de esta tesis fue determinar la funcion del bacterioma intestinal de la chinche en
la modulacion de las defensas quimicas de la soja, estudiando la interaccion multiple
planta-chinche-bacteria para conocer el origen y las variaciones del bacterioma intestinal
en el tiempo y bajo diferentes dietas del insecto. En primer lugar, se realizd un estudio
taxondmico basado en el analisis de secuencias del gen 16S rRNA para determinar como
esta conformada la comunidad intestinal de la chinche durante el tiempo de interaccion
con la soja. Descubrimos que la principal bacteria de la chinche es Yokenella y que se
encuentra ademas en las semillas de soja. Luego, identificamos por metabarcoding la
comunidad intestinal cuando se alimenta de otros hospederos alternativos, a campo y en
un experimento de alimentacion. Comprobamos que la diversidad del bacterioma
intestinal cambia segun la dieta del insecto y que la abundancia de Yokenella es muy alta
cuando la chinche se alimenta solo de soja, y no de maiz o yuyo colorado. Por ultimo,
demostramos que habria algln tipo de interaccion entre la microbiota de las chinches y la
actividad de los inhibidores de cistein-proteasas de las semillas, porque estos se inducen
mas cuando las chinches estan infectadas con bacterias intestinales, como Yokenella, y
esta combinacion produciria un efecto perjudicial para la plaga. Por lo tanto, N. viridula
utilizaria el cambio de hospederos de alimentacion tanto para evadir las consecuencias
negativas que le genera la infeccion con Yokenella en soja, como tambiéen para evitar las

defensas quimicas de este cultivo, que aumentan si las chinches estan infectadas con



Xiil

bacterias intestinales.

Palabras clave: Nezara viridula, bacterioma intestinal, Yokenella, soja, hospederos

alternativos, defensas quimicas.
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ABSTRACT

Nezara viridula is a major pest of soybean, which produces chemical defenses to prevent
insect damage, such as digestive protease inhibitors. Despite this important plant
defensive response, the stinkbug continues to feed and its gut bacteriome could be playing
an important role in this adaptation. The objective of this thesis was to determine the role
of the gut bacteriome in modulating the chemical defenses of soybean, studying the
multiple plant-stinkbug-bacteria interaction to know the origin and variations of the gut
bacteriome over time and under different diets of the insect. First, a taxonomic study
based on the analysis of the 16S rRNA gene sequences was performed to determine how
the gut community of the stinkbug is conformed during the time of interaction with
soybean. We discovered that the main stinkbug bacterium is Yokenella and that it is also
found in soybean seeds. We then identified by metabarcoding the gut community when
feeding on alternative hosts, in the field and in a feeding experiment. We found that the
diversity of the gut bacteriome changes according to the insect's diet and that the
abundance of Yokenella is very high when the stinkbug feeds only on soybean, and not
on corn or weed. Finally, we demonstrate that there is a modulation by stinkbugs with
different gut bacteriomes on the activity of seed cysteine-protease inhibitors, which are
mostly induced when the stinkbugs are infected with gut bacteria such as Yokenella, and
this combination would produce a totally detrimental effect on the pest. Therefore, N.
viridula would use the change of feeding hosts both to avoid the negative consequences
of infection with Yokenella in soybean, and also to avoid the chemical defenses of this
crop, which increase if the stinkbugs are infected with intestinal bacteria.

Key words: Nezara viridula, gut bacteriome, Yokenella, soybean, alternative hosts,

chemical defenses.



CAPITULO I: INTRODUCCION



El cultivo de soja y el complejo de chinches

Actualmente el cultivo de soja (Glycine max, Linnaeus-Merrill, 1917) es una de las
principales producciones agricolas de la Argentina. Ocupa la mayor area sembrada de
todo el pais, con un total de 16,1 millones de ha en la campafia 2021/22, seguido con un
amplio margen por los cultivos de trigo (Triticum aestivum, Linnaeus, 1753) y maiz (Zea
mays, Linnaeus, 1753): 6,9 y 8,6 millones de ha respectivamente (GEA, BCR, 2022).
Ademas, las exportaciones del complejo sojero sumaron 12,1 millones de délares en el
primer semestre del afio 2022 (27,3% de las exportaciones totales del pais), convirtiendo
a este complejo en el mayor generador de ingresos y ubicando a la Argentina entre los
principales exportadores de aceite, harinas y pellets de soja a nivel mundial, por encima

de Brasil y Estados Unidos (Informes Técnicos de Comercio Exterior, INDEC, 2022).

El ataque de insectos plaga, como las chinches (Hemiptera: Pentatomidae),
disminuyen el rendimiento de los cultivos de soja. Pueden provocar pérdidas directas en
la productividad de 180 a 300 kg/ha segin la magnitud del dafio que ocasionan,
registrandose en algunas campafias mermas por insectos de U$S 1,3 billones (Salamanca
et al. 2014). Las especies mas comunes que conforman el complejo de chinches son: la
chinche verde (Nezara viridula, Linnaeus, 1758), chinche de la alfalfa (Piezodorus
guildinii, Westwood, 1837), alquiche (Edessa meditabunda, Fabricius, 1794) y la chinche
de los cuernitos (Dichelops furcatus, Fabricius, 1775) (Fig. A). En la region Neotropical,
Argentina y Brasil, durante la ultima mitad del siglo XX, las especies mas registradas en
el cultivo de soja fueron N. viridula y la chinche de la alfalfa (Panizzi, 2015). Ademas,
solo N. viridula produjo pérdidas econdmicas millonarias en América del Norte,
convirtiéndose en una de las plagas mas importantes de este cultivo (McPherson y

McPherson, 2000). En la actualidad en nuestro pais, el complejo de chinches fue



considerado la principal plaga de la soja en el centro del territorio argentino en la campafa
2020/21 (Encuesta anual, Red de Manejo de Plagas -REM-, Aapresid, 2021), porque al
alimentarse directamente de las semillas reduce su calidad y su potencial germinativo,
afectando la produccion (Panizzi, 2000; Depieri y Panizzi, 2011; Corréa-Ferreira y

Azevedo, 2002).
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Figura A: Fotos de adultos de chinches que conforman el complejo de chinches en soja. a- chinche de
los cuernitos (Dichelops furcatus), b- alquiche (Edessa meditabunda), ¢c- chinche verde (Nezara viridula)

y d- chinche de la alfalfa (Piezodorus guildinii). (G.Bioindini, REM, AAPRESID).

En Argentina, todavia no hay desarrollo de variedades de soja que posean alguna
caracteristica relacionada a la resistencia frente a chinches, como si sucede con los nuevos
cultivares de soja transgénicos que expresan la toxina cry del Bacillus thuringiensis (Bt)
para proteger a las plantas contra el ataque de lepidopteros (Shelton et al. 2002). Tampoco
estd desarrollada, a escala de cultivos extensivos, la cria y liberacion de parasitoides de
huevos que constituiria uno de los pilares de manejo integral de las chinches, o la técnica
de franja trampa para forzar la colonizacién de insectos de manera mas temprana en un
solo sector del lote y, por lo tanto, de ser necesario, también la aplicacion de insecticidas

en una superficie inferior (Flores, 2020).

Por lo tanto, para el manejo de la plaga es dominante y exclusivo el control quimico
como técnica, que implica una grave problematica. Estd muy difundido en el sector

productivo el uso de mezclas de activos de insecticidas, principalmente piretroides mas



neonicotinoides (REM, Aapresid, 2022. Fig. B). Pero, con la finalidad de maximizar los
rendimientos, se observa que por lo general las aplicaciones se anticipan y no se respetan
los umbrales de dafio econdmicos. Ademas, con el argumento de aprovechar la aplicacion
de un herbicida o un fungicida se realizan aplicaciones “preventivas” (Trumper et al.
2008). Todas estas practicas son desaconsejadas por muchos investigadores porque como
no se realizan de forma racional, generan contaminacién ambiental y resistencia a

insecticidas (Stadler et al. 2006; Fenton et al. 2010; Leskey et al. 2012).
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Figura B: Mapa de la presencia del complejo de chinches en soja y uso de insecticidas para el control
de la plaga en la campafia 2020-21. Los diferentes tonos de color rojo indican el porcentaje de superficie
tratada con insecticidas sobre el total de hectareas agricolas de soja por departamento de cada provincia.
(REM, AAPRESID).



La chinche verde: generalidades, biologia y ecologia de la plaga.

La chinche verde es una especie de la familia Pentatomidae (Hemiptera, Heteroptera).
Su distribucién geogréfica es cosmopolita, siendo muy reportada ocasionando dafios en
cultivos en Estados Unidos y en mdaltiples regiones del territorio argentino (Panizzi y
Slansky, 1985). Se la puede encontrar en muchas regiones subtropicales de América,
Asia, y Europa, aunque recientemente, algunos trabajos la sitian en zonas méas templadas
posiblemente debido al cambio climéatico y la expansién del cultivo de soja, indicando
que se sigue expandiendo hacia nuevas areas (Todd, 1989; Panizzi y Lucini, 2016;

Musolin, 2012).

Nezara viridula es una especie multivoltina, en la region pampeana puede alcanzar 3
0 4 generaciones anuales. La Gltima generacion en alcanzar la adultez busca refugio bajo
la corteza de los arboles o en lugares resguardados de edificaciones donde comienza la
diapausa invernal como estrategia para sobrevivir a las bajas temperaturas (Mareggiani y
Pelicano, 2013). En primavera las hembras oviponen sobre el envés de las hojas 55-105
huevos agrupados, en dos o tres posturas (Aragon, 2002). Los huevos son cilindricos y
claros, y la disposicién es ordenada y hexagonal. Luego de 5 a 10 dias eclosionan las
ninfas. Tiene cinco estadios ninfales, y durante los tres primeros estadios posee habito
gregario. El estado ninfal dura de 25 a 60 dias segun la temperatura (Massaro et al. 1983).
Los adultos son de color verde, se desplazan de lote en lote mediante vuelos y viven
alrededor de un mes, excepto aquellos invernantes que pueden vivir hasta cinco meses en

diapausa (Musolin, 2012) (Fig. C).
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Figura C: Ciclo de vida de Nezara viridula. (Imagen modificada de Gabriel M. Rosa, 2015).

Es de habito alimenticio fitosuccivoro y polifitéfago (Panizzi, 1997). Se alimenta de
mas de cien especies diferentes de plantas pertenecientes a mas de treinta familias, tanto
monocotiledoneas como dicotileddneas, con una clara preferencia por las leguminosas,
entre las cuales figura la soja (Glycine max) como una de las plantas hospederas preferidas
de este insecto (Todd y Herzog, 1980; Panizzi y Slansky, 1991; Panizzi, 2000; Panizzi et
al. 2000; Panizzi et al. 2017). También ataca cultivos horticolas, sorgo, girasol, maiz y

trigo, causando dafios econdmicos (Knight et al. 2007). En Argentina, se han listado como



hospederas de este insecto, a plantas de las familias Fabaceae, Brassicaceae y Solanaceae
(Rizzo et al. 1976). Se ha demostrado que a pesar de la polifagia de N. viridula, la fuente
de alimentacion tiene efectos variables sobre la biologia del insecto, tanto en ninfas
(desarrollo, supervivencia y ganancia de peso), como en adultos (oviposicion,
supervivencia y longevidad) (Panizzi et al. 1989, Panizzi et al. 1993, Velasco et al. 1992;
Velasco et al. 1993). Las poblaciones de la chinche son mas abundantes durante la
primavera, disminuyendo a partir de mediados de diciembre y hasta mediados de febrero,
para incrementarse nuevamente a fines de verano y comienzos del otofio cuando se

encuentran invadiendo el cultivo de soja (Antonino et al. 1996).

La dindmica poblacional esta sincronizada con el ciclo fenoldgico del cultivo de soja
(Fig. D). Estas especies por lo general manifiestan un marcado crecimiento poblacional
desde la floracion en adelante (Todd, 1989; Gamundi et al. 1996; Gamundi et al. 2003).
En general las chinches colonizan el cultivo en forma de manchones en la etapa de
floracion (R1) o poco antes y luego comienzan a dispersarse hacia otros sectores del
cultivo, coincidiendo con la formacion de vainas. A partir del estado fenoldgico R5 la
poblacion aumenta marcadamente hasta la madurez fisiologica. Luego, desde R5,5 la
distribucion comienza a ser uniforme en todo el lote y se mantiene hasta la madurez. Este
comportamiento posiblemente este ligado a la dispersién de las ninfas, las que a partir del
cuarto estadio pueden desplazarse aproximadamente 7-10 m desde el lugar de oviposicién

(Panizzi et al. 1980).
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Figura D: Ciclo fenol6gico del cultivo de soja (segin escala de Fehr y Caviness, 1977) y periodo de
mayor incremento poblacional y ataque de las chinches (recuadro verde). V: estadios vegetativos, R:
estadios reproductivos.

Pueden alimentarse de diferentes partes de la planta: tallos, follaje, flores, vainas y
semillas, pero una vez iniciada la etapa reproductiva del cultivo muestran una marcada
predileccién por vainas y semillas (Gamundi y Sosa, 2007). Los dafios ocasionados por
las ninfas de cuarto y quinto estadio y los adultos varian de acuerdo con el grado de
desarrollo de las semillas. Durante la fructificacion (R3), producen aborto del crecimiento
y caida de frutos vacios. Si la soja se encuentra en la etapa de llenado (R5), las semillas
picadas quedan pequefias, deformadas o chuzas, en tanto que la alimentacién en granos
méas desarrollados (R6) provoca arrugamiento, pequefias depresiones con manchas
blanquecinas o marrones (Daugherty et al. 1964; Corréa-Ferreira y Azevedo, 2002;
Gamundi et al. 2003). Altos niveles de infestacion durante el periodo critico del cultivo
de soja frente al ataque de las chinches pueden generar retencion foliar, persistencia del

estado verde en tallos y hojas (Rizzo, 1972).

Mientras la soja no se encuentra disponible o no tiene fruto, las chinches se alimentan
de hospederos alternativos, y su preferencia varia de acuerdo con la maduracién y la

fenologia de estos (Panizzi, 1997), siendo mas atractivas aquellas plantas con frutos y



vainas en formacion (McPherson y McPherson, 2000). Durante el invierno, en la region
sojera nucleo, se encontraron adultos de N. viridula bajo la corteza de los eucaliptos
presentes en los bordes y en parches internos de lotes donde hubo soja (Fig. E). En
primavera, como consecuencia del mayor fotoperiodo y aumento de la temperatura
media, comienzan a colonizar diferentes especies de plantas alrededor de los arboles.
Desde mediados de septiembre hasta finales de enero, se encontraron alimentandose de
mora (Morus nigra L.), pasionaria (Passiflora sp.), acacia (Acacia megaloxylon) y
lampazo (Arctium lappa). También se recolectaron chinches de maiz (Zea mays), colza
(Brassica napus), trigo (Triticum aestivum) y nuez pecan (Carya illinoinensis) (Medina

et al. 2018).

Figura E: Chinches en estadio de diapausa invernal refugiadas bajo la corteza de eucalipto.

Todo este comportamiento alimentario y la diversidad de hospederos de N. viridula,
enfrenta al insecto a una gran variedad de dietas con diferencias en los valores
nutricionales y en los contenidos de anti nutrientes, asi como también a una diversidad de

microorganismos endofitos y epifitos de plantas (debido también a su dispersion, copula
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u oviposicién en ellas), que podrian incorporarse a la comunidad microbiana intestinal de

la chinche, permitiéndole adaptarse a las diferentes condiciones (Medina, 2017).

Las posibles relaciones entre microorganismos y la chinche verde tienen una
particular importancia debido a que este insecto debe tolerar muchos compuestos
quimicos defensivos de las plantas para poder alimentarse, y las bacterias podrian estar

cumpliendo un papel importante en esta adaptacion.
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Interaccion planta-insecto: defensas quimicas de la soja frente al ataque

de la chinche verde.

Las plantas inducen defensas contra el ataque de insectos que pueden disminuir o
evitar el dafio producido por estos. La respuesta inmunoldgica de la planta comienza con
el reconocimiento de las secreciones bucales de los insectos y de los dafios celulares que
ellos producen, y continta con la transmision e inicio dentro de la planta de una serie de
procesos que otorga cierta resistencia a los insectos. El dafio producido por herbivoros
aumenta la concentracion de compuestos de defensa en los tejidos vegetales atacados, y

sistétmicamente en los no atacados (Zavala, 2010).

Nezara viridula se alimenta preferentemente de semillas de soja en desarrollo,
para lo cual debe picar y atravesar la vaina con su aparato bucal picador-suctor. Durante
el picado de las semillas la chinche inyecta enzimas digestivas a través de su saliva que
disuelven las paredes celulares para poder succionar el contenido celular, produciendo el
aborto o la deformacion de las semillas y la penetracion de microorganismos patégenos,
que pueden provocar podredumbres (Gamundi y Sosa, 2007). Las semillas de soja en
desarrollo responden al dafio producido por N. viridula mediante una serie de procesos
de reconocimiento, y amplificacion y transduccion de las sefiales, en los que intervienen
las proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPKS). Especificamente el dafio
producido por la chinche verde activa e induce la expresiéon de la MAPK 6 en semillas
(Giacometti et al. 2016). Estas proteinas activan la sintesis de fitohormonas reguladoras
de la respuesta defensiva, como el acido jasmoénico (AJ), que actia en combinacion con
el etileno (ET) causando un efecto sinérgico en la produccion de defensas. Por otro lado,
aunque el &cido salicilico (AS) actiia antagdnicamente con respecto al AJ, las chinches

también pueden inducir defensas reguladas por esta fitohormona (Zavala et al. 2008;
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Giacometti et al. 2016).

Las defensas quimicas mas importantes de la soja son los compuestos fenolicos
(isoflavonoides) y los inhibidores de proteasas digestivas, que disminuyen el crecimiento
y desarrollo de los insectos (Zavala et al. 2008; Zavala et al. 2015; Giacometti et al. 2016).
Se han identificado defensas quimicas que se producen en las vainas de soja, como los
isoflavonoides diadzina y genistina, que reducen el ataque de N. viridula y P. guildinii,
funcionando como repelentes para estos insectos (Zavala et al. 2015). Estos
isoflavonoides reducen la capacidad proteolitica de las enzimas digestivas de los insectos,
uniéndose covalentemente a las proteinas y evitando su hidrdlisis, teniendo una funcién
defensiva contra chinches debido a que disminuyen su supervivencia, crecimiento y

ganancia de peso (Piubelli et al. 2003).

Los inhibidores de proteasas (IP) de las plantas afectan la digestibilidad de las
proteinas ingeridas, disminuyendo la disponibilidad de amino&cidos libres requeridos por
los insectos para su crecimiento y desarrollo (Zavala et al. 2008). Tanto los IP de tripsina
como de cisteina se producen en las semillas y hojas de la soja, como respuesta defensiva
(Giacometti et al. 2016, Zavala et al. 2008). Mientras que los IP de tripsina son una
defensa importante contra las larvas de lepiddpteros (con niveles elevados de pH en el
intestino y la tripsina como proteasa principal), en los intestinos de insectos hemipteros y
coledpteros con pH ligeramente acido, las proteasas de cisteina son las principales
enzimas digestivas y los hace vulnerables a los IP de cisteina (Curzi et al. 2012, Terray
Ferreira, 2012, Zavala et al. 2008). La principal actividad proteolitica en el intestino de
N. viridula proviene de las proteasas de cisteina, que es inhibida totalmente cuando se
alimenta de semillas de soja en desarrollo por los inhibidores de cistein-proteasas

presentes en los tejidos vegetales (Sardoy et al. 2021).
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Para continuar alimentandose de plantas que expresan IP, los insectos han
desarrollado multiples estrategias de adaptacion para evitar los efectos perjudiciales de la
deficiencia de nutrientes. Algunos insectos presentan mecanismos que les permiten evadir
la actividad de los inhibidores de proteasas: 1) aumentando la sintesis de la enzima
inhibida, 2) sintetizando nuevas isoenzimas que no sean inhibidas por los inhibidores, 3)
sintetizando enzimas que degraden a los inhibidores e isoflavonoides, 4) seleccionando
semillas con menos niveles de anti nutrientes, 6 5) favoreciéndose de la actividad
metabdlica de la microbiota que coloniza el intestino (Cloutier et al. 2000; Chu C. et al.

2013).
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Interaccidn insecto-bacteria: importancia del sistema digestivo, la dieta

y la relacién con la planta.

La diversificacion y el éxito evolutivo de los insectos ha dependido, en parte, de
gran cantidad de relaciones con microorganismos benéficos, que han sido conocidos por
aumentar el valor nutricional de las dietas, permitir la digestion de compuestos
recalcitrantes, protegerlos de predadores, pardsitos y patdgenos, contribuir en
comunicaciones intra e interespecificas, disminuir la eficiencia de vectores de
enfermedad y gobernar sistemas de copula y reproduccion (Engel y Moran, 2013; Dillon
y Dillon, 2004; Sugio, 2015). La contribucion de los microorganismos, particularmente
los microorganismos intestinales, a aumentar la tolerancia de las defensas quimicas de las
plantas contra los insectos es muy relevante para la agricultura. Los insectos son
responsables de pérdidas agricolas masivas y también de la polinizacion de muchos
cultivos alimentarios, y los microorganismos asociados tanto con los herbivoros como
con los polinizadores pueden afectar su impacto en las plantas de cultivo (Engel y Moran,
2013). Las relaciones simbidticas bacteria-insecto involucradas en la interaccion planta-
insecto estdn gobernadas por algunas variables como la estructura y fisiologia del

intestino y la dieta (Medina, 2017).

Los tractos digestivos de los insectos varian ampliamente en morfologia y
propiedades fisicoquimicas, factores que influyen en gran medida en la estructura de la
comunidad microbiana (Engel y Moran, 2013). Ademas, varian de acuerdo con las
especies y estadio de desarrollo, desde el tubo recto y uniforme de las larvas, hasta los
complejos sistemas de células especializadas en los afidos y cochinillas (Baumann, 2005;
Nakabachi et al. 2005; Matsuura et al. 2009). El intestino de los insectos consta de tres

regiones primarias: intestino anterior, intestino medio (o0 ventriculos) y posterior
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(Chapman et al. 2013). El intestino medio es el sitio donde se produce la digestion y
absorcion en la mayoria de los insectos, y se divide en secciones o ventriculos. Para
muchas especies, esta estratificacion permite que cada ventriculo tenga funciones
especificas, acompafiadas de cambios de pH y concentraciones de oxigeno que
promueven el crecimiento de algunas bacterias y limitan el de otras (Engel y Moran,

2013).

En cuanto a la dieta, varios estudios muestran su efecto en la relacion bacteria-
insecto (Geib et al. 2009; Lundgren y Lehman, 2010; Wang et al. 2011). La diversidad
bacteriana es significativamente méas alta en insectos omnivoros que en carnivoros o
herbivoros (Yun et al. 2014). Un estudio de 62 especies de insectos, incluida N. viridula,
demostré que la dieta afecta la relacion intraespecifica cuando las bacterias y el hospedero
estan intimamente relacionados, como por ejemplo aquellas que degradan lignocelulosa
en el intestino de insectos xil6fagos (Colman et al. 2012). De todas maneras, también se
ha observado que muchas especies de insectos mantienen un core (ndcleo) estable de
especies bacterianas a pesar de los cambios ambientales. El tracto intestinal de adultos de
Bactrocera dorsalis (Diptera, Tephritidae) contiene una comunidad bacteriana diversa a
nivel de individuos, pero algunos de sus miembros son estables. Las mas representativas
fueron Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Pectobacteriumy Serratia. Luego, distintas
condiciones ambientales y fuentes de alimentos influyen sobre la diversidad de la
comunidad (Wang et al. 2011; Andongma et al. 2015). Las comunidades microbianas del
intestino medio de individuos de Pyrrhocoris apterus (Hemiptera: Pyrrhocoridae) de
cinco poblaciones y alimentandose de tres dietas diferentes revelaron que la composicién
de la comunidad es cuantitativa y cualitativamente bastante estable, siendo Clostridium,

Coriobacterium y Gordonibacter los mas abundantes (Sudakaran et al. 2012). Esto
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demuestra que la dieta puede influir en la relacion bacteria-insecto y que esté fuertemente

asociado a la relacion simbidtica entre estos.

Uno de los casos méas estudiados de adaptacion de insectos a un hospedero
mediada por bacteria, es la relacion de los &fidos con su simbionte, Buchnera aphidicola,
que fue originada hace mas de 200 millones de afios (Baumann, 2005). Buchnera
aphidicola es un simbionte obligado que se aloja en una célula diferenciada, denominada
bacteriocito y que complementa la dieta sintetizando aminoécidos esenciales. La
simbiosis con B. aphidicola les permite a los afidos alimentarse del floema, lo cual
significa una dieta pobre en aminoécidos y principalmente constituida por agua, sales y
azucares (Nakabachi et al. 2005). Del mismo modo, las termitas xil6fagas dependen de la
comunidad microbiana de su intestino para degradar la lignocelulosa de la dieta. Esta
comunidad incluye especies de actinomicetes, Bacillus, Pseudomonas, entre otros (Pasti
et al. 1990; Schafer et al. 1996; Kuhnigk y Kdnig, 1997; Bugg et al. 2011; Yang et al.
2005). Otro ejemplo interesante sobre la funcidn de las bacterias en insectos es la larva
del escarabajo de la papa Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera, Chrysomelidae), que
ha logrado adaptarse al hospedero eludiendo el sistema de defensas de la planta. El insecto
utiliza las bacterias que se encuentran en la saliva para disfrazar su ataque (Chung et al.
2013), ya que la planta percibe un ataque microbiano y desata su mecanismo de defensa

especifica para controlar esta invasion, que no afecta al insecto.

Estos son algunos ejemplos de sistemas en los que las bacterias han permitido la
especializacién de los insectos por nuevos hospederos y tolerar las defensas naturales de
las plantas contra los herbivoros, lo que les permitiria colonizar nuevos nichos y

evolucionar hacia nuevas especies. De todas maneras, es importante analizar qué ocurre
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en los sistemas de produccion agricola, donde las disrupciones sobre grandes extensiones

afectan la microbiota, la comunidad vegetal y la fauna autéctona (Medina, 2017).

Microbiota intestinal de la chinche verde: diversidad y funcion de

Yokenella sp.

El intestino medio de Nezara viridula se ajusta a la estructura modelo de los
hemipteros (Ohbayashi et al. 2015), y consta de cuatro secciones o ventriculos: primero
(V1), segundo (V2), tercero o estomago (V3) y cuarto o cloaca (V4), con una longitud
total de 5 cm (Fig. F). El pH del intestino de la chinche verde varia entre los distintos
ventriculos de 5,2 a 6,6 (Hirose et al. 2006; Tada et al. 2011). Debido a que la chinche se
alimenta de soja que produce inhibidores de proteasas digestivas, las cistein proteasas de
la chinche que tienen un pH Optimo a 6 pueden ser inhibidas por estos péptidos de la

planta (Sardoy et al. 2021; Lomate y Bonning, 2016; Giacometti et al. 2016).



18

Figura F: Diferentes secciones del intestino (ventriculos 1-4; V1-V4) en N. viridula. V1 en el extremo
anterior; V4 en el posterior (Hirose et al. 2006).

Los hemipteros han transformado a la ultima porcion del intestino medio, la
cloaca (\V4), en una estructura compleja donde alojan un simbionte obligado especie-
especifico, transmitido verticalmente por la madre (Ohbayashi et al. 2015). Algunos
estudios sobre la chinche verde se centran en su simbionte obligado, alojado en la cloaca
(V4), que puede tener relevancia en la supervivencia de las ninfas y que esta presente en
poblaciones de origen geografica diferente, como Hawai, California, Japén, Brasil y
Argentina (Prado et al. 2009; Tada et al. 2011; Hirose et al. 2006; Medina et al. 2022).
Nezara viridula unta la superficie de los huevos durante la oviposicion y las ninfas se
infectan con el simbionte al emerger o durante las primeras horas de vida (Prado et al.

2009). Sin embargo, poco se sabia sobre la funcion biolégica de las bacterias presentes
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en los ventriculos de las chinches donde se realiza la digestion (V1-V3 del intestino

medio).

Estudios de nuestro laboratorio, demostraron que méas del 54% de los adultos de
N. viridula recolectados en el campo no tenian bacterias detectables por métodos de
cultivo en los ventriculos del intestino medio V1-V3. Los intestinos del resto de chinches
estaban colonizados por una microbiota no transitoria (MNT) y otra microbiota
transitoria, no presente en chinches en diapausa. Mientras que la microbiota transitoria
tuvo poca abundancia y estuvo representada por un nimero variable de géneros, como
Bacillus y Micrococcus, la MNT estuvo compuesta por enterobacterias y enterococos,
que estuvieron representadas por aislamientos de Yokenella sp., Pantoea sp., Cedecea sp.
y Enterococcus sp. (Medina et al. 2018). Los resultados in vitro sugieren que MNT de las
chinches pueden afectar la nutricion, la desintoxicacion y la desactivacion de las defensas
quimicas, lo que indica que las cepas aisladas de Enterococcus sp., Yokenella sp. y
Pantoea sp. podrian ayudar a las chinches a alimentarse de semillas de soja en desarrollo

a pesar de sus defensas quimicas (Medina et al. 2018).

De acuerdo con algunas publicaciones el intestino medio de la chinche verde
podria presentar de 0 a 5 especies distintas de bacterias, entre ellas Yokenella sp.,
Enterococcus sp. y Pantoea sp. La especie mas frecuente y abundante en el intestino de
N. viridula es Yokenella sp., emparentada con cepas aisladas en Brasil (Hirose et al. 2006;
Medina et al.., 2018). Analisis de funcionalidad in vitro indican que Yokenella sp. tiene
la capacidad de degradar los inhibidores de proteasas presentes en la soja (compuestos
antiherbivoro), pero no degradan componentes de la dieta como las proteinas de reserva
y la sacarosa (Medina et al.., 2018). Aunque la enterobacteria Yokenella sp. puede

desactivar esos inhibidores de proteasas, estudios en nuestro laboratorio mostraron que la



20

infeccion tiene un impacto negativo sobre la chinche y reduce la actividad de las cistein
proteasas en el intestino de N. viridula. En condiciones de cautiverio, Yokenella sp. afect6
negativamente el desarrollo de las ninfas, generando un alto indice de mortalidad. Sin
embargo, en condiciones de campo, Yokenella sp. no resulto tan agresiva y podria formar
parte de la comunidad microbiana intestinal natural de la chinche verde (Medina et al..,
2022). De todas formas, se desconoce como interacciona Yokenella sp. con el intestino

de la chinche verde cuando esta se alimenta de soja en condiciones de cultivo.

Por otro lado, es posible que por métodos de relevamiento que no dependan de
métodos de cultivos se podrian detectar otros grupos bacterianos. Al momento se
desconoce si la microbiota intestinal participa de alguna manera en la interaccion chinche-
soja y si presenta variaciones en el tiempo y/o bajo diferentes dietas de los insectos que

tengan un efecto sobre dicha interaccion.



21

Estudio de las comunidades bacterianas en la interaccion soja-chinche

mediante las nuevas tecnologias de secuenciacion

Los enfoques metagendmicos nos permiten acceder a los genomas de todos o0 un
gran numero de microorganismos presentes en una comunidad, denominado
metagenoma. El estudio de esas comunidades a través del analisis de sus genomas
(metagendmica) o de amplicones de genes especificos (metabarcoding), hace posible
relacionar la funcidon potencial de los microorganismos especificos dentro de las
comunidades intestinales, con el objetivo de comprender la ecologia microbiana
(Krishnan et al. 2014). La introduccidn de tecnologias de secuenciacion masiva de ADN
ha permitido estudiar con mas detalle la composicion de las comunidades microbianas, y
su dindmica temporal y espacial en respuesta a factores bidticos, abiéticos y cambios en
los manejos agrondmicos (Montecchia et al. 2015). Ademas, esta tecnologia ha permitido
analizar las comunidades bacterianas de insectos frente a cambios ambientales, como
pueden ser diferentes composiciones de dieta (Dematheis et al. 2012; Ben Guerrero et al.
2016). Estas nuevas metodologias no requieren el cultivo de microorganismos, y con
ciertos ajustes metodoldgicos permiten relevar marcadores moleculares o ADN gendémico
total de arqueas, bacterias, hongos y levaduras (Breakwell et al. 2014, Vos et al. 2013).
Para evaluar més ampliamente la diversidad molecular y la taxonomia de las comunidades
bacterianas, una herramienta poderosa es la secuenciacion completa o parcial del gen que
codifica para el ARN ribosomal 16S, que se ha convertido en uno de los métodos
independientes de cultivo mas populares (Roesch et al. 2007). El enfoque equivalente
para estudiar microorganismos eucariotas es el analisis del gen que codifica para el ARN

ribosomal 18S o de las regiones ITS (internal transcribed spacer).

El estudio de las interacciones planta-insecto o insecto-bacteria en entornos
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naturales esta bastante inexplorado (Shikano et al. 2017; Hardoim et al. 2015). Los
experimentos de interaccion trofica suelen basarse en condiciones controladas y
optimizadas para el crecimiento de las plantas hospedadoras y rara vez se basan en
condiciones reales de campo (Frago et al. 2012; Company et al. 2016). Las publicaciones
sobre la caracterizacion de la comunidad del intestino medio en insectos han crecido
exponencialmente en los ltimos 20 afios. Sin embargo, de los articulos encontrados en
Scopus, publicados en los ultimos 10 afios y centrados en la interaccion planta-insecto-
bacteria, 38 se realizaron en condiciones de laboratorio, 11 utilizaron condiciones
controladas en invernadero y s6lo uno se realizd en condiciones ambientales mas realistas
(Medina et al. 2022). EIl bajo nimero de estudios sobre los bacteriomas intestinales en
insectos Ilama la atencién debido a que variables naturales, como la radiacién solar
ultravioleta, la desecacién y/o el rango de temperatura, pueden influir en las interacciones
planta-insecto-bacteria (Dillon et al. 2020; Afzal et al. 2019; Romero et al. 2020). Los
experimentos en condiciones de laboratorio para estudiar las interacciones planta-insecto-
bacteria pueden estar muy alejadas de la realidad (Valzania et al. 2018). Las condiciones
de cria en laboratorio pueden alterar las interacciones simbi6ticas entre insectos y algunas
bacterias por contaminacion de la fuente de alimento o alteraciones de la diversidad de
las comunidades intestinales (Cohen, 2018; Pérez-Cobas et al. 2015). Aunque cabe
esperar diferencias en el resultado de las interacciones planta-insecto-bacteria entre las
condiciones de laboratorio y las reales de campo, no esté claro aun el alcance del impacto

ambiental natural sobre estas interacciones.

Las plantas tienen un importante grado de control sobre los diferentes
microbiomas con los que conviven. Estas relaciones se estudiaron con bastante detalle a
nivel de las comunidades y las relaciones que se establecen en la rizosfera y en la

endorizosfera (Sugio et al. 2015). Aunque a nivel de la filosfera el conocimiento no es
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tan detallado, resultados recientes sugieren que en hojas y frutos también se desarrollan
microbiomas complejos que responden al genotipo del hospedador y a las condiciones
bioticas y abidticas, conformando redes de interaccion que incluyen bacterias, hongos y
algas (Agler et al. 2016). Algunas de las bacterias que interacttian con las raices de los
cultivos promueven el crecimiento vegetal a través de la sintesis de hormonas o sus
precursores y se cree que también pueden facilitar la captacion de ciertos nutrientes (Berg
et al. 2016; Bulgarelli et al. 2013). Es de esperar que los cambios en la rizésfera y la

filosfera tengan impacto en la relacion planta-insecto.

Las posibilidades que brindan las nuevas tecnologias para el estudio de
interacciones planta-insecto-bacterioma permitiran avanzar en el descubrimiento y la
diseccién de las funciones de los microorganismos en los procesos vegetales de
resistencia al ataque de insectos plaga, y en la contribucién del bacterioma asociado al

insecto en los procesos de virulencia.

De este modo, se podra contar con informacion para disefiar estrategias que
favorezcan a aquellos microorganismos clave en la potenciacién de las respuestas
vegetales de defensa, o alternativamente, estrategias de control de aquellos
microorganismos que facilitan la actividad de herbivoria y la evasion de los mecanismos

de defensa en los insectos plaga.
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Objetivos

General

Determinar la funcion del bacterioma intestinal de la chinche verde en la modulacion
(positiva o negativa) de las defensas quimicas de la soja frente al ataque de este insecto,
estudiando la interaccion multiple planta-chinche-bacteria para conocer el origen y las

variaciones del bacterioma intestinal en el tiempo y bajo diferentes dietas del insecto.

Especificos

1. Estudiar la variacion en el tiempo de la estructura y composicion taxondémica de las
comunidades bacterianas de suelo, hojas, semillas e intestino de chinches cuando

pican plantas de soja.

2. Analizar la presencia de la poblacion de Nezara viridula en diferentes sitios de la
region sojera, evaluando el peso y el indice de infeccion con bacterias intestinales
segun la dieta (soja u hospederos secundarios); e identificar la composicion de la
comunidad bacteriana de cada sitio de colecta y bajo experimentos de alimentacion

controlados.

3. Cuantificar la actividad de los inhibidores de proteasas, en semillas de plantas de soja,
frente al ataque de chinches con diferentes microbiotas intestinales, colonizadas
naturalmente con bacterias intestinales (chinches de campo) o infectadas con

determinadas bacterias (chinches de cautiverio).
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Hipotesis y predicciones
Se realizaron experimentos en condiciones controladas y de campo para poner a

prueba las siguientes hipdtesis y predicciones:

H1: Durante la interaccion entre la chinche verde y la planta de soja, las
comunidades de bacterias presentes varian de manera especifica, principalmente entre el
intestino del insecto y aquellas estructuras vegetales de las cuales se alimenta

directamente:

- Los bacteriomas asociados a la interaccion soja-chinche verde (suelo,
planta e intestino) tienen diferente riqueza especifica y abundancia entre
los distintos érganos de la planta y tiempos de alimentacion del insecto.

- La diversidad del bacterioma intestinal de la chinche verde es menor
cuanto mas tiempo de interaccion tiene con la soja.

- Los géneros més abundantes del bacterioma intestinal de la chinche estan

presentes principalmente en las semillas de las plantas picadas.

H2: Tanto el peso corporal e indice de infeccion como la composicién de la
comunidad bacteriana intestinal de la chinche verde presenta variaciones segun la dieta

del insecto (dependientes de la presencia o ausencia del cultivo de soja en cada momento):

- Las chinches de campo de soja tienen un mayor indice de infeccion y peso
que las chinches colectadas en otros hospederos, y poseen diferente

diversidad del bacterioma intestinal seguin su hospedero.

- El bacterioma intestinal de las chinches provenientes de lotes de soja es

menos diverso que el de chinches colectadas en otros hospederos, pero
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comparten los géneros bacterianos mas abundantes.

Las chinches que se alimentan solo de soja tienen mayor peso, pero tienen
mayor mortandad porque aumenta su infeccion con bacterias intestinales

perjudiciales.

Las chinches que se alimentan solo de un hospedero alternativo a la soja
tienen menor peso, pero la abundancia de bacterias perjudiciales en su

bacterioma intestinal es menor.

H3: La comunidad bacteriana intestinal de la chinche verde de campo es diferente

a la de las chinches de cautiverio (cria de laboratorio), mejorando su tolerancia a las

defensas quimicas de la soja contra el ataque de insectos y/o reduciendo esos compuestos

defensivos de la planta:

Las chinches de cautiverio tienen un mayor indice de infeccion y
abundancia de bacterias perjudiciales en su comunidad intestinal, a

diferencia de las chinches de campo cuyo bacterioma es més diverso.

La actividad de los inhibidores de proteasas en semillas de soja aumenta
diferencialmente cuando estas son picadas por chinches mas infectadas

con bacterias intestinales.
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Para lograr cada uno de los tres objetivos especificos de esta tesis, se llevaron a cabo
experimentos, en condiciones controladas y de campo. Cada uno de ellos para poner a
prueba las hipotesis y predicciones correspondientes, mencionadas en el capitulo

introductorio.

1- Caracterizacion por metabarcoding de las comunidades
bacterianas asociadas a la interaccion entre la soja y la chinche

verde.

Este primer experimento corresponde al objetivo especifico 1: estudiar la variacion
en el tiempo de la estructura y composicion taxonémica de las comunidades bacterianas
de suelo, hojas, semillas e intestino de chinches cuando pican plantas de soja. Para
lograrlo se colocaron chinches adultas de una poblacién del laboratorio dentro de bolsas
de tul sobre plantas de soja cultivada a campo, para que se alimenten durante veinte dias
de sus hojas y semillas en desarrollo. Luego, se muestrearon las chinches y esos 6rganos
vegetales como asi también suelo de la raiz de las plantas picadas y sin picar por las
chinches. De todas esas muestras se extrajo ADN y se secuencid, para caracterizar por
metabarcoding como estan conformadas sus comunidades bacterianas, los cambios que
se producen en el tiempo de interaccion entre la soja y la chinche, definir qué tipo de

bacterias tienen en comun y cuél podria ser el origen de estas en el intestino del insecto.

1. Materiales biologicos vy condiciones generales del cultivo:

Se sembraron en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la UBA,

a fines de diciembre del afio 2017, 4 parcelas del cultivar de soja Williams. Las parcelas



29

tenian un area de 1,5 m2, se sembro a chorrillo con una distancia entre surcos de 0,25 m.
Luego de emergidas y raleadas las plantas a 0,2 m de distancia entre ellas, se alcanz6 una
densidad final de siembra de 30 plantas/m2 (42 plantas/parcela). Desde el momento de
emergencia de las plantulas hasta que desarrollaron la primera hoja verdadera se las
protegio del ataque de aves, usando una cobertura de media sombra. Para lograr el
correcto establecimiento de las plantas, durante los primeros meses se realizaron
periddicamente labores culturales como riego, control de plagas tempranas (orugas

cortadoras y hormigas), raleo y desmalezado manual.

Dentro de cada parcela se seleccionaron 8 plantas, las cuales fueron tapadas con
bolsas de tul en su totalidad desde los inicios de su etapa vegetativa (para evitar que sean
atacadas por insectos). Al inicio del llenado de granos (R5) se colocaron 8 chinches
adultas (4 hembras y 4 machos), provenientes de la cria de laboratorio, dentro de nuevas
bolsitas de tul, en 4 de las plantas seleccionadas y tapadas de cada parcela, para asegurar
que sean picadas. Ese numero de chinches (8) se mantuvo constante durante todo el
experimento, substituyendo diariamente aquellas chinches que iban muriendo. Las otras
4 plantas seleccionadas (control) se mantuvieron tapadas y controladas (no picadas) (Fig.

G).

Figura G: Bolsas de tul utilizadas para cubrir las plantas enteras de soja.
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2. Cria de insectos en laboratorio:

Las chinches verdes se criaron en camaras de crecimiento a 23° C, bajo 10:14 h de
oscuridad/luz y 60% de humedad. Los huevos y las ninfas de primer y segundo estadio
se colocaron en placas de Petri de 100 mm, las ninfas de tercer, cuarto y quinto estadio
en bandejas de pléastico de 30 x 15 x 5 cm, y los adultos se criaron en cajas de plastico de
50 x 30 x 40 cm. Las chinches se alimentaron con semillas de soja maduras, chauchas
verdes de poroto (Phaseolus vulgaris), semillas sin cascara de girasol (Helianthus
annuus) y semillas crudas de mani (Arachis hypogaea). El agua de bebida se suministro
en algoddn humedecido y el suministro de comida y agua se renové cada tres dias (Fig.

H).

Figura H: Materiales utilizados para la alimentacion y bebida de las chinches criadas en el
laboratorio.

3. Muestreo:

De cada planta (picadas y no picadas) se tomaron muestras de cinco sitios: vainas
(semillas), hojas, chinches (intestinos), suelo rizosférico y suelo del entresurco; en dos
tiempos, a los 10 y 20 dias de iniciado el ataque de las chinches. Las 4 submuestras de

cada sitio dentro de cada parcela fueron juntadas formando un pool, obteniéndose una
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sola muestra de cada sitio de las plantas picadas y otra de las plantas no picadas, dentro

de cada parcela (n = 4).

Las muestras de suelo fueron recogidas con barreno en bolsitas plésticas y
conservadas en frio hasta su traslado al laboratorio, luego se tamizaron y se almacenaron
las muestras en el freezer a -80 °C. Las muestras vegetales (hojas y vainas) fueron
colocadas dentro de sobres de aluminio y en nitrégeno liquido, hasta ser conservadas en

freezer a -80° C.

Las chinches alimentadas sobre las plantas del experimento (4 en cada tiempo de
muestreo, 10 y 20 dias) fueron disectadas en esterilidad dentro de las 8 h posteriores al
muestreo. Esto se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar, donde primero se
desinfectaron superficialmente las chinches con alcohol 70%, luego se trabaj6 con tijeras,
bisturi y pinzas de microcirugia esterilizadas a la Ilama y con alcohol 70%. La diseccion
se realizo en buffer fosfato estéril (pH 7) sobre placas de Petri y los intestinos enteros

extirpados de cada chinche se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1,5 ml.

4. Extraccion de ADN vy secuenciacién del ARNr 16S:

Se extrajo el ADN de todas las muestras intestinales, como asi también de las muestras
de suelo y de plantas (hojas y semillas) con diferentes kits comerciales (Qiagen DNeasy
Blood & Tissue Kit, Zymo Research Soil Microbe DNA Kity Zymo Research Plant/Seed
DNA Kit, respectivamente) de acuerdo con los protocolos del fabricante. La
concentracion final y la pureza del ADN se determinaron con un NanoDrop 2000, y la
calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se

amplificé por PCR con cebadores universales (341F: 5'-CCTAYGGGRBGCASCAG-3'
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y 806R: 5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3') laregidon VV3-V4 del gen bacteriano que
codifica el ARN ribosomal para la subunidad 16S. Se realiz6 una secuenciacion de los
amplicones de tipo “paired-end” con fragmentos de 250 pb en un equipo Illumina
NovaSeq 6000 de Novogene Corporation Inc. (California, EE. UU.) siguiendo protocolos

estandar.

ACTGAAC
— —> CTGAGAT
CACGTAT

E

Figura I: Diagrama de flujo de los procedimientos realizados para la identificacion de las bacterias
de la comunidad microbiana por metabarcoding.

5. Procesamiento de los datos de secuenciacidn y analisis estadisticos

El pre-procesamiento de las secuencias y su analisis posterior se realiz6 con el software
QIIME2 v 2019.10 (Bolyen et al. 2019). Brevemente, se analizd y se filtr6 la calidad de
las secuencias individuales, luego se empalmaron las secuencias “paired-end” de cada
amplicon. Las secuencias “paired-end” se empalmaron, obteniéndose una sola secuencia
por amplicon. Los datos de secuencia sin procesar (rawdata) se demultiplexaron y se
filtraron por calidad utilizando g2-demux seguido de denoising. Luego se utiliz6 el

algoritmo DADAZ2 (Callahan et al. 2016) para reducir la presencia de errores de
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secuenciacion (ruido) y agrupar secuencias similares o idénticas en variantes de
secuencias de amplicones (ASVs, derivado del inglés “amplicon sequence variants”). Las
secuencias representativas filtradas de ASVs se alinearon con MAFFT (Katoh y Standley,
2013) (mediante g2-alignment) y se utilizaron para construir la filogenia con fasttree2
(Price et al. 2010) (mediante g2-phylogeny). Se realizé la asignacion taxonémica de los
ASV utilizando un clasificador Naive Bayes entrenado (Pedregosa et al. 2011) y la base
de datos de SILVA 132 (Quast et al. 2013). La tabla final fue curada para excluir las
variantes de secuencia de amplicones no bacterianos y las muestras fueron
rarefaccionadas a 4953 secuencias por muestra. Todas las secuencias representativas
clasificadas por comparacion con SILVA 132, fueron ademés comparadas por BLAST
de nucleotidos contra la base de datos de nuclettidos del NCBI (nt). Se calcul6 la
abundancia relativa entre grupos y se compararon mediante la prueba de Kruskal Wallis.
La diversidad beta de las microbiotas se estimd a partir de calculos de distancia entre
muestras mediante las medidas de Bray-Curtis y Unifrac y se visualizaron mediante
grafico de PCoA (Principal Coordinate Analysis) y adicionalmente mediante un test de
permutacion ADONIS, calculadas en el entorno R (RStudio Team 2015) utilizando los
paquetes ape (Paradis y Schliep, 2018) y vegan (Oksanen et al. 2019). Las salidas graficas

se generaron utilizando el paquete ggplot2 (Wickham y Wickham, 2016).



34

2- Evaluacion de la diversidad del bacterioma intestinal de Nezara

viridula segun la dieta a campo y en condiciones controladas.

Para lograr el segundo objetivo especifico: analizar la presencia de la poblacion
de N. viridula en diferentes sitios de la regién sojera, evaluando el peso y el indice de
infeccion con bacterias intestinales segin la dieta, e identificar la composicién de la
comunidad bacteriana de cada sitio de colecta y bajo experimentos de alimentacion

controlados, se realizaron actividades en dos etapas.

En una primera etapa, se muestrearon ejemplares adultos de N. viridula en
distintos sitios de la region sojera nucleo y a lo largo de todo el afio. De estos grupos de
insectos se calcularon y compararon el peso e indice de infeccion segin hospedero.
Inicialmente se planeaba estudiar la microbiota de cada una de esas poblaciones de
chinches colectadas sobre los diferentes hospederos y en los distintos sitios de colectas,
pero luego, por cuestiones de financiacion del proyecto, se decidio estudiar solo las
comunidades bacterianas intestinales (CBI) de aquellas poblaciones de chinches
provenientes de soja o de hospederos secundarios contemporaneos a este cultivo (como
maiz y yuyo colorado - Amaranthus quitensis, Kunth, 1818). Se resolvid esto,
principalmente, porque en algunas recorridas a campo advertimos la presencia de
chinches en lotes de maiz vecinos a la soja o0 sobre malezas dentro y en los bordes del
mismo cultivo. Nos resultd interesante ver en varias oportunidades que las chinches
estaban alimentandose de otras plantas, teniendo disponible al cultivo de soja en el mismo
momento y lugar. Ademas, porque en estas poblaciones de chinches colectadas a campo

observamos diferencias en cuanto al indice de infeccidn con bacterias intestinales.
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Figura J: Salida a campo para colecta de chinches, en lotes de soja y de maiz en Marcos Juérez,
Cordoba.

En una segunda etapa, se realizd un experimento a campo de alimentacion
controlada de las chinches sobre esos tres hospederos seleccionados (soja, maiz y yuyo
colorado), colocando a chinches de una misma poblacién inicial sobre las opciones de
dietas mencionadas y evaluando los cambios en su bacterioma intestinal luego de 10 dias,
para poner a prueba los primeros resultados obtenidos del estudio de la comunidad

bacteriana intestinal de los insectos colectados a campo de la primera etapa.

e PRIMERA ETAPA

1. Colectas de insectos a campo:

Se recorrieron diferentes sitios de la region sojera nucleo, en las provincias de
Entre Rios, Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires, durante dos afios (2018-2020) para la

coleccién de ejemplares adultos de chinches verdes (Cuadro 1). Estos fueron recogidos
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en bolsas de tul y trasladados al laboratorio el mismo dia de la colecta, conservando

también las mismas plantas sobre las cuales fueron recolectados (soja u hospederos

secundarios) para no modificar su dieta y bacterioma intestinal.

Cuadro 1: Descripcion espacial y temporal de los 27 eventos de colecta realizados durante el
desarrollo de esta tesis. Localidad es la que estaba situado el campo en el que se realiz6 la colecta.

© 00 N o o~ W DN
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Vicia

Vicia

Vicia

Maiz

Alfalfa

Soja

Soja

Soja

Soja

Soja

Maiz

Soja

Soja

Yuyo colorado
Soja

Soja

Soja

Soja

Soja

Yuyo colorado
Maiz

Yuyo colorado
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
Trigo

Vicia

Marcos Juarez 1
Loma Alta
Galvez

Gélvez

Zavalla

Pujato

Marcos Juarez 1
CABA

Parana
Villaguay
Marcos Juarez 2
Marcos Juarez 2
Inriville
Inriville
Colonia Italiana
Benjamin Gould
Canals

CABA

Oliveros
Marcos Juarez 2
Marcos Juarez 2
Marcos Juarez 2
Corral de Bustos
Ricardone
Zavalla

San Eugenio
San Eugenio

Cordoba
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Cérdoba
Buenos Aires
Entre Rios
Entre Rios
Cérdoba
Cordoba
Cérdoba
Cérdoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Buenos Aires
Santa Fe
Cérdoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe

11/12/2018
19/12/2018
19/12/2018
19/12/2018
19/12/2018
4/02/2019

6/03/2019

20/03/2019
22/03/2019
21/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
12/04/2019
22/04/2019
14/05/2019
14/05/2019
14/05/2019
26/05/2019
22/06/2019
20/09/2019
20/11/2019
20/11/2019

-32,71999
-31,96016
-32,08858
-32,00722
-33,03392
-33,02317
-32,71999
-34,59307
-31,84847
-31,87204
-32,64210
-32,64210
-33,02591
-33,02591
-33,33392
-33,58561
-33,53498
-34,59164
-32,55994
-32,64210
-32,64210
-32,64210
-33,28426
-32,80198
-33,03392
-32,08601
-32,08601

-62,10935
-61,17966
-61,04194
-61,14086
-60,88941
-61,03669
-62,10935
-58,48016
-60,54090
-58,94900
-62,15932
-62,15932
-62,11958
-62,11958
-62,19868
-62,73839
-62,91031
-58,48695
-60,86239
-62,15932
-62,15932
-62,15932
-62,17534
-60,75850
-60,88941
-61,10819
-61,10819

De cada localidad y hospedero, se colectaron entre 20 y 50 chinches adultas, se

sexaron y se pesaron en el laboratorio. Seguidamente, fueron seleccionadas al azar 20

chinches de cada poblacion y disectadas en esterilidad dentro de las 8 h posteriores a ser

pesadas. Los intestinos extraidos (n=20) se utilizaron primero en forma individual, para

calcular el indice de infeccidn con bacterias intestinales de cada poblacion, y luego se
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juntaron formando un pool por cada evento de colecta (combinacién localidad x
hospedero), para la posterior extraccion de ADN, secuenciacion de amplicones y analisis
de la microbiota intestinal.

El resto de las chinches de cada colecta fue incorporado a la cria de laboratorio
para renovar la poblacion y realizar posteriores experimentos a campo de nuestro equipo
de investigacion. La cria se realiza en cémaras bajo condiciones controladas de
temperatura, luz y humedad; alimentadas con chauchas verdes, porotos de soja y semillas

crudas de mani y girasol.

2. Determinacién del indice de infeccién de las chinches colectadas:

Para determinar el indice de infeccion con bacterias, los intestinos de las 20 chinches
de cada colecta y hospedero se disgregaron individualmente mediante homogeneizacién
con un mortero de plastico estéril en 300 ul de buffer fosfato estéril con pH 7. Los
homogeneizados intestinales se diluyeron en serie y se sembraron 3 de esas diluciones
(103, 10* y 10®) en alicuotas de 10 pl con la técnica de la microgota en placas de Petri
con medio de cultivo agar tripteina de soja (TSA, de Laboratorios Britania). El indice de
infeccion se calculd como la relacion entre el nimero de chinches adultas infectadas (con
crecimiento de colonias bacterianas en el medio de cultivo) sobre el total de chinches

adultas disectadas (Fig. K).
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Figura K: Placa de Petri que muestra el crecimiento de colonias de bacterias intestinales de chinches
para el calculo del indice de infeccion. El crecimiento de las colonias se realiz6 en medio de cultivo TSA,
donde se sembraron 3 diluciones del homogeneizado intestinal de cada una de las chinches del experimento.

3. Estudio de las comunidades de bacterias intestinales de chinches de campo por

metabarcoding:

El estudio taxonémico de la microbiota intestinal de las chinches de campo se realizé
solo con las poblaciones colectadas en los lotes con soja, maiz o yuyo colorado. De cada
una de esas poblaciones de chinches se obtuvo un pool de 20 intestinos que formaron una
réplica, para la extraccién de ADN vy posterior secuenciacion del gen 16S. Por cada sitio
de colecta con esos hospederos se obtuvo una réplica, estas entonces fueron: n=5 para

soja, n=3 para maiz y n=3 para yuyo colorado.

Tanto la extraccion de ADN vy secuenciacion, como el procesamiento de las
secuencias y andlisis estadisticos fueron realizados de la misma forma descripta en el
primer experimento de este capitulo (seccion 5y 6). Ademas, se calcularon los indices de
diversidad alfa: riqueza observada (expresada como numero de OTU’s observadas por
muestra) e indice de Shannon-Weaver, utilizando los paquetes ape (Paradis y Schliep,

2018) y vegan (Oksanen et al. 2019) en el entorno R (RStudio Team 2015). Las salidas



39

gréaficas se generaron utilizando el paquete ggplot2 (Wickham y Wickham, 2016).

e SEGUNDA ETAPA

1. Materiales biol6gicos v condiciones generales del cultivo:

Se sembraron en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la UBA,
a fines de diciembre del afio 2019, una parcela para cada opcion de dieta (soja, maiz y
yuyo colorado), bajo un disefio experimental en blogues al azar. Ademas, en el mismo
lote experimental se armo un gazebo (3x3 m) que contenia una parcela de soja, una de
maiz y otra de yuyo colorado. Las parcelas fueron de 1,5 m?, la soja se sembro de igual
forma que en los anteriores experimentos, el maiz se sembr6 con una distancia entre
surcos de 50 cm y de a 3 semillas por golpe cada 50 cm para lograr una densidad de 9
plantas/m?, mientras que el yuyo colorado se sembrd al voleo en alméacigos y luego fueron

trasplantados a las parcelas con una densidad de 4 plantas/m?.

Desde el momento de emergencia de las plantulas hasta que desarrollaron las
primeras hojas verdaderas se las protegié del ataque de aves, usando una cobertura de
media sombra. Para lograr el correcto establecimiento de las plantas, durante los primeros
meses se realizaron periddicamente labores culturales como riego, control de plagas

tempranas (orugas cortadoras y hormigas), raleo y desmalezado manual.

2. Disefio del experimento de alimentacién controlada:

Todas las chinches utilizadas en este experimento provenian de la misma poblacién

de campo. De esta poblacidn, se tomo6 una muestra inicial de 6 intestinos para estudiar la
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composicién taxonémica de su microbiota y poder luego comparar con la microbiota de
las chinches al finalizar el experimento, después de alimentarse durante 10 dias de las

diferentes opciones de dieta.

Dentro de cada parcela se seleccionaron 4 plantas para ser picadas por las chinches.
Al inicio del llenado de granos de la soja (R5) se colocaron dentro de bolsas de tul las
chinches adultas (n=8, 4 hembras y 4 machos) sobre las plantas de soja, maiz o yuyo
colorado, es decir sin preferencia (no choice) (Fig. L, a-c). Simultaneamente, dentro del
gazebo que incluia todas las opciones de dieta (soja, maiz y yuyo colorado) (Fig. L-d,
preferencia o choice) se liberaron 20 chinches adultas (10 machos y 10 hembras), que
fueron marcadas previamente con pintura acrilica para poder identificarlas entre las

plantas.

Luego de 10 dias, se tomaron muestras de intestinos de las chinches alimentadas sobre
las distintas opciones de dietas, para caracterizar sus microbiotas y comparar los cambios
en su composicién en respuesta a la alimentacion diferencial y con la microbiota de la
poblacién inicial. Cada intestino individual de las chinches se tomé como una réplica.
Estas fueron n=6 para las dietas sin preferencia (soja, maiz o yuyo colorado) y n=8 para
la dieta de preferencia o libre eleccion (choice). Esto nos permitid determinar los efectos

de la dieta del insecto sobre el bacterioma intestinal.
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Figura L: Plantas utilizadas para el experimento a campo de alimentacion controlada de las chinches.
Se colocaron dentro de bolsas de tul sobre: a- maiz, b- soja, c- yuyo colorado; o d- dentro de gazebos con
las 3 opciones de dieta.

3. Estudio del bacterioma intestinal de chinches del experimento por metabarcoding:

Tanto la extraccion de ADN y secuenciacion, como el procesamiento de las
secuencias y analisis estadisticos fueron realizados de la misma forma descripta en el
primer experimento de este capitulo (seccién 5y 6). Ademas, se calcularon indices de
diversidad alfa: riqueza observada (expresada como niumero de OTU’s observadas por
muestra) e indice de Shannon-Weaver, utilizando los paquetes ape (Paradis y Schliep,
2018) y vegan (Oksanen et al. 2019) en el entorno R (RStudio Team 2015). Las salidas

gréaficas se generaron utilizando el paquete ggplot2 (Wickham y Wickham, 2016).
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3- Analisis de la interaccion entre las defensas quimicas de la soja

con la infeccidn bacteriana intestinal de la chinche verde.

Estos experimentos corresponden al tercer objetivo especifico: cuantificar la
actividad de los inhibidores de proteasas, en semillas de plantas de soja, frente al ataque
de chinches con diferentes microbiotas intestinales. Para poder lograrlo, en primer lugar,
se seleccionaron y caracterizaron a dos poblaciones de chinches segln su indice de
infeccion con bacterias y composicion de sus comunidades intestinales. Luego se
colocaron estas chinches en bolsas de tul sobre plantas de soja cultivada a campo, para
que se alimenten de ellas durante diez dias. Se evalud su peso y supervivencia, y por
ultimo se midieron los inhibidores de proteasas de las semillas de soja picadas por ambas

poblaciones de chinches.

1. Seleccién y caracterizacion de las poblaciones de chinches de partida:

Para determinar los efectos del bacterioma intestinal de N. viridula sobre las defensas
quimicas de la planta de soja, se buscaron dos poblaciones de chinches con bacteriomas
intestinales contrastantes. Se utilizaron las chinches adultas provenientes de una
poblacion homogénea de campo, atrapadas mediante trampas de luz en lotes de soja de
Marcos Juarez (Cérdoba) y las chinches de la poblacion de nuestra cria de laboratorio
(Catedra de Bioquimica, FAUBA), principalmente porque se habian observado
diferencias en cuanto a la diversidad y abundancia de Yokenella en los resultados de los

experimentos anteriores a este.

En primer lugar, se determiné el indice de infeccion con bacterias intestinales (tal

como fue descripto en el experimento dos de este capitulo, seccion 2). Y luego, se
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caracteriz6 por metabarcoding la comunidad de sus bacterias intestinales (segun lo

descripto en el primer experimento de este capitulo, seccién 5y 6).

2. Materiales biolégicos v condiciones generales del cultivo:

Se sembro en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la UBA, a fines
de diciembre del afio 2021, el cultivar de soja Williams en parcelas, bajo un disefio
experimental en bloques al azar, contando con 4 bloques en total. El cultivo se manejo
siguiendo las mismas condiciones descriptas en el primer experimento de este capitulo

(seccion 1).

Dentro de cada parcela se seleccionaron plantas para ser picadas por las chinches. En
inicio del llenado de granos (R5), las chinches de ambas poblaciones fueron colocadas
dentro de bolsitas de tul sobre las vainas de soja, tratandolas de forma individual (chinche

1 —vaina 1, chinche 2 - vaina 2, etc.).

3. Muestreo:

Para analizar las respuestas defensivas de la planta en semillas de soja, se muestrearon
20 vainas y 20 chinches en cada tiempo: luego de 24 h, 72 h y 10 dias de iniciado el
experimento, siempre considerando a cada una de las chinches de forma individualizada
junto con la vaina que estuvo picando, para luego saber que semillas habian sido picadas

por chinches infectadas con bacterias y cuéles no.

Las muestras vegetales (vainas) fueron colocadas dentro de sobres de aluminio y en
nitrégeno liquido, hasta ser conservadas en freezer a -80° C. Las chinches alimentadas

sobre las plantas del experimento fueron disectadas en esterilidad dentro de las 8 h
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posteriores al muestreo y a partir de los intestinos se determing el indice de infeccion con

bacterias (tal como fue descripto en el experimento dos de este capitulo, seccion 2).

4. Evaluacion del peso v la supervivencia de las chinches. Andlisis estadisticos:

Antes de comenzar el experimento, chinches adultas de cada poblacion fueron
diferenciadas por sexo y pesadas en una balanza analitica Ohaus Discovery (tiempo
inicial). Luego de 10 dias, los individuos sobrevivientes de cada poblacion de chinches
fueron colectados de las bolsitas de tul, trasladados al laboratorio, sexados y pesados
(tiempo final). Se célculo por separado el peso promedio de hembras y de machos debido
a que el peso de las hembras tiende a ser mayor al de los machos por caracteristicas
propias de la especie. Por ultimo, el peso de los individuos de ambas poblaciones y
tiempos se analiz6 por medio del test ANOVA para experimentos con disefio factorial y

test a posteriori Bonferroni, con el software GraphPad Prism 5.

Para la evaluacion de la supervivencia de las chinches a campo, las bolsitas de tul
fueron revisadas a diario durante los 10 dias. En cada revision, se registré el nimero de
chinches vivas y muertas de las bolsitas. Con estos datos se procedi6 posteriormente a la
realizacién de una curva de supervivencia, estimando ésta como el nimero de individuos
vivos sobre el nimero inicial de chinches. La curva de supervivencia y el analisis
estadistico de estos datos fue realizado con el software GraphPad Prism 5 mediante el test

Mantel-Cox, especificos para evaluacion de supervivencia.

5. Cuantificacién de la actividad de los inhibidores de cistein proteasas en semillas:

Previamente a la medicion de las defensas de las semillas, se determiné la infeccion
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con bacterias intestinales de cada una de las 20 chinches muestreadas, para cada
combinacidon de tiempo y poblacion. De esta forma, obtuvimos el dato de cada chinche
infectada o no con bacterias intestinales y, a partir de ese dato individual, se seleccionaron
las semillas sobre las cuales se estuvieron alimentando, para ser cuantificados los
inhibidores de proteasas digestivas. El criterio de seleccion fue elegir las semillas picadas
por las chinches de laboratorio con infeccion de bacterias intestinales (las cuales todas
resultaron positivas) y las semillas picadas por las chinches de campo sin infeccion con
bacterias (cuya poblacién siempre tuvo un indice de infeccion menor a las de laboratorio),
para poder comparar el efecto de la infeccién con bacterias de las chinches sobre la

respuesta defensiva de la planta.

Para la extraccion de los inhibidores de cistein proteasas (ICisP) se adapté el protocolo
descripto en Zavala et al. (2008). Se colocaron 250 mg de las semillas de soja pulverizadas
con nitrégeno liquido en 1,2 ml de buffer de extraccion (pH 7,2 - NaH2PO4 50mM, NaCl
150 mM, EDTA 2 mM). Luego, en una microplaca de 96 celdas se colocaron 120 ul por
celda de buffer de reaccion (pH 6,5 - NaH2P0O40,1 mM, KCI 0,3 M, EDTA 0,1 mM, DTT
0,3 M), 50 ul de papaina (1 mg /ml) y 10 pl del extracto de ICisP. Las muestras se
incubaron durante 10 minutos a 30° C y a continuacion se agregaron 20 ul de sustrato
sintético p-Glu-Phe-Leu-pNA (0,8 mg/ml). Se corrieron las muestras en un lector
espectrofotométrico de microplacas durante 20 minutos a 30° C, con agitacion lenta y

continua y lecturas de absorbancia a 405 nm cada 30 segundos.

La cuantificacion de proteinas se realizé con reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-
Rad Laboratories, EEUU) segun indicaciones del fabricante para el ensayo de
microtitulacion, basado en la metodologia descripta por Bradford (1976). Para la curva

de calibracion se usé una solucion de albumina bovina 1 mg/ml y las diluciones
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comprendieron el rango de 0,05 a 0,5 ug/ul. Las muestras de extractos se diluyeron 1/30
en agua destilada. Tanto para las muestras como las soluciones de albumina bovina, se
mezclaron en cada pocillo 10 ul con 200 ul de solucion de reactivo Bio-Rad Protein Assay
(1:4 con agua destilada). En el lector de microplacas, se agitaron durante 2 minutos y se
midio la absorbancia a 595 nm. Por Gltimo, se transformaron los datos de las lecturas de
absorbancia para referenciarlos a la concentracion de proteinas solubles del extracto
(nmoles de PNA/mg proteina por minuto) utilizando la ecuacion de la curva de calibracion
calculada previamente y se analizaron estadisticamente por medio del test ANOVA para
experimentos con disefio factorial. Los factores evaluados fueron el tiempo y la

poblacion.

Esto nos permitid identificar la funcion potencial de la diversidad bacteriana intestinal

de las chinches sobre la actividad de los inhibidores de las enzimas digestivas.
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Caracterizacion por metabarcoding de las comunidades bacterianas

asociadas a la interaccion entre la soja y la chinche verde.

En un primer experimento, analizamos la variacion en el tiempo de la estructura y
composicion taxonémica de las comunidades bacterianas de suelo, hojas, semillas e
intestino de chinches, para determinar como estan conformadas esas comunidades, si
cambian durante el tiempo de interaccion entre la soja y la chinche, definir qué tipo de

bacterias tienen en comun y cuél podria ser el origen de estas en el intestino del insecto.

A partir de todas las secuencias de nuestro conjunto de datos, el estudio taxonémico
reveld un total de 76 unidades taxondmicas operativas (del inglés Operational Taxonomic
Unit, OTU), presentes en las 54 muestras analizadas, tanto de suelo, planta (hojas y
semillas) e intestinos de chinches. La identificacion de estas OTU’s a un nivel taxonémico
de orden nos mostré que la mayoria pertenecian a miembros habituales de las
comunidades bacterianas del suelo, compuesta por 72 o6rdenes. Mientras que en las
chinches fueron identificados 8 6rdenes bacterianos y en las plantas sélo 4 (Fig. 1.1).
Observamos que en el suelo se presentaba una comunidad de bacterias méas diversa y
heterogénea, con respecto a la planta y la chinche, las cuales tienen comunidades
compuestas por menos 6rdenes y en donde predomina un orden principal sobre otros

secundarios.

Las comunidades intestinales de la chinche y las del suelo tienen OTUs que fueron
clasificados en los mismos cuatro Ordenes: Betaproteobacteriales, Sphingomonadales,
Rhizobiales y Azospirillales. Sin embargo, estos OTUs son poco relevantes en el
bacterioma intestinal de la chinche, ya que son muy poco abundantes en relacion con el
principal orden presente, Enterobacteriales, que predomina con un 98,6%. Este ultimo

orden también esta presente y es abundante en la comunidad bacteriana presente en los
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tejidos vegetales de la soja (88,1%), con la cual ademas comparten otros dos ordenes:

Lactobacillales y Pseudomonadales (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Abundancias relativas promedio de los principales 6rdenes bacterianos identificados

segun el origen de cada comunidad. Se destacan sdlo aquellos ordenes en comun entre el intestino de la
chinche y la planta o el suelo, en condiciones de cultivo a campo.

La comunidad bacteriana del suelo de las plantas picadas por chinches, tanto del suelo
rizosférico como no rizosférico, no presentd diferencias estadisticas en su perfil
taxonoémico (test ADONIS, P>0,05). Tampoco se observan variaciones de la diversidad
del bacterioma en el tiempo o bajo el tratamiento (suelo de plantas picadas o no por

chinches) (test ADONIS, P>0,05). Como se mencioné anteriormente, la comunidad del
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suelo e intestinal de la chinche tienen 4 o6rdenes en comun (Betaproteobacteriales,
Sphingomonadales, Rhizobiales y Azospirillales), pero estos son insignificantes en cuanto
a su abundancia relativa en la chinche (menores a 0,5%), por lo tanto, tampoco hay

géneros bacterianos dentro de estos drdenes que sean relevantes para la CBI de la chinche.

Analizando como se compone el principal orden que comparten los bacteriomas de la
planta y la chinche (Enterobacteriales), descubrimos que esta solo conformado por la
familia Enterobacteriaceae y dentro de esta identificamos 3 géneros en comun entre las
chinches y las plantas: Yokenella, Pantoea y Serratia. Estos géneros bacterianos
identificados por métodos moleculares coinciden con los identificados por métodos
cultivables en trabajos anteriores (Medina et al. 2018). Otros géneros que comparten
ambos bacteriomas son Lactobacillus y Pseudomonas, pero con abundancias muy
insignificantes en la comunidad intestinal de la chinche. Todos estos géneros estuvieron
presentes en la planta de soja, tanto en hojas como en semillas, a los 10 y 20 dias de
iniciado el ataque de la plaga (Fig. 1.2 y Fig. 1.3).

. . . W Otros
Comunidades de bacterias a los 10 dias

M Lactobacillus

100% ___— 09% m Pseudomonas
Neoasaia
90% )

. 11,8% B Serratia
80% M Pantoea
70% H Yokenella
60%

50%
40%
30%
20%
10%
0%

Chinche Hoja Hoja Semilla Semilla

Control Picada Control Picada

Figura 1.2: Abundancias relativas promedio de los principales géneros bacterianos identificados a
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los 10 dias de alimentacién de las chinches en soja cultivada a campo, segun el origen de cada
comunidad: intestino, hojas o semillas.

. . . H Otros
Comunidades de bacterias a los 20 dias

M Lactobacillus

) 1 1% 0 5%
100% 2 2% 1 1% 1aE% 11% B Acinetobacter
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(] ° (]
Neoasaia
0,
80% L M Serratia
70% M Pantoea
B Yokenella
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50%
40%
30%
20%
10%
0%
Chinche Hoja Hoja Semilla Semilla
Control Picada Control Picada

Figura 1.3: Abundancias relativas promedio de los principales géneros bacterianos identificados a
los 20 dias de alimentacion de las chinches en soja cultivada a campo, seguin el origen de cada
comunidad: intestino, hojas o semillas.

Estudiando las diversidades a través de un analisis multivariado (NMDS, basado en
distancia de Bray-Curtis) de todas las microbiotas y comparandolos segun el origen (hoja,
semilla o chinche), el tratamiento (plantas picadas o control) o el tiempo (10 y 20 dias),
descubrimos, en primer lugar, que no hay diferencias entre las comunidades de semillas
y hojas, como tampoco las de las plantas picadas y control, y por otro parte, que las
comunidades bacterianas de Nezara viridula no presenta variaciones durante los 20 dias
de alimentacién de las chinches en soja (n=4, test ADONIS, P>0,05, Fig. 1.4). En cambio,
si existen diferencias entre las microbiotas de la planta en el tiempo (n=4, test ADONIS,
P=0,014) y, ademas, la comunidad intestinal de la chinche se diferencia de la de la planta
(n=4, test ADONIS, P=0,025), pero estas diferencias estadisticas son dificiles de observar

graficamente.
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Figura 1.4: Andlisis multivariado de los bacteriomas de semillas, hojas e intestinos de chinches segin
el tiempo y tratamiento. Tiempo: 10 y 20 dias. Tratamiento: plantas picadas por chinches o plantas control,

de soja cultivada a campo (h=4, NMDS, basado en distancia de Bray-Curtis).
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Evaluacion de la diversidad del bacterioma intestinal de Nezara viridula

segun la dieta a campo y en condiciones controladas.

Para comprobar si existian variaciones en la diversidad de la CBI de la chinche que
dependan de la presencia del cultivo de soja, caracterizamos su composicion taxondémica
por metabarcoding cuando se alimenta de otros hospederos alternativos a la soja, a través
de colectas de insectos de campo a lo largo del afio y luego en un experimento de

alimentacion controlada.

a. Colectas a campo:

Analizamos la presencia de la poblacion de Nezara viridula en la region sojera 'y
evaluamos su comunidad bacteriana intestinal, realizando viajes de colectas de insectos
adultos de chinches a lo largo de dos afios (2018-2020) y por localidades de las provincias
de Entre Rios, Santa Fe, Cordoba y Buenos Aires. Se recolectaron méas de 1000 chinches
en total, sobre siete hospederos distintos, en 27 sitios de colecta y durante las cuatro
estaciones del afio, aunque entre los meses de septiembre y enero fue la temporada mas
dificil para hallarlas. Los sitios de colecta y hospederos se detallan a continuacion, en la

Figura 2.1.
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Fig. 2.1: Mapa de sitios de colectas de chinches en la regién sojera nucleo (2018-2020). Cada color
indica los diferentes hospederos donde fueron colectadas las chinches (verde: soja, amarillo: maiz, rojo:
yuyo colorado, azul: trigo, rosa: vicia, violeta: alfalfa, y negro: eucalipto-diapausa invernal).

De todos los grupos de insectos colectados, se calcularon y compararon el peso e
indice de infeccion con bacterias intestinales segin hospedero. Las chinches colectadas
en soja tuvieron uno de los mayores indices de infeccion (49,7 + 8,1%) y se diferenciaron
significativamente de las chinches colectadas en maiz o yuyo colorado (n=20, test
ANOVA vy test a posteriori Tukey, P<0,05, Fig. 2.2), las cuales presentaron indices de
infeccion de 11,7 +1,7%y 15 + 2,8%. Los indices de infeccidn de las chinches colectadas
en otros hospederos no tuvieron diferencias con respecto a la soja, siendo 35 + 8,5% para

vicia, 28,3 £ 10,9% para eucalipto y 59 + 1 % para alfalfa y trigo (Fig.2.2).
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Figura 2.2: Indice de infeccion con bacterias intestinales de adultos de N. viridula colectados a campo
sobre diferentes hospederos. Relacion entre el n de intestinos infectados con bacterias cultivables (con
recuentos >10° UFC/mg) y el n total de intestinos disectados. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre grupos de muestras (n=20, test ANOVA y test a posteriori Tukey,
P<0,05).

Con respecto a los pesos de las chinches de las diferentes colectas, los insectos se
clasificaron previamente por sexo para analizarlos por separado ya que por propiedades
intrinsecas de la especie las hembras pesan siempre méas que los machos. El peso de las
chinches provenientes de campos de soja fue el mayor, tanto para machos como para
hembras (146,4 £ 5 mg y 210,9 + 11,8 mg, respectivamente), seguidas por las chinches
de otros hospederos como maiz (133,7 £ 15,7 mgy 166,9 + 7,9 mg), yuyo colorado (129,9
+17,6 mgy 153,2 + 23,2 mg), o eucalipto (140,1 + 4,4 mg y 162,7 £ 9,9 mg) (n=50, test
ANOVA vy test a posteriori Tukey, P<0,05, Fig. 2.3a y 2.3b). Los pesos de las chinches
colectadas sobre vicia y alfalfa-trigo fueron menores (machos: 84 £ 8,7 mgy 95,3 £ 5,8
mg; hembras: 97,9 £ 10,2 y 125,7 £ 13,9 mg, respectivamente) y tanto hembras como
machos se diferenciaron de las demas chinches colectadas (n=50, test ANOVA y test a

posteriori Tukey, P<0,05, Fig. 2.3ay 2.3b).
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Fig. 2.3a: Peso promedio de chinches hembras colectadas a campo sobre diferentes hospederos. Cada
punto de color representa el peso promedio de las chinches (n=50) de un sitio de colecta, la linea horizontal
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Fig. 2.3b: Peso promedio de chinches machos colectados a campo sobre diferentes hospederos. Cada
punto de color representa el peso promedio de las chinches (n=50) de un sitio de colecta, la linea horizontal
central es la media de todo el grupo de sitios del mismo hospedero y las lineas horizontales superior e
inferior son el error estdndar de la media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre grupos de muestras (test ANOVA y test a posteriori Tukey, P<0,05).

Para el estudio taxondémico de las comunidades bacterianas intestinales por
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metabarcoding se seleccionaron aquellas poblaciones de chinches provenientes de soja o
de hospederos secundarios contemporaneos a este cultivo (como maiz y yuyo colorado)
(Cuadro 2). De cada una de estas poblaciones de campo se obtuvo una réplica. Cada
réplica estaba conformada por un pool de 20 intestinos de las chinches colectadas en esos

hospederos mencionados.

Cuadro 2: Hospederos seleccionados para el estudio taxonémico del bacterioma intestinal de
chinches colectadas a campo. Datos de cada sitio donde fueron colectadas las chinches sobre soja u
hospederos secundarios: maiz y yuyo colorado.

Soja Pujato Santa Fe 04/02/19
Soja Marcos Juarez 1 Cérdoba 06/03/19
Soja Marcos Juarez2  Cérdoba 26/03/19
Soja Inriville Cordoba 26/03/19
Soja Colonia Italiana Cordoba 26/03/19
Soja Benjamin Gould  Cérdoba 26/03/19
Soja Canals Cordoba 26/03/19
Maiz Gélvez Santa Fe 19/12/18
Maiz Marcos Juarez1 ~ Cordoba 26/03/19
Maiz Marcos Juarez2  Cordoba 14/05/19
Yuyo colorado Inriville Cordoba 26/03/19
Yuyo colorado Marcos Juarez1  Cordoba 14/05/19
Yuyo colorado Marcos Juarez2 ~ Cordoba 14/05/19

El analisis taxonémico de los bacteriomas intestinales por metabarcoding y los
indices de diversidad biol6gica calculados (riqueza especifica e indice de Shannon-
Weaver), mostraron que la diversidad del bacterioma de las chinches colectadas en soja
es significativamente menor que la de aquellas chinches que se encontraron en maiz o
yuyo colorado (n=3, test Kruskal-Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,05, Fig. 2.4). Estas
tienen una menor riqueza de especies (5,8 £ 0,4 OTU’s en soja, versus 12 £ 0,6 OTU’s
en yuyo colorado o 14 £ 0,6 OTU’s en maiz; Fig. 2.4), y un menor indice de diversidad
alfa (Shannon-Weaver) (0,97 en soja, versus 1,5 en maiz o 1,6 en yuyo colorado; Fig.

2.4).
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Figura 2.4: Indices de diversidad bioldgica de bacteriomas intestinales de chinches colectadas a
campo sobre diferentes hospederos. Riqueza especifica expresado como “OTU’s observadas” e indice de
Shannon-Weaver. Cada punto de color representa el valor de un sitio de colecta, la linea horizontal central
es la media de todo el grupo de sitios del mismo hospedero y las lineas horizontales superior e inferior son
el error estdndar de la media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos de muestras (n=3, test Kruskal-Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,05).

Ademas, pudo observarse al analizar la equitatividad de la composicién de los
bacteriomas, segun las abundancias relativas de los géneros identificados, que, en las
chinches provenientes de soja, predominan los géneros Yokenella (45,2%) y Pantoea

(45,4%) sobre otras bacterias como Serratia (1,8%), Neoasaia (9%) o Acinetobacter
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(1,1%). Las comunidades bacterianas intestinales de chinches de yuyo colorado y maiz
estuvieron compuestas ademas por Gilliamella (10,7 y 11,8% respectivamente),

Lactobacillus (1,6 y 0,6%) y Firmicutes no definidos (2,4% en maiz) (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5: Abundancias relativas promedio de los géneros bacterianos identificados en intestinos de
adultos de Nezara viridula, colectados a campo sobre diferentes hospederos. “Otros” representa 10
géneros con abundancias < 0,5% cada uno.

Comparando de forma individual las abundancias relativas de los principales
géneros bacterianos identificados en las comunidades intestinales de las chinches
colectadas a campo, descubrimos diferencias significativas entre la soja y los otros dos

hospederos. Por un lado, Yokenella tiene mayor abundancia en soja, comparada con maiz
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0 yuyo colorado, mientras que Pantoea es menos abundante en yuyo colorado con
respecto a soja y maiz. Neoasaia y Gilliamella son estadisticamente mas abundantes en
los hospederos alternativos a la soja. Serratia no presentd diferencias en cuanto a su
abundancia con respecto a los distintos hospederos de origen (n=3, test Kruskal-Wallis y

test a posteriori Dunns, P<0,05, Fig. 2.6).

607 I Soja
a a B Yuyo colorado
] Maiz
S
R
)
5]
©
o]
(&)
e
3
c 20+
>
O
<
a
a
a a I
0-
Yokenella Pantoea Neoasaia Gilliamella Serratia

Género

Figura 2.6: Anélisis de las abundancias relativas de los principales géneros bacterianos identificados
en las comunidades intestinales de las chinches colectadas a campo sobre diferentes hospederos. (n=3,
test Kruskal-Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,05). Las letras de significancia estadistica son
consideradas para cada bacteria y entre hospederos, diferentes letras indican diferencias significativas.

Comparando la diversidad-beta entre microbiotas de las diferentes colectas a
través de un analisis multivariado (NMDS), reafirmamos que las comunidades
bacterianas de las chinches diferian notablemente entre ellas segun su origen (n=3, test

ADONIS, P<0,001, Fig. 2.7).
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Figura 2.7: Andlisis multivariado de los bacteriomas intestinales de chinches colectadas a campo
sobre diferentes hospederos. (n=3, NMDS, basado en distancia de Bray-Curtis, test ADONIS, P<0,001).

b. Experimento de alimentacion controlada:

Para poner a prueba los primeros resultados obtenidos a partir del analisis de las
chinches colectadas a campo, se realiz6 un experimento de alimentacion controlada de
las chinches en condiciones naturales de cultivo sobre los tres hospederos seleccionados
como dietas: soja, maiz y yuyo colorado. Ademas, se sumd una cuarta opcion de dieta
(choice), es decir libre elecciéon de cualquiera de esos 3 hospederos, para evaluar la
preferencia de los insectos. Para este experimento, se partié de una misma poblacion
inicial de chinches para que se alimenten durante 10 dias de cada opcion de dietay a la

cual también se le estudi6 su microbiota inicial por metabarcoding.

Los indices de diversidad bioldgica calculados revelaron nuevamente que el
bacterioma de las chinches que se alimentaron solo de soja es significativamente menos

diverso que el de aquellas chinches que se alimentaron con otras dietas (n=6, test Kruskal-
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Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,01, Fig. 2.8). Cuando comen soja tienen menor
riqueza de especies (5,5 OTU’s) y un indice de diversidad alfa (Shannon-Weaver) méas

bajo (0,2898), que al alimentarse de maiz o yuyo colorado.
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Figura 2.8: indices de diversidad bioldgica de bacteriomas intestinales de chinches alimentadas con
diferentes dietas en condiciones naturales de cultivo. Riqueza especifica expresada como “OTU’s
observadas” e indice de Shannon-Weaver. Cada caja de color representa los valores de diversidad de los
distintos bacteriomas segun dieta, la linea horizontal central es la media de todo el grupo de bacteriomas
segln dieta y las lineas horizontales superior e inferior son el error estandar de la media. (n=6, test Kruskal-
Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,05). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas.
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Analizando las abundancias relativas de los principales géneros identificados,
observamos que las chinches alimentadas con soja tienen una comunidad de bacterias
donde predomina Yokenella y se diferencia con respecto a las otras opciones de dieta. Lo
contrario ocurre con Pantoea, cuya abundancia es mucho menor cuando las chinches
comieron soja. Ambas bacterias modifican su abundancia notablemente con respecto al
bacterioma de las chinches del inicio del experimento (n=6, test Kruskal-Wallis y test a
posteriori Dunns, P<0,05, Fig. 2.9). El género Neoasaia no mostré diferencias en su
abundancia entre las comunidades de las chinches con diferentes dietas, mientras que
Serratia modifico su abundancia en el bacterioma de las chinches que consumieron yuyo
colorado, siendo mayor con respecto a la poblacion inicial de origen (n=6, test Kruskal-

Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,05, Fig. 2.9).
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Figura 2.9: Anélisis de las abundancias relativas de los principales géneros bacterianos identificados
en las comunidades intestinales de las chinches alimentadas con diferentes dietas en condiciones
naturales de cultivo. (n=6, test Kruskal-Wallis y test a posteriori Dunns, P<0,05).

Analizando la diversidad beta a través de un analisis multivariado (NMDS) de las
microbiotas de las chinches bajo diferentes dietas, distinguimos que las comunidades

bacterianas de las chinches que se alimentaron solo con soja se diferenciaban de forma
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notable de los demé&s bacteriomas de chinches con otras dietas (n=6, test ADONIS,
P<0,001, Fig. 2.10). Cabe destacar también que el bacterioma de las chinches con libre
opcion de dieta (choice), presentd una situacion intermedia a las demas opciones sin

eleccion (Fig 2.10).
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Fig. 2.10: Analisis multivariado de los bacteriomas intestinales de chinches alimentadas con
diferentes dietas en condiciones naturales de cultivo. (NMDS, basado en distancia de Bray-Curtis,
ADONIS test: p<0,001).

Cuando las chinches fueron alimentadas solo con soja cambiaron su comunidad
bacteriana intestinal, mientras que con otras dietas (maiz o yuyo colorado) las variaciones
no fueron significativas. Al igual que los resultados de colectas de campo, tanto la riqueza
de especies como la diversidad fueron menores en las chinches que comieron soja.
También observamos que la abundancia del género Yokenella es la que mas varia entre
los bacteriomas de las chinches con diferentes dietas, siendo marcadamente mayor
cuando se alimentan de soja. Todo lo contrario, ocurre con el géenero Pantoea, cuya

abundancia es menor en soja.
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Analisis de la interaccion entre las defensas quimicas de la soja con la

infeccion bacteriana intestinal de la chinche verde.

La chinche verde se alimenta de las semillas de soja en desarrollo a pesar de la
importante respuesta defensiva de la planta y su CBI podria estar modulando esta
adaptacion. Para comprobar si existe interaccion entre los inhibidores de cistein-proteasas
y las bacterias intestinales de la chinche, primero se identificaron poblaciones de insectos
con diferentes comunidades bacterianas y luego se cuantifico la actividad de esas defensas
quimicas en las semillas de soja picadas por estas chinches, en condiciones naturales del

cultivo.

a. Poblaciones iniciales de chinches:

Utilizamos dos poblaciones iniciales de chinches con caracteristicas bien
contrastantes en cuanto al indice de infeccion y abundancia de Yokenella: chinches de
laboratorio y chinches de campo. Para determinar el indice de infeccion se utilizaron 10
chinches de cada poblacion, mientras que para estudiar la composicidn taxonémica de sus
microbiotas y abundancia de Yokenella se utilizaron otras 6 chinches, tomando el

intestino de cada una de estas como réplicas.

Las chinches de laboratorio presentaron un alto indice de infeccion con bacterias
cultivables (97+1,53 %, n=10, Fig. 3.1), y una baja diversidad de su comunidad, por la
predominancia del género Yokenella (n=6, Fig. 3.2). Esta bacteria siempre estuvo
presente en las chinches analizadas y fue la mas abundante de todas, con un 81,9% de
abundancia relativa promedio, seguida con un amplio margen por Serratia y Pantoea
como principales bacterias identificadas, con 7,8% y 7,9% respectivamente (n=6, Fig.

3.2). En las chinches de campo que evaluamos, el indice de infeccion fue siempre mucho
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menor (26,5+1,97 %, n=10, Fig. 3.1) y en su comunidad intestinal la abundancia de
Yokenella estuvo por debajo del 2,5%, mientras que la abundancia de Pantoea fue

ampliamente mayor (94,6%, n=6, Fig. 3.2).
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Figura 3.1: Indice de infeccion con bacterias intestinales de adultos de N. viridula de las diferentes
poblaciones seleccionadas para el experimento. Relacion entre el n de intestinos infectados con bacterias
cultivables (con recuentos >10% UFC/mg) y el n total de intestinos disectados, segun poblacién de origen:
chinches de laboratorio vs. chinches de campo (n=10, test t Student, P<0,0001).
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Figura 3.2: Abundancias relativas promedio de géneros bacterianos identificados en intestinos de N.
viridula de las diferentes poblaciones: laboratorio y campo.

Ademas, encontramos diferencias significativas al comparar la diversidad entre
microbiotas de las diferentes poblaciones: las comunidades bacterianas de las chinches
de campo diferian notablemente de las de las chinches criadas en laboratorio (n=6, test

ADONIS, P<0,001, Fig. 3.3).
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Fig. 3.3: Analisis multivariado de la diversidad beta de bacteriomas intestinales de chinches de
diferentes poblaciones: laboratorio y campo. (n=6, PCoA basado en distancia de Bray-Curtis, test
ADONIS, P<0,001).

b. Parametros evaluados durante el experimento:

A partir de esas dos poblaciones con bacteriomas bien diferenciados llevamos a
cabo el tercer experimento, en donde evaluamos, por un lado, el peso y la supervivencia
de las dos poblaciones de chinches sobre las plantas de soja durante 10 dias. Se analizaron
chinches hembras (Fig. 3.4a) y machos (Fig. 3.4b) por separado, dado que por
propiedades intrinsecas de la especie las hembras pesan siempre mas que los machos. Las
chinches hembras de laboratorio (méas infectadas) tuvieron un mayor aumento de peso
luego de alimentarse de la soja (n=12, ANOVA vy test a posteriori Bonferroni, P<0,001,
Fig. 3.4a), mientras que las chinches hembras de campo no presentaron diferencias entre

su peso inicial y final (Fig. 3.4a). En cuanto a las chinches machos, no hubo diferencias
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significativas en relacion con su peso antes y después de alimentarse de soja durante los
10 dias, para ninguna de las dos poblaciones de chinches (Fig. 3.4b).
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Figura 3.4a: Peso promedio de chinches hembras de las diferentes poblaciones (laboratorio y campo),
antes y después de alimentarse de soja cultivada en condiciones naturales durante 10 dias.
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Figura 3.4b: Peso promedio de chinches machos de las diferentes poblaciones (laboratorio y campo),
antes y después de alimentarse de soja cultivada en condiciones naturales durante 10 dias.

En cuanto a la supervivencia de las chinches, no se observaron diferencias
significativas entre las curvas de supervivencia de las chinches de laboratorio y las
chinches de campo (n=20, test de comparacion de Mantel-Cox, P>0,05, Fig. 3.5). Los
valores de supervivencia al final del experimento, luego de los 10 dias, fueron de 58,1 +

16,2 % para las chinches de laboratorio, mientras que las chinches de campo tuvieron una
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supervivencia de 87,7 £ 9,5 %.
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Figura 3.5: Curvas de supervivencia en el tiempo de adultos de N. viridula de las diferentes
poblaciones durante 10 dias de alimentacion en soja cultivada en condiciones naturales. La
supervivencia se expresé como la relacion entre el nimero observado de individuos en las plantas al dia x
del experimento, sobre el total al inicio de este, para ambas poblaciones de chinches (laboratorio y campo)
(n=20, test de comparacioén de Mantel-Cox, P>0,05).

c. Medicién de las defensas quimicas en semillas picadas:

Por ultimo, cuantificamos la actividad de los inhibidores de cistein-proteasas en
las semillas de soja donde se alimentaron las dos poblaciones de chinches, a las 24 h, 72
hy 10 dias. Las mediciones se realizaron sobre aquellas semillas picadas por las chinches
infectadas de laboratorio y las picadas por las chinches no infectadas de campo, luego del
respectivo control de infeccion de cada una de las chinches muestreadas de forma
individual. Asi mismo, se comprobd que el indice de infeccion de ambos grupos de
chinches utilizadas en el experimento fue diferente en los 3 tiempos de muestreo: tanto a
las 24 h, 72 h y 10 dias, las chinches de laboratorio seguian en su mayoria infectadas
mientras que las chinches de campo tenian una infeccidn con bacterias intestinales menor

(n=20, test ANOVA y test a posteriori Bonferroni, P<0,001, Fig. 3.6).
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Figura 3.6: Indice de infeccion de adultos de N. viridula utilizados en el experimento durante los 3
tiempos de medicion. Relacién entre el n de intestinos infectados con bacterias cultivables (con recuentos
>10% UFC/mg) y el n total de intestinos disectados, segtin poblacion de origen y tiempo de medicién (n=20,
test ANOVA y Bonferroni, P<0,001).

La actividad de los inhibidores de proteasas a las 24 h fue significativamente
mayor en las semillas picadas por las chinches infectadas de laboratorio (n=6, test
ANOVA vy test a posteriori Bonferroni, P<0,001, Fig. 3.7). Luego de 72 h de iniciado el
ataque de las chinches, la actividad de las defensas quimicas disminuyd, y continu6 siendo
diferente segun la infeccién intestinal de las chinches (n=6, ANOVA vy test a posteriori
Bonferroni, P<0,05, Fig. 3.7). Aunque a los 10 dias no hubo diferencias en la actividad
de los inhibidores de proteasas de las semillas picadas por los dos grupos de insectos, la
interaccion entre el tiempo y la infeccion de las chinches a lo largo de todo el experimento
tuvo un efecto significativo sobre la produccién de las defensas (n=6, test ANOVA, P=

0,0086, Fig. 3.7).
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Figura 3.7: Actividad de los inhibidores de cistein-proteasas (ICisP) en semillas de soja cultivada a
campo picadas por chinches infectadas y no infectadas con bacterias intestinales. Las mediciones se
realizaron en 3 tiempos (24 h, 72 h'y 10 dias) (n=6, test ANOVA, P=0,0086).
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Caracterizacion por metabarcoding de las comunidades bacterianas

asociadas a la interaccion entre la soja y la chinche verde.

Para poder alimentarse de las semillas de soja, N. viridula debe tolerar las defensas
quimicas vegetales y su microbiota intestinal podria estar jugando un rol importante en
esta adaptacion. Como las plantas tienen un importante grado de control sobre los
diferentes microbiomas con las que conviven, tanto en la rizosfera (Sugio et al. 2015)
como en hojas y frutos (Agler et al. 2016), es de esperar que los cambios en esas
comunidades de microorganismos tengan un impacto sobre la relacion insecto-bacteria,
sin embargo, se desconoce cudl es la composicién y el origen de la comunidad bacteriana
intestinal (CBI) de la chinche cuando ataca al cultivo de soja. Con el objetivo de estudiar
la variacion en el tiempo de las comunidades bacterianas de suelo, hojas, semillas e
intestino de chinches cuando pican plantas de soja (Objetivo especifico 1), se realizd un
experimento en condiciones de campo para poner a prueba la hipétesis que durante la
interaccion entre la chinche verde y la planta de soja, las comunidades de bacterias
presentes varian de manera especifica, principalmente entre el intestino del insecto y

aquellas estructuras vegetales de las cuales se alimenta directamente (Hipotesis 1).

En esta tesis, realizamos un estudio taxonémico por metabarcoding para determinar
como estd conformada la comunidad bacteriana intestinal (CBI) de la chinche y si cambia
durante el tiempo de interaccién con el cultivo de soja. La comparamos con las
comunidades del suelo, hojas y semillas picadas por la plaga, a los 10 y 20 dias de
alimentacion de los insectos en soja cultivada a campo, para definir qué tipo de bacterias
tienen en comun con esas comunidades y cual podria ser el origen de estas en el intestino

de la chinche.

En este trabajo detectamos que la comunidad de bacterias del suelo es mucho mas
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diversay muy diferente con respecto a la comunidad de la planta de soja y la de la chinche
(Fig. 1.1), con las cuales no tienen bacterias en comun. Las plantas son miembros de
comunidades complejas, en las que interactian con una gran abundancia de otros
organismos, como insectos y microorganismos (Berendsen et al.., 2012; Stam et al..,
2014). Las respuestas de las plantas al entorno biético o abidtico pueden afectar muchas
de estas interacciones y pueden dar forma a las raices y su microbioma asociado. Algunos
insectos herbivoros alteran las comunidades bacterianas del suelo cuando se alimentan,
con consecuencias sobre el crecimiento y la resistencia posterior de las plantas a la
herbivoria (Howard et al.., 2020; Friman et al.., 2021) o incluso pueden afectar en gran
medida el rendimiento de otros insectos a través de cambios en la quimica de la planta y
en los bacteriomas asociados (Kostenko et al. 2012; Meiners et al. 2017). Sin embargo,
nuestro resultado sugiere que no existen bacterias del suelo que lleguen a la CBI de la
chinche indirectamente a través de la planta de soja, y esto se debe principalmente a que

la chinche se alimenta de las estructuras vegetales aéreas de la planta.

Entre la comunidad de bacterias de la planta de soja y el intestino de la chinche si
existen mas similitudes, ambas comparten algunos géneros de bacterias como Yokenella,
Pantoea y Serratia (Figs. 1.2 y 1.3). Este resultado se explicaria por la interaccion directa
que existe entre la planta y las chinches cuando se alimentan y sugiere que el intercambio
de bacterias se produce efectivamente entre ambas comunidades. Si bien las bacterias
estan presentes en ambos organismos, aln se desconoce en qué direccidén ocurre ese
intercambio: si las chinches incorporan las bacterias presentes en la planta de soja o,
viceversa, si las semillas y hojas se colonizan con las bacterias de la chinche cuando estas
las pican para alimentarse. No existen trabajos previos que caractericen la comunidad
bacteriana intestinal de un insecto y la comparen directamente con el bacterioma de su

alimento preferencial.
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Las comunidades bacterianas intestinales de N. viridula no cambian entre los 10y 20
dias de alimentacion de las chinches (Figs. 1.2 y 1.3), pero si se diferencia su diversidad
de la comunidad de endoéfitos de la soja (Fig. 1.4), a pesar de las bacterias en comun que
poseen. Los géneros bacterianos identificados por metabarcoding en la chinche verde son
principalmente Yokenella, Pantoea y Serratia. Estos coinciden con los identificados en
trabajos anteriores, pero por métodos cultivables (Medina et al. 2018), como asi también
con los aislados en el intestino de otros insectos. Este resultado sugiere que el bacterioma
que se establece en el intestino de la chinche en los primeros dias de iniciado el ataque al
cultivo de soja no es transitorio, sino que perdura durante el tiempo de alimentacion de la

chinche sobre soja.

La especie més frecuente y abundante en el intestino de N. viridula es Yokenella sp.,
emparentada con cepas aisladas de chinches en Brasil (Hirose et al. 2006; Medina et al..,
2018). Este género bacteriano pertenece a la familia Enterobacteriaceae y la Unica
especie es Yokenella regensburgei, un bacilo mévil Gram negativo, descrito como
patdgeno oportunista en vertebrados y habitante del intestino de insectos (Kosako et al.
1984). Se reportan numerosos casos de infecciones por Yokenella en humanos y animales,
vinculados generalmente con afecciones respiratorias (Abbott et al. 1994; Lo et al. 2011,
Stock et al. 2004; Jain et al. 2013; Balamayooran et al. 2022; Artavia-Leon et al. 2017).
Ademas, de los aislamientos obtenidos de muestras clinicas también se la ha identificado
formando parte de la comunidad intestinal de insectos como Spodoptera frugiperda,
Locus migratoria, Eupolyphaga synensis, Apis mellifera, Lutzomyia longipalpis,
Reticulitermis chinensis y Pyrrhocoris apterus (Sahani et al. 2023; Oliveira et al. 2001,
Liu, 2007; Sudakaran et al. 2012; Liu, 2007), pero hasta el momento nunca habia sido

identificada como endoéfita.
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Las bacterias del género Pantoea pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y han
sido encontradas tanto en intestinos de chinches en cultivo de soja (Medina et al. 2018)
como en mosquitos, trips, abejas y otros hemipteros (Douglas, 2015; Walterson et al.
2015). Varias de estas asociaciones han sido descriptas como mutualistas, donde se ha
encontrado que la bacteria vive de manera inter o intracelular (Vorwerk et al. 2007). En
estos casos de mutualismo, la bacteria podria beneficiar al insecto a través de la hidrolisis
de proteinas, eliminacion de compuestos toxicos (Pankaj et al. 2002), antagonismo con
patdgenos, fijacion de nitrdgeno, la nutricion y la digestion (MacCollom et al. 2009).
También fueron aisladas de mdultiples habitats, de muestras de agua, suelo y material
vegetal. Por ejemplo, Pantoea ananatis, que es una bacteria fitopatégena que causa
enfermedades como la pudricion del centro en cebolla y que ha sido aislada en la
superficie de malezas y en cultivos de granos, como la soja (Gitaitis et al. 2002; Zinniel

et al. 2002; Kuklinsky-Sobral et al. 2004).

Las bacterias del género Serratia son bacterias Gram negativas de la familia
Enterobacteriaceae que se clasifican, hasta la fecha, en veintitrés especies descritas
(Abbott et al. 2011; Cho et al.. 2020). Es un grupo extremadamente diverso de bacterias
capaz de ocupar muchos habitats diferentes, como agua, suelo, plantas, vertebrados e
invertebrados, que incluye especies bioldgica y ecoldgicamente diversas, desde aquellas
que son beneficiosas para plantas econOmicamente importantes, hasta especies patdgenas
que son dafiinas a los humanos y los insectos (Grimont y Grimont, 1978). Es sabido que
varias especies del género Serratia son entomopatdgenas, como S. marcescens (Ishii et
al. 2014; Lee et al. 2017) que afecta a insectos de una amplia variedad de érdenes, como
lepidopteros, dipteros, coledpteros y hemipteros (Bidari et al. 2018; Connick et al. 2001,
Lauzon et al. 2003; Cooper et al. 2014). Por lo tanto, estos resultados sugieren que tanto

la presencia de Serratia como de Yokenella en el intestino de la chinche cuando se



75

alimenta de soja seria perjudicial, porque se trata de bacterias patdégenas que afectan al

insecto en su crecimiento o supervivencia.

Las bacterias que identificamos en las plantas de soja, tanto en hojas como en
semillas, durante el tiempo de interaccion con la plaga, fueron Yokenella, Pantoea,
Serratia, Neoasaia, Pseudomonas y Lactobacillus (Figs. 1.2 y 1.3). Estos resultados no
guardan mucha relacién con estudios que describieron a los enddéfitos de la soja, porque
las investigaciones se han centrado en mayor medida en bacterias de tallos, hojas, raices
y nodulos principalmente, debido a la importancia econdmica que tienen los patégenos
vegetales en esos drganos de la planta, o en las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (Hung et al. 2007; Kuklinsky-Sobral et al. 2005; Ayilara et al. 2022). Ademas, la
mayoria de estos estudios han caracterizado la comunidad de bacterias de la soja por
métodos tradicionales de cultivo de microorganismos; sin embargo, los resultados de mi
trabajo coinciden con aquellos que identificaron también a Pseudomonas spp. y Pantoea

spp. en diferentes érganos de la planta (Zinniel et al. 2002; Kuklinsky-Sobral et al. 2004).

La diversidad de la comunidad de endofitos de las plantas picadas por chinches no
fue diferente a la de las plantas control, pero si se observaron cambios en la diversidad de
endofitos durante el tiempo de andlisis, a los 10 y 20 dias (Figs. 1.2, 1.3 y 1.4). Este
resultado sugiere que entre los cambios fisioldgicos que sufre la planta de soja durante su
etapa de madurez, coincidente con el momento de mayor ataque de la plaga, también se
modifica la comunidad de bacterias endofitas de la planta. Una de las bacterias que
cambié su abundancia en el tiempo y estuvo mayormente presente a los 20 dias en las
plantas de soja es Neoasaia. Este es un género bacteriano poco descripto en la literatura,
que se ubica dentro de la familia Acetobacteraceae, con una Unica especie reportada,

Neoasaia chiangmaiensis. Esta fue aislada de una planta ornamental en Tailandia y
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caracterizada como bacteria del acido acético (Yukphan et al. 2005; Yukphan et al. 2006).
Otro estudio mas reciente, identifico a esta bacteria como endéfito de banano y destacd
sus propiedades de promotora del crecimiento vegetal en un experimento de inoculacion

con maiz (Patil y Shinde, 2014).

Los resultados de esta seccion sugieren que existe una relacion estrecha entre la
comunidad de bacterias de la chinche y la planta de soja, sobre todo con las semillas, que
es de donde se alimenta directamente. En ambos grupos, si bien se observaron bacterias
en comun, las variaciones en sus abundancias relativas explican las diferencias de
diversidad entre las dos comunidades, la endofitica de soja y la intestinal de N. viridula.
Ademas, es importante destacar que Yokenella es la principal bacteria de la comunidad
intestinal de la chinche verde y también esta presente en la planta de soja, lo que sugiere
que existe algun tipo de transferencia horizontal entre el insecto y la planta, aunque se
desconoce aun donde se ubica originalmente esta bacteria y en qué direccién se produce

luego la infeccion.

Hasta el momento, ningln estudio previo habia caracterizado la comunidad bacteriana
intestinal de N. viridula por métodos independientes de cultivo, como es la secuenciacion
parcial del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S. Tampoco se habian comparado

antes las microbiotas de la chinche con el de su principal alimento, la planta de soja.
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Evaluacion de la diversidad del bacterioma intestinal de Nezara viridula

segun la dieta a campo y en condiciones controladas.

La chinche verde es polifitofaga, se alimenta de mas de cien especies diferentes de
plantas, entre las cuales figura la soja como alimento preferencial (hospedero primario)
(Todd y Herzog, 1980; Panizzi y Slansky, 1991; Panizzi, 2000; Panizzi et al. 2000). Dado
que la chinche en la regién pampeana desarrolla varias generaciones cada afio, éstas
requieren de otras especies vegetales como alimento antes de colonizar los cultivos de
soja (Antonino et al. 1996), y la gran diversidad de microorganismos de todas esas plantas
podrian estar formando parte de su CBI. Sin embargo, aln se desconoce si la dieta tiene
algin efecto sobre la diversidad de la CBI del insecto, que le permita a la chinche
adaptarse a las diferentes condiciones a lo largo del afio. Con el objetivo de identificar la
composicion de la CBI de N. viridula segun la dieta (soja u hospederos secundarios)
(Objetivo especifico 2), en una primera instancia se realizaron colectas de adultos de
chinches durante dos afios y por diferentes sitios de la region sojera, para poner a prueba
la hipdtesis de que el peso, el indice de infeccion y la diversidad de la CBI de la chinche
verde presenta variaciones segun la dieta del insecto que dependen de la presencia del

cultivo de soja en cada estacion del afio (Hipotesis 2).

Las diferentes plantas hospederas sobre las cuales fueron encontrados y
recolectados los insectos a lo largo del afio son vicia, alfalfa, soja, maiz, yuyo colorado,
trigo y eucalipto (Figura 2.1). Estos resultados coinciden con estudios anteriores, que
reportaron a la plaga presente en cultivos de maiz y trigo (Medina et al. 2018), como asi
también sobre vicia, alfalfa y yuyo colorado durante la primavera e inicios del verano
(Antonino et al. 1996; Rizzo et al. 1976). A su vez, varias investigaciones destacan la

preferencia de la chinche verde por la soja (Todd y Herzog, 1980; Panizzi y Slansky,
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1991, Panizzi, 2000; Panizzi et al. 2000), pero en ausencia de este cultivo y cuando las
temperaturas bajan, los insectos buscan refugio para entrar en su periodo de diapausa
invernal bajo la corteza de arboles de eucalipto (Medina et al. 2018; Mareggiani y
Pelicano, 2013). Al igual que en estos trabajos anteriores, los resultados de esta tesis
muestran la relacion entre los hospederos alternativos de N. viridula y la dindmica de la

plaga a través del afio.

Luego observamos que los indices de infeccion con bacterias intestinales son
diferentes segun el hospedero sobre el cual fueron colectadas las chinches (Figura 2.2),
teniendo una mayor infeccion aquellas chinches colectadas en lotes de soja y una
infeccion mucho menor las colectadas en hospederos secundarios, como maiz y yuyo
colorado. Similares resultados fueron demostrados en estudios que identificaron la
microbiota de la chinche pero por métodos tradicionales de cultivo: cuando las chinches
se encontraron en soja y eucalipto (diapausa), se identifico un grupo de bacterias muy
abundantes y poco diversas (microbiota no transitoria, principalmente Yokenella sp. y
Enterococcus sp.), mientras que cuando las chinches se alimentaban de hospederos
secundarios se identificd un grupo de bacterias de abundancia baja y alta diversidad
(microbiota transitoria, Bacillus y Micrococcus) (Medina et al. 2018). Esto indica que las
chinches se infectan mucho mas con bacterias intestinales cuando se alimentan del cultivo
de soja y luego, al entrar en diapausa, mantienen esas bacterias, mientras que, en épocas
de ausencia del cultivo, al alimentarse de otros hospederos, las bacterias que colonizan su

intestino disminuyen en abundancia, pero son mas diversas.

En cuanto al peso corporal y la dieta de N. viridula, descubrimos que las chinches
que tienen el menor peso promedio, provenientes de lotes de trigo, alfalfa y vicia, son

aquellas colectadas en primavera, época de ausencia del cultivo de soja, y que
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corresponden a las primeras generaciones en alcanzar la adultez luego de la generacién
de adultos que sale de la diapausa invernal (Figs. 2.3ay 2.3b). Esto coincide con estudios
previos que sostienen que tanto vicia como alfalfa no son hospederas adecuadas para la
alimentacion, pero si para la reproduccion y oviposicion, ya que reunen cualidades
necesarias para asegurar la supervivencia de los estados inmaduros, permitiendo el
incremento de la poblacion, la cual luego se dispersa hacia el cultivo de soja (Antonino
et al. 1996). Por otro lado, las chinches colectadas en verano/otofio, en lotes de soja y
maiz o yuyo colorado, tienen un mayor peso promedio (Figs. 2.3a'y 2.3b). Estas chinches
mas pesadas son la tercera o cuarta generacion anual, las cuales ya disponen del cultivo
de soja para alimentarse. Varios trabajos coinciden con que el crecimiento poblacional de
la plaga estd en sincronia con el desarrollo reproductivo del cultivo de soja, desde
floracion en adelante (Todd, 1989; Gamundi et al. 1996; Gamundi et al. 2003), y otros
estudios demostraron que tanto el peso corporal en emergencia de adultos como la
ganancia de peso de N. viridula fue mayor en plantas de soja, siendo esta fuente de
alimento la mejor dieta por su calidad nutricional superior (Possebom et al. 2020). Por lo
tanto, los resultados de esta tesis destacan la importancia de la soja como dieta
preferencial para el desarrollo de la chinche, pero también que los hospederos alternativos
contemporaneos al cultivo tendrian un rol importante en la dindmica poblacional de la
plaga. En nuestras recorridas a campo nos resulté interesante ver en varias oportunidades
que las chinches estaban alimentandose de plantas de maiz o yuyo colorado, teniendo
disponible al cultivo de soja en el mismo momento y lugar. A partir de las diferencias en
el indice de infeccion que detectamos en estos hospederos, se decidid entonces realizar el

estudio por metabarcoding de las CBI de las chinches de esas colectas.

Los resultados del andlisis taxondmico de la CBI de las chinches colectadas de

campo indicaron que la diversidad del bacterioma de las chinches en soja era menor y
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diferente a la de maiz y yuyo colorado (Fig. 2.4 y 2.7). Esto se explica si analizamos la
riqueza especifica y equitatividad de la composicion de las comunidades: Yokenella y
Pantoea predominan sobre otras bacterias como Serratia, Neoasaia 0 Acinetobacter en
las chinches de lotes de soja, mientras que las CBI de chinches de yuyo colorado y maiz
tienen mayor riqueza especifica (estan compuestas ademas por Gilliamella, Lactobacillus
y Firmicutes) y la abundancia de estas bacterias es mucho més equitativa dentro de la
comunidad (Figs. 2.5). Cabe destacar también que Yokenella alcanza la mayor abundancia
relativa en soja, mientras que Neoasaia y Gilliamella son mas abundantes en los
hospederos alternativos (Fig. 2.6). Estos resultados son muy similares a los obtenidos en
el primer experimento de esta tesis, donde Yokenella, Pantoea y Serratia también fueron
identificadas en las chinches de laboratorio que se alimentaron de soja, pero con
diferentes abundancias relativas. En cambio, el género Neoasaia no habia sido
identificado antes en el intestino de las chinches, pero si como endofito de las plantas de
soja en este trabajo y de otras especies vegetales en estudios previos (Yukphan et al. 2005;
Yukphan et al. 2006; Patil y Shinde, 2014). Estos resultados coinciden con otros hallazgos
que revelan que los habitats ambientales y las dietas contribuyeron sinérgicamente a la
diversidad de la comunidad bacteriana intestinal de las chinches (Li et al. 2022). Todo
esto sugiere que las condiciones ambientales naturales alteran la relacion entre las
chinches con su CBI, permitiéndoles incorporar otras bacterias que provienen

posiblemente de los diferentes hospederos de los cuales se alimentan.

Uno de los principales descubrimientos de este trabajo es la identificacion del
género Neoasaia en la CBI de todas las chinches colectadas a campo, tanto las de soja
como las de maiz y yuyo colorado, pero siendo mucho mas abundante en los hospederos
secundarios (Fig. 2.6). A pesar de que aun Neoasaia no ha sido reportado en insectos,

existen estudios que describen otros géneros emparentados (pertenecientes a la misma
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familia de Acetobacteraceas) como simbiontes intestinales de abejas, mariposas y moscas
de la fruta (Siozios et al. 2019; Servin-Garciduefias et al. 2014; Kim et al. 2012; Roh et
al. 2008). Estos trabajos resaltan la importancia de la colonizacion del intestino con estas
bacterias del acido acético para antagonizar el dominio de bacterias potencialmente
patdgenas, lo que contribuye a la homeostasis intestinal y la aptitud del hospedador (Ryu
et al. 2008; Crotti et al. 2010). Esto indicaria que Neoasaia en el intestino de la chinche
verde podria favorecer a la comunidad de bacterias, cumpliendo una funcién benéfica

para el insecto.

Gilliamella esta presente en la CBI de las chinches recolectadas sobre ambos
hospederos secundarios (Fig. 2.6). Este género pertenece a la familia Orbaceae (orden
Orbales, clase Gammaproteobacteria) y esta integrado por varias especies ampliamente
estudiadas porque forman parte de la comunidad intestinal de insectos sociales como las
abejas meliferas (Apis spp.) y abejorros (Bombus spp.) (Dong et al. 2020; Praet et al.
2017; Kwong y Moran, 2013; Engel et al. 2012; Engel et al. 2016). La especie tipo del
género es Gilliamella apicola, que tiene un rol importante en la modulacién de la
nutricion en el intestino de la abeja, ya que descomponen la dieta rica en carbohidratos e
incluso algunas cepas pueden metabolizar varios azucares toxicos para el insecto,
teniendo efectos finales en la salud del hospedador (Kwong y Moran, 2013; Zheng et al.
2016). También fueron reportados otros miembros del género Gilliamella en flores y
durante el proceso de fermentacion del vino (McFrederick et al. 2017; Godéalova et al.
2016), lo que sugiere que pueden transmitirse horizontalmente entre insectos y plantas.
No existen trabajos previos que hayan identificado a Gilliamela dentro de la CBI de otros
insectos distintos a las abejas y abejorros, sin embargo, los resultados de esta tesis
sugieren que la mayor abundancia de este género en el intestino de la chinche verde podria

deberse a un rol benéfico que esta cumpliendo esta bacteria en la contribucion a la
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nutricion de la chinche, por el mayor contenido de azlcares cuando se alimenta de maiz
0 yuyo colorado.

Previamente a estos resultados, ningln estudio habia realizado un analisis
taxondmico por metabarcoding de la diversidad de la CBI de la chinche verde segin la
dieta a campo y su relacion con la infeccion y el peso de los insectos.

En una segunda instancia de trabajo y con el mismo objetivo de identificar la
composicion de la CBI de N. viridula segun la dieta (Objetivo especifico 2), se pusieron
a prueba los primeros resultados obtenidos de las colectas de campo, realizando un
experimento de alimentacion controlada de las chinches sobre 4 dietas: soja, maiz, yuyo
colorado y choice (libre eleccion de los 3 hospederos), en condiciones naturales. Se partio
de una misma poblacién inicial de insectos y se analizaron los cambios en la diversidad
de la CBI luego de 10 dias de alimentacion sobre las diferentes opciones de dieta.

Los resultados del estudio taxondmico por metabarcoding de este experimento
confirmaron lo observado a campo: cuando las chinches solo se alimentan de soja, su CBI
es menos diversa que cuando se alimentan de otras dietas (Fig. 2.8). En el intestino de
esas chinches abunda mayormente el género Yokenella, mientras que Pantoea es mucho
menor. A su vez, la abundancia de ambas bacterias cambia notablemente con respecto al
bacterioma de las chinches del inicio del experimento (Fig. 2.9), lo que demuestra que la
alimentacion con soja modifica la diversidad de la CBI de N. viridula, mientras que las
demas dietas testeadas no generan cambios considerables sobre la diversidad (Fig 2.10).
Estos resultados coinciden ademas con los obtenidos en el primer experimento de esta
tesis, donde demostramos la presencia del género Yokenella en las plantas de soja, lo que
sugiere gque la chinche se infecta con esta bacteria de la planta al alimentarse directamente
de las semillas.

A diferencia de las CBI de las chinches de campo, en el experimento de
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alimentacion controlada, no fue identificado el género Gilliamella, mientras que
Neoasaia y Serratia si estuvieron presentes, pero con abundancias relativas mucho
menores. Similares resultados obtenidos en larvas de lepidopteros sugieren que las
poblaciones de bacterias presentes en el intestino no son simplemente una comunidad
transitoria que pasa por el sistema, sino que son un componente dindmico del intestino de
la oruga. La sensibilidad de las poblaciones bacterianas al tipo de dieta suministrada
sugiere que no todas las dietas son Utiles para estudiar la variacion de la estructura de la
comunidad e interpretar las interacciones entre insectos y microorganismos (Mason et al.
2020). Los resultados de esta tesis sugieren que a pesar de haber recolectado a los insectos
de campo alimentandose de las plantas hospederas, pueden haber estado consumiendo
otras especies vegetales momentos antes de la captura, lo que implica que existe un gran
dinamismo y sensibilidad en la comunidad bacteriana intestinal de la chinche verde como

respuesta a la dieta.

Los resultados de esta seccion indican que la dieta tiene un efecto marcado sobre
la CBI de N. viridula y que cuando la chinche se alimenta de soja esa comunidad es
dominada por Yokenella. No existian al momento trabajos cientificos que hayan
caracterizado por metabarcoding la CBI de la chinche verde y estudiado su relacién frente

a cambios en la dieta del insecto en condiciones experimentales naturales.
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Analisis de la interaccion entre las defensas quimicas de la soja con la

infeccion bacteriana intestinal de la chinche verde.

La principal actividad proteolitica en el intestino de la chinche verde proviene de las
proteasas de cisteina, la cual es inhibida totalmente cuando se alimenta de las semillas de
soja por los IP de cisteina (Sardoy et al. 2021; Giacometti et al. 2016; Zavala et al. 2008).
A pesar de esta importante respuesta defensiva de la planta, la chinche continla
alimentandose de las semillas de soja y su CBI podria estar modulando esta adaptacion,
al igual que ocurre con otros insectos (Cloutier et al. 2000; Chu et al. 2013). Por lo tanto,
en este trabajo primero se caracterizé la CBI de la chinche y luego se puso a prueba si
existe alguna relacion con las defensas quimicas vegetales, en condiciones naturales del
cultivo. Con el objetivo de cuantificar la actividad de los IP de cisteina en semillas de soja
frente al ataque de chinches con diferentes microbiotas intestinales (Objetivo Especifico
3), se caracterizd por metabarcoding el bacterioma intestinal de dos poblaciones de
insectos: campo y laboratorio, para probar la hipdtesis de que la comunidad bacteriana
intestinal de la chinche verde en condiciones naturales (a campo) es diferente a la de las
chinches de cautiverio (cria de laboratorio), mejorando su tolerancia a las defensas
quimicas de la soja contra el ataque de insectos y/o reduciendo esos compuestos

defensivos de la planta (Hipotesis 3).

Los resultados de esta tesis demostraron que las chinches de laboratorio tienen un alto
indice de infeccion con bacterias cultivables (Fig. 3.1) y una baja diversidad de su
comunidad intestinal, en donde predomina el género Yokenella (Fig. 3.2). En cambio, la
poblacion de chinches de campo presentaba una baja infeccion (Fig. 3.1) y un bacterioma
con una abundancia de Yokenella mucho menor en comparacion con el de las chinches

de laboratorio (Fig. 3.2), revelando claras diferencias en la diversidad de sus comunidades
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intestinales (Fig. 3.3), tal como se planted en la Hipdtesis 3. Estos resultados coinciden
con estudios previos que sugieren que las condiciones de cria en laboratorio para estudiar
las interacciones planta-insecto-bacteria pueden estar muy alejadas de la realidad y alterar
las interacciones simbioticas entre insectos y bacterias (Valzania et al. 2018; Cohen,
2018; Pérez-Cobas et al. 2015). Si bien nuevos estudios han sugerido que algunas especies
de insectos pueden no tener bacterias intestinales en su ambiente natural (Hammer et al.
2019), los resultados de esta tesis coinciden con otras investigaciones que comprobaron
que, en condiciones de campo, los adultos de N. viridula tienen una microbiota intestinal
poco diversa comparada con la de otros insectos, pero mas diversa que las chinches de
laboratorio, y mas del 60% de los individuos carecen de bacterias cultivables por encima
de 10® UFC/mg de intestino (Medina et al. 2018). Pero hasta el momento, ningln estudio
previo habia caracterizado y comparado por metabarcoding a la comunidad bacteriana
intestinal de N. viridula entre poblaciones criadas en laboratorio o en condiciones

naturales.

Se analiz6 el peso inicial y final de las chinches de ambas poblaciones luego de
alimentarse de un cultivo de soja durante 10 dias. El peso de las chinches de campo, tanto
machos como hembras, no mostrd diferencias entre ambos tiempos, en cambio, las
hembras de la poblacién de laboratorio fueron més pesadas al final del experimento,
sugiriendo algun tipo de interaccidn entre la ganancia de peso y la infeccion con bacterias
intestinales (Figs. 3.4ay 3.4b). Por otro lado, los resultados del analisis de supervivencia
de ambas poblaciones de chinches no reflejaron diferencias estadisticas, pero el
porcentaje de adultos que sobrevivieron a los 10 dias del experimento claramente fue
mayor en la poblacion de campo, es decir, sobrevivieron mas las chinches con menor
infeccion con bacterias intestinales (Fig. 3.5), lo cual podria estar relacionado con una

mejor tolerancia a las defensas quimicas de la soja, como lo postulado en la Hipdtesis 3.
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Este ultimo resultado se contradice en parte con lo observado en estudios con ninfas
infectadas con Yokenella sp. que se alimentaron de soja a campo, las cuales tuvieron una
mortalidad mas baja que las criadas en el laboratorio (Medina et al. 2022), lo que sugiere
que Yokenella sp. es més agresiva para el estadio adulto que para las ninfas de N. viridula
en condiciones naturales. Ademas, la diferencia en la mortalidad de ambas poblaciones
podria estar relacionada con el impacto que puede generar el cambio de ambiente en las
chinches, al trasladarlas de las cAmaras de cria al campo. La modificacion del ambiente
genera en las chinches elevados niveles de estrés que impactan directamente en su

capacidad de supervivencia (Todd et al. 1989).

El resultado mas relevante de este trabajo de investigacion es el descubrimiento de la
induccion diferencial en la actividad de los principales IP de la soja frente a la infeccion
bacteriana intestinal de la chinche, que responde especificamente al Objetivo 3 y al
Objetivo General de la tesis de determinar la funcion del bacterioma intestinal de la
chinche verde en la modulacion de las defensas quimicas de la soja. Comprobamos que
la actividad de los IP de cisteina de las semillas picadas por las chinches de laboratorio
(maés infectadas con Yokenella) fue significativamente mayor a la de las semillas picadas
por las chinches de campo, tanto a las 24 como a las 72 h de iniciado el ataque (Fig. 3.7),
tal como se plante6 en la Hipotesis 3. Este resultado guarda relacién con el estudio que
demostro que la infeccion con Yokenella sp. tiene un impacto negativo sobre la chinche
verde, ya que disminuye la actividad de las proteasas de cisteina en su intestino,
perjudicando el desarrollo del insecto (Medina et al. 2022). Es decir, la infeccién con
bacterias intestinales no solo reduce la actividad proteolitica del intestino de la chinche,
sino que también aumenta los compuestos defensivos de la planta, y esta combinacion
produciria un efecto totalmente perjudicial para la plaga. Estos resultados sugieren que

las defensas quimicas mas importantes de las semillas de soja en desarrollo, en los
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primeros dias de iniciado el ataque del insecto, son inducidas diferencialmente segun el
nivel de infeccion con bacterias intestinales que tengan las chinches, pero ain se
desconoce como es el mecanismo asociado a esta interaccion entre la bacteria y la planta.
En este sentido, podria hipotetizarse que Yokenella es una “aliada de la soja” en la defensa
contra el ataque de la chinche, ya sea por un efecto sinérgico entre ambas variables
(inhibidores de proteasas + infeccidn bacteriana) o un efecto independiente de cada una,
que terminan afectando al insecto. No existen estudios previos hasta el momento que
describan la funcion biolégica de Yokenella y su interaccién directa con las defensas

quimicas de la planta de soja ante el ataque de la chinche verde en un entorno natural.
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Contexto general y principales hallazgos de la tesis

Este trabajo de tesis tenia como principal objetivo determinar la funcion del
bacterioma intestinal de la chinche verde en la modulacion (positiva o negativa) de las
defensas quimicas de la soja frente al ataque de este insecto, estudiando la interaccion
multiple planta-chinche-bacteria para conocer el origen y las variaciones del bacterioma
intestinal en el tiempo y bajo diferentes dietas del insecto. Para alcanzar ese objetivo
general se organizo la investigacion en experimentos a campo y en condiciones
controladas, cada uno de ellos en respuesta a objetivos especificos e hipdtesis
correspondientes.

En primer lugar, se realizd un estudio taxonémico basado en el anélisis de amplicones
del gen que codifica para el 16S rRNA (metabarcoding) para determinar como esta
conformada la comunidad bacteriana intestinal (CBI) de la chinche verde y si cambia
durante el tiempo de interaccion con el cultivo de soja. Ademas, comparamos esta CBI
con las comunidades de bacterias del suelo, hojas y semillas de soja cultivada a campo,
para definir qué tipo de bacterias tienen en comin esas comunidades y cual podria ser el
origen de estas en el intestino de la chinche. Este fue especificamente el objetivo de los
primeros experimentos para la Caracterizaciéon por metabarcoding de las comunidades
bacterianas asociadas a la interaccion entre la soja y la chinche verde. Descubrimos que
el principal género bacteriano de la comunidad intestinal de la chinche verde cuando se
alimenta de soja es Yokenella y que esta bacteria se encuentra ademas en la planta, tanto
en las hojas como en las semillas en desarrollo. Esto nos sugiere que existe una
interaccion directa entre las chinches con su principal alimento, que implicaria un
intercambio efectivo de bacterias entre las comunidades de ambos organismos
(transferencia horizontal).

En una segunda etapa, para la Evaluacion de la diversidad del bacterioma intestinal
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de N. viridula segun la dieta, identificamos la composicién de la CBI de la chinche
cuando se alimenta de otros hospederos alternativos a la soja, a través de colectas de
insectos de campo a lo largo del afio y luego en un experimento de alimentacion
controlada, para determinar si existian variaciones en la diversidad de la CBI de la chinche
que dependan de la presencia del cultivo de soja. Los principales hallazgos fueron que la
diversidad del bacterioma intestinal de la chinche cambia segun la dieta del insecto a
campo Y que la abundancia de Yokenella en el intestino es muy alta cuando la chinche se
alimenta Gnicamente de soja, en comparacion con maiz o yuyo colorado, donde ademas
se identificaron otras bacterias abundantes, como Neoasaia y Gilliamella, que estarian
cumpliendo un rol importante en la CBI de la chinche. Toda esta informacion nos indica
que las condiciones ambientales naturales alteran la relacion entre los insectos con su
CBI, permitiéndoles incorporar otras bacterias de los diferentes hospederos de los cuales
se alimentan.

Por altimo, ya habiendo definido a la comunidad intestinal de N. viridula y sus
variaciones, e identificado a Yokenella como la bacteria mas abundante cuando las
chinches se alimentan de soja, realizamos un Analisis de la interaccion entre las defensas
quimicas de la soja con la infeccién bacteriana intestinal de la chinche, para comprobar
si existia una modulacion por parte de las chinches infectadas con Yokenella sobre la
actividad de los inhibidores de cistein-proteasas de las semillas. En los experimentos de
este tercer objetivo especifico pudimos demostrar que las defensas quimicas mas
importantes de las semillas de soja, los inhibidores de cistein-proteasas, se inducen
mayormente cuando las chinches estan infectadas con bacterias intestinales como
Yokenella. Esto es sumamente importante porque nos demuestra que la infeccién
bacteriana intestinal aumenta los compuestos defensivos de la planta contra las

principales enzimas digestivas de proteinas del intestino de las chinches, y esta



91

combinacidén produciria un efecto totalmente perjudicial para la plaga.

Contraste de hipdtesis

La Hipdtesis 1y sus predicciones, derivadas del primer Objetivo Especifico, no
son rechazadas en forma completa. Los resultados obtenidos comprueban que las
comunidades de bacterias asociadas a la interaccion chinche-soja presentan similitudes,
principalmente la CBI con el bacterioma de las semillas en desarrollo, ya que comparten
la mayoria de las bacterias (Figs. 1.2 y 1.3). Sin embargo, la diversidad de la CBI de la
chinche verde no cambia notablemente durante el tiempo de interaccién con el cultivo de
soja, pero si lo hace la comunidad de endofitos de la planta ante el ataque del insecto (Fig.
1.4). Por lo tanto, los bacteriomas asociados a la interaccion soja-chinche verde tienen
similares diversidades y los géneros bacterianos mas abundantes de la CBI de la chinche
estan presentes también en las semillas de las que se alimentan.

Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos correspondientes al
segundo objetivo especifico, no se rechazan la Hip6tesis 2 y sus predicciones.
Comprobamos que tanto el peso corporal e indice de infeccion como la composicion de
la CBI de la chinche verde presenta variaciones segun la dieta del insecto, asociadas al
cultivo de soja. Las chinches de lotes de soja tienen un mayor indice de infeccion y peso
que las chinches colectadas en otros hospederos (Figs. 2.2, 2.3a 'y 2.3b), y poseen una
menor diversidad de su CBI (Figs. 2.4 y 2.5), principalmente debido a que abunda el
género Yokenella dentro de ella. Si bien pudo comprobarse que esta bacteria aumenta su
abundancia cuando las chinches se alimentan solo de soja (Figs. 2.6 y 2.9), y es sabido
que Yokenella es perjudicial para el desarrollo del insecto, no pudimos demostrar las
predicciones que relacionaban a esta bacteria con la mortandad de los insectos segun la

dieta.
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Por ultimo, los resultados de los experimentos del tercer objetivo especifico no
permiten rechazar en forma completa la Hipotesis 3 y sus predicciones. Por un lado, se
comprob6 que la CBI de las chinches de campo es diferente a la de las chinches de
cautiverio (Fig. 3.3), y también que esas diferencias en la infeccion bacteriana intestinal
modulan los compuestos defensivos de la planta contra el ataque del insecto.
Demostramos que las chinches de cautiverio tienen un mayor indice de infeccion y
abundancia de bacterias perjudiciales como Yokenella en su CBI (Figs. 3.1, 3.2) y que la
actividad de los inhibidores de cistein-proteasas de las semillas de soja picadas por estas
chinches mas infectadas aumenta diferencialmente con respecto a las picadas por

chinches sin infeccion con bacterias intestinales, como las de campo (Fig. 3.6 y 3.7).

Discusion general

Este trabajo es la primera caracterizacion de la comunidad intestinal de N. viridula
mediante metabarcoding. Los estudios que se habian realizado hasta este momento fueron
utilizando técnicas de microbiologia tradicional, aislando aquellas bacterias cultivables,
o centrandose en comprender el rol del endosimbionte que habita en la parte posterior del
intestino de la chinche verde. Sin embargo, en esta tesis pudimos identificar cuéles
bacterias predominan en la comunidad intestinal, cual seria su origen en la interaccion
chinche-soja, como cambia la diversidad del bacterioma cuando la chinche se alimenta
de diferentes dietas e incluso relacionar la composicion del bacterioma e infeccion
intestinal de las chinches con las defensas quimicas de la planta de soja, cumpliendo con
el objetivo general de este trabajo de investigacion.

Demostramos que existe una relacion directa entre la comunidad de bacterias de
la planta y la de la chinche, ya que ambas comparten ciertas bacterias, como Yokenella,

Pantoea y Serratia. Esto resulta evidente por la interaccion que ocurre entre la soja 'y la
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chinche cuando esta se alimenta de ella, pero a su vez es desconocido ain en qué direccién
sucede ese movimiento de las bacterias entre la planta y el insecto. El estudio de la
microbiologia es de suma importancia para comprender los agroecosistemas a diferentes
niveles. Cada vez se reconocen mas actividades funcionales del intestino de los insectos
en las que hay microorganismos involucrados. Estos son un componente mas de procesos
complejos y forman parte de la historia evolutiva de los insectos, pero solo en los ultimos
afios han recibido una atencion creciente. Una mayor comprension de la variacion entre
los huéspedes de insectos podria potencialmente revelar informacion sobre las causas
proximas y Gltimas de estas asociaciones. Ademas, comprender ampliamente la dindmica
de las relaciones entre los insectos y su microbiota puede ayudar en los esfuerzos de
biocontrol de las plagas, que es un foco de estudio de gran parte de la microbiologia
intestinal de los insectos (Broderick et al. 2004; Vasanthakumar et al. 2006; Lundgren et
al. 2007; Geib et al. 2009).

Otra contribucion de este trabajo es la comprobacion de que la comunidad de bacterias
intestinales de la chinche se adapta a los contenidos nutricionales o anti nutricionales del
alimento, variando la diversidad del bacterioma, como cuando aumenta la abundancia de
Neoasaia o Gilliamella en la CBI de la chinche al alimentarse de maiz o yuyo colorado.
Es muy poco lo que se conoce con respecto al papel que las hospederas alternativas juegan
en la dinamica de N. viridula. El conocimiento de la secuencia de plantas hospederas,
antes de llegar al cultivo de interés, puede permitir el desarrollo de estrategias alternativas
de manejo reduciendo el uso generalizado de productos quimicos aplicados directamente
sobre el cultivo (Underhill, 1934; Woodside, 1947; Russell, 1952; Jones & Sullivan,
1982). Indudablemente el sincronismo entre el ciclo del insecto y la sucesion estacional
de las plantas hospederas es un aspecto importante en la dindmica poblacional de la

chinche, y su conocimiento permitira el desarrollo adecuado de estrategias de manejo. Es
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necesario en consecuencia profundizar los estudios relacionados con las interacciones
cultivo-maleza-fitéfago (Antonino et al. 1996). Estos estudios se hacen méas evidentes a
partir de los resultados de esta tesis, donde descubrimos que se producen cambios en la
diversidad de la CBI de la chinche cuando se alimenta de otras malezas o cultivos a
campo.

El mecanismo de eliminacion de bacterias en condiciones de campo podria estar
asociado no sélo al sistema inmunitario del insecto, sino también al comportamiento
alimentario y/o a moléculas antimicrobianas ingeridas con la dieta (Shikano, 2017;
Abbott, 2014; de Roode y Hunter, 2018). Por lo tanto, es de esperar que la alternancia de
alimentacion de la chinche entre los bordes enmalezados o lotes vecinos y los lotes de
soja podria estar vinculada a los cambios en la diversidad del bacterioma intestinal, como
el aumento en la abundancia de Yokenella que resulta perjudicial para el insecto. La
alternancia de hospederos le permitiria a este insecto regular la diversidad bacteriana
intestinal en condiciones naturales para lograr la homeostasis intestinal.

Por ultimo, cabe destacar que la infeccion con bacterias intestinales como Yokenella
no solo reduce la actividad proteolitica del intestino de la chinche, sino que también
aumenta los principales compuestos defensivos de la planta, y esta combinacion
produciria un efecto totalmente perjudicial para la plaga. Las defensas quimicas mas
importantes de las semillas de soja en desarrollo son inducidas diferencialmente segun el
nivel de infeccién con bacterias intestinales que tengan las chinches, pero ain se
desconoce cdmo es el mecanismo asociado a esta interaccién entre la bacteria y la planta.
A partir de todos estos resultados, se plantea la hipdtesis que N. viridula utiliza el
mecanismo de cambio de hospederos de alimentacion tanto para evadir las consecuencias
negativas que le genera la infeccién con Yokenella, que ocurre cuando la chinche se

alimenta so6lo de soja, como también para evitar las defensas quimicas de este cultivo, que
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aumentan cuando las chinches estan infectadas con bacterias intestinales como Yokenella.
Una mejor comprension de las interacciones reciprocas entre las plantas y los
microorganismos intestinales de insectos herbivoros proporcionara informacién sobre
nuevos mecanismos por los cuales los insectos pueden eludir las defensas de las plantas
y los mecanismos mas amplios por los cuales los microbiomas de los insectos median en

las interacciones ecoldgicas (Mason et al. 2020).

Perspectivas a futuro e investigaciones derivadas de esta tesis:

Si bien los resultados de esta tesis representan un gran avance en la comprension de
la interaccidon soja-chinche-bacteria y aportan conocimientos originales al tema de
estudio, también surgen nuevos interrogantes, por ejemplo: ¢Yokenella es una aliada de
la soja en la defensa contra el ataque de la chinche verde? ¢se complementa con las
defensas quimicas de la planta para repeler al insecto?, ; Yokenella habita en la planta de
soja y se transmite desde las semillas a las chinches cuando se alimenten de ella para
infectarlas y perjudicarlas? ;O es la chinche quien la transmite a la planta y con qué
objetivo? ¢La chinche verde utiliza a los hospederos alternativos a la soja para modificar
su CBI y asi detoxificarse de Yokenella e infectarse de otras bacterias mas beneficiosas
para su homedstasis intestinal?

Para responder a algunas de estas preguntas, se postulan a continuacién los aspectos
en los que habria que enfocar futuras investigaciones:

- Determinar el mecanismo de induccién diferencial de los inhibidores de cistein-
proteasas en semillas de soja picadas por chinches infectadas con Yokenella,
mediante tratamientos con saliva de chinche, dafio mecanico e infeccion con
bacterias directamente en las semillas.

- Estudiar por metabarcoding el bacterioma intestinal de Nezara viridula cuando
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alterna su alimentacion entre hospederos (switching host): malezas de los bordes,
soja del centro del lote y cultivos vecinos, y estudiar su efecto sobre el fitness del
insecto.

- Comparar las diferentes cepas aisladas de intestinos de chinches y de plantas de
soja (por fingerprinting) y estudiar el movimiento de las bacterias entre el insecto
y la planta durante su interaccién, mediante técnicas de microscopia de
fluorescencia con bacterias a las que se les haya incorporado, por ejemplo, el gen
que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP).

- Medir la actividad de isoflavonoides en vainas o semillas de soja frente al ataque

de chinches con diferencias en sus bacteriomas intestinales.

Consideraciones finales

Continuar investigando la relacion soja-chinche-bacterias para responder a estos
nuevos interrogantes nos permitird disefiar nuevas estrategias de manejo integrado de la
plaga, diferentes a las existentes actualmente para controlarlas. Comprender mas la
biologia y ecologia de la chinche verde, como asi también el impacto de las condiciones
ambientales en las interacciones entre insectos y bacterias puede ayudar a controlar las
poblaciones de chinches en los cultivos sin utilizar productos agroquimicos, cambiando
la forma de producir y siendo més respetuosos con el medio ambiente y con los recursos
naturales que se explotan a diario en los sistemas de produccidn agricola de la Argentina.
Por lo tanto, este estudio destaca la importancia de la manipulacion de enterobacterias

para los programas de gestion integrada de plagas y el control sostenible de N. viridula.
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