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RESUMEN

Piezodorus guildinii (Hemiptera: Pentatomidae) es el hemiptero fitéfago con mayor
importancia econémica para la soja en Uruguay, porque es la especie mas abundante
y la que causa los mayores dafios. Las ninfas y los adultos se alimentan de las
estructuras de fructificacion, por lo que cuando el cultivo alcanza el estado de
madurez fisiologica, usualmente se dispersan hacia plantas huéspedes alternativas u
ocupan sitios de hibernacién. Con el fin de desarrollar nuevas estrategias para
manejar esta especie a nivel del paisaje, el conocimiento del movimiento entre
cultivos es esencial. Los propdsitos del trabajo fueron: ampliar el conocimiento
sobre las plantas y sitios de hibernacion que habita P. guildinii, conocer la
ocurrencia estacional en el Noroeste y estudiar el movimiento entre dos cultivos
adyacentes de alfalfa y soja. La presencia de P. guildinii se registr6 en 15 especies
vegetales y cuatro sitios de hibernacion, se reportan siete nuevas especies vegetales.
En alfalfa los adultos se registraron durante todo el afio, mientras que las ninfas
entre setiembre y mayo. Entre mayo y agosto un alto porcentaje de los adultos tienen
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas que indican que se encuentran en estado
de diapausa reproductiva. A través de la técnica de inmunomarcacion aplicada, se
logré6 marcar chinches silvestres en cultivos de soja y alfalfa y determinar el
movimiento de los adultos de P. guildinii entre ambos cultivos, el cual tuvo patrones
bidireccionales y unidireccionales. EI movimiento predominante fue desde la soja
hacia la alfalfa, el cual se registr6 entre los estados fenoldgicos R3 (inicio de
formacion de vainas) y hasta R6. Desde alfalfa a la soja s6lo se registré el
movimiento de adultos en el estado R6. La distancia de dispersion vari6 de 2,5 a
47,5 m, con un promedio de 17,4 m. Los datos indican que en nuestro pais la alfalfa
es la planta huésped alternativa preferida, por lo que deberia ser el cultivo en el que
se deben concentrar los esfuerzos para desarrollar tacticas de manejo antes de que el

insecto colonice la soja.

Palabras claves: Ocurrencia estacional, plantas huéspedes y asociadas, formas

estacionales, inmunomarcado, dispersion.
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SUMMARY

SEASONAL OCCURRENCE AND DISPERSION OF Piezodorus guildinii
(WESTWOOD) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) IN URUGUAY

Piezodorus guildinii (Hemiptera: Pentatomidae) is the most important phytophagous
hemipteran pest of soybean in Uruguay; it is the most abundant species of stink bug
and causes the greatest damage to the crop. Nymphs and adults feed on the fruiting
structures, and when the crop reaches the physiological maturity, they disperse to
alternate host plants or to overwintering sites. In order to develop new strategies to
manage P. guildinii at the landscape level, knowledge of its movement between
crops is essential. The purposes of this study were, to advance the knowledge about
host plants and overwintering sites utilized by P. guildinii, to unveil its seasonal
occurrence in the Northwest region of Uruguay and to verify its movement between
two adjacent alfalfa and soybean fields. Results indicated the presence of P. guildinii
on 15 plant species, of which seven are considered new records, and in four
overwintering sites. In alfalfa adults were recorded throughout the year, while
nymphs were observed between September and May. From May to August a high
percentage of adults have morphological and physiological traits that indicate they
are in reproductive diapause. Through the applied immunomarking technique, wild
P. guidinii adults were marked and released in soybean and alfalfa plantations to
verify their movements between both crops. Movements showed bidirectional and
unidirectional patterns. The predominant movement was from soybean to alfalfa,
which was recorded between R3 (beginning of pod formation) and up to R6 (fully
developed seed) phenological plant stages. From alfalfa to soybean, adult’s
movements were recorded in the stage R6. Dispersal distance ranged from 2.5 to
47.5 m, with an average of 17.4 m. These data demonstrated that in Uruguay, alfalfa
is the preferred alternate host plant. Therefore, efforts should be concentrated on this

crop to develop management tactics before P. guildinii moves to soybean crops.

Keywors: seasonal occurrence, host and associated plants, seasonal forms,

immunomarking, dispersion.
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1. INTRODUCCION

En Uruguay en los Ultimos afios se registro un incremento considerable en el area
destinada a los cultivos de secano como consecuencia de la expansion del cultivo de
soja [Glycine max (L.) Merrill], que en 2015-2016 ocupd un area aproximada de
1.150.000 ha (MGAP, 2016). Este cultivo es originario de regiones templadas a frias
donde los problemas de insectos son casi inexistentes, a medida que el mismo se
desarrolla en latitudes menores los problemas de plagas adquieren mas importancia.
En nuestro pais, se agrega la coexistencia con areas con leguminosas forrajeras, con

las que comparten la mayoria de los insectos plaga.

Los hemipteros fitofagos (Hemiptera: Pentatomidae) constituyen uno de los
grupos de insectos con mayor potencial de causar importantes pérdidas econdémicas
en el cultivo de soja (Panizzi et al. 2000b, Panizzi 1997). Estos insectos tienen
aparato bucal pico suctor y en general se alimentan de vainas y granos. Como
consecuencia de la alimentacion, pueden causar pérdidas significativas en el
rendimiento, calidad y potencial germinativo de la soja, ademas de causar dafios por
la transmisién de microorganismos patdgenos (Panizzi y Silva 2009, Medrano et al.
2007, Panizzi 2007, 2000, Belorte et al. 2003, Boethel et al. 2000, Russin et al.
1988). Las principales especies que colonizan el cultivo son Dichelops furcatus
(Fabricius), Edessa meditabunda (Fabricius), Nezara viridula (Linnaeus) vy
Piezodorus quildinii (Westwood). Esta ultima es la de mayor importancia
econdmica, porque es la méas abundante y la que causa los mayores dafios (Depieri y
Panizzi 2011, Zerbino 2010, 2009, 2007).

Estos insectos tienen algunas caracteristicas que dificultan su manejo. Causan
dafios econdmicos aun en bajas densidades. La inmigracion de adultos desde otros
cultivos puede producir un incremento rapido de la densidad poblacional, y en
consecuencia, la necesidad de aplicaciones de insecticidas para su control (Panizzi
2013, Gazzoni 2012, Corso y Gazzoni 1998). A estas caracteristicas se suma su
tolerancia a los principios activos que son comunmente utilizados, por lo que se

requiere el uso de dosis altas para su control (Corso y Gazzoni, 1998).



Las ninfas mayores y los adultos de los pentatomidos, tienen capacidad de
explorar, dentro y entre generaciones, diversas especies de plantas que son
colonizadas en diferentes momentos. En general ocupan apenas 1/3 de sus vidas en el
cultivo de soja, cuando ésta madura se desplazan hacia otras plantas
silvestres/cultivadas y/o hacia sitios de hibernacion (Panizzi y Parra, 2012). Como
consecuencia de la distribucion geogréfica de las especies vegetales, las poblaciones
locales tienen habitos de alimentacion especificos, razén por la cual informacion
validada para determinada localidad puede no ser extrapolada para otra. Por ello es
necesario realizar estudios locales que tengan el proposito de conocer las plantas que
son colonizadas por las diferentes generaciones (Smaniotto y Panizzi, 2015).

Las tacticas de manejo dirigidas Unicamente a un sélo cultivo tienen poco efecto
en la poblacion general del insecto. Para poder desarrollar un programa holistico que
considere estrategias eficientes y ecoldgicamente compatibles, es imprescindible
conocer la estacionalidad de un insecto y establecer cémo los factores bioticos y
abioticos estan involucrados en la misma (Panizzi y Parra 2009, Panizzi 1997, Giese
et al. 1975). Con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias que permitan realizar
un manejo de este insecto a nivel de predio o paisaje, es necesario determinar la
secuencia de plantas que utilizan las distintas generaciones y la dispersion local entre
los cultivos (Zerbino 2014, Huang 2012, Panizzi 1997). Estos estudios permiten
disefiar tacticas que consideren el uso de la biodiversidad vegetal con el proposito de

reducir o impedir la colonizacion del insecto al cultivo.

El conocimiento sobre la ecologia de P. guildinii a nivel internacional (Anténio
Panizzi, comunicacién personal, 27/09/2010) y nacional es restringido (Ribeiro et al.
2009). Recientemente, Zerbino et al. (2016, 2015, 2014, 2013) realizaron estudios
que permitieron: conocer la estacionalidad de este insecto, establecer la secuencia de
plantas que utilizan las distintas generaciones y el momento en que los adultos se
dispersan desde y hacia las plantas cultivadas en el suroeste del pais. Asimismo
determinaron la estrategia que utilizan para sobrevivir en condiciones ambientales
desfavorables. Esta informacion para la region Noroeste es escasa, por lo cual en esta

tesis se plantea realizar estudios que aporten informacion sobre los habitats que



utiliza P. guildinii en ausencia del hospedero preferido y cuando los factores
abioticos son desfavorables, y los momentos en que ocurren los movimientos entre
los diferentes habitats en dicha region. Tambien se evaluara la distancia de vuelo

asociada con el paisaje agricola, la que aun es desconocida.

1.1. HIPOTESIS

Piezodorus guildinii enfrenta las condiciones adversas del ambiente en estado de

diapausa, colonizando distintas especies vegetales y sitios de hibernaciéon.

Piezodorus guildinii tiene la capacidad de explorar diferentes especies de plantas

dentro y entre generaciones, las cuales pueden ser colonizadas en secuencia.

1.2. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

Los objetivos generales de este trabajo fueron: conocer la ocurrencia estacional
de la “chinche de las leguminosas” Piezodorus guildinii (Westwood) en el Noroeste
de Uruguay Y estudiar la dispersion entre cultivos de soja [Glycine max (L.) Merrill]

y alfalfa (Medicago sativa L.) con el propdsito de desarrollar estrategias de manejo.
Los objetivos especificos fueron:

1) Conocer las especies vegetales y sitios de hibernacion que habita de P. guildinii

durante el periodo en que el cultivo de soja esta ausente.

2) Determinar el periodo en el cual la especie habita las leguminosas cultivadas en

el Noroeste de Uruguay.

3) Evaluar los cambios morfologicos y fisiologicos de los adultos en los distintos

meses del afio.
4) Determinar si las proteinas constituyen un método de marcado eficiente.

5) Cuantificar la dispersion local de P. guildinii en el tiempo y el espacio en el

paisaje agricola soja —alfalfa.



1.3. Piezodorus guildinii (WESTWOOD) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

1.3.1. Distribucioén geogréfica

Piezodorus guildinii, conocida vulgarmente como chinche verde pequefia,
chinche de las leguminosas y/o chinche de la alfalfa, es un pentatdmido Neotropical
que se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta el Sur de América del Sur
(Panizzi y Slansky, 1985b). Fue descrita por primera vez en la isla de S&o Vicente
(Ameérica Central) (Panizzi et al., 2012). En Uruguay, su presencia en el cultivo de
soja se observd por primera vez en 1969, sin embargo, recién en 1981 comenz6 a ser

considerada plaga (Bourokhovitch y Morey, 1981).

En Brasil fue un insecto poco abundante hasta principios de la década de los 70,
desde mediados de la década de los 80 es mencionada como especie de importancia
econdmica en soja. Actualmente se distribuye desde Piaui hasta Rio Grande do Sul
(Corréa- Ferreira 2005, Corréa- Ferreira y Azevedo 2002, Panizzi et al. 2000a,
Panizzi y Corréa- Ferreira 1997, Panizzi y Slansky 1985b, Panizzi y Smith 1977).

En Argentina, en 1969 por primera vez se reporta Como una especie que causa
dafo en alfalfa. En ese momento el insecto fue observado en varias provincias del
pais, con registros poblacionales bajos y poco frecuentes en la Provincia de Buenos
Aires (Fraga y Ochoa, 1972). En cultivos de soja su presencia se constata en las
Provincias de Corrientes y Misiones en 1970 y en la década de los 80 en la region
pampeana (Baigorri y Giorda, 1997), aunque recién comenzd a ser la especie
predominante en los afios 2001-2002 (Gamundi y Sosa 2008, Saluso et al. 2007,
Sosa y Gamundi 2007, Massoni y Frana 2007, Serra 'y La Porta 2001).

En el sur de Estados Unidos, su presencia se registra desde 1900, pero fue una
especie sin importancia econdmica. Recientemente comenzd a ocasionar dafios de
magnitud en soja, en los estados de Florida, Georgia, Missouri, Texas y los estados
del Centro-Sur como Mississippi, Arkansas y Louisiana (Kamminga et al. 2012,
Tindall y Fothergill 2011).

En nuestro pais este insecto es considerado una de las plagas primarias de los

sistemas de produccion agricola-ganaderos. Es el pentatomido fitofago mas



abundante del cultivo de soja (Zerbino et al. 2016, Zerbino 2010, 2009, 2007,
Ribeiro y Castiglioni 2009, Ribeiro et al. 2009, Castiglioni 2004, Ribeiro 2004,
Zerbino y Alzugaray 2003) y de los semilleros de las leguminosas forrajeras
(Medicago sativa L., Lotus corniculatus L., Trifolium pratense L. y Trifolium repens
L.) (Zerbino et al. 2014, Ribeiro et al. 2009, Ribeiro 2007, 2004, Castiglioni 2004).
Dada su importancia economica fueron realizados diversos estudios relacionados a la
duracion de su ciclo de vida, plantas huéspedes alternativas, aplicaciones de distintas
tacticas de manejo (barreras vivas, uso de NaCl como deterrente), estudio de las
comunidades de enemigos naturales que la controlan, y de la abundancia de la
especie en soja y leguminosas forrajeras (Zerbino et al. 2016, 2015, 2014, 2013,
Zerbino 2014, 2010, 2009, 2007, Ribeiro y Castiglioni 2009, Ribeiro et al. 2009,
Castiglioni 2004, Ribeiro 2004, Zerbino y Alzugaray 2003).

1.3.2._Hospederos

A nivel internacional, la presencia de Piezodorus guildinii esta reportada en 66
especies vegetales pertenecientes a 25 familias (Smaniotto y Panizzi 2015, Batistella
y Dal’Col 2014, Zerbino 2014, Chiaradia 2010, Garlet et al. 2010, Souza-Bunde et
al. 2010, Panizzi 1985, Panizzi y Slansky 1985a, 1985c, Fraga y Ochoa 1972),
aunque solo se desarrolla en leguminosas silvestres y cultivadas (Zerbino et al. 2016,
Zerbino 2014, Panizzi et al. 2000a, Panizzi 1997). Smaniotto y Panizzi (2015) y
Panizzi (2000) distinguen dos grandes grupos de especies vegetales, las plantas
huésped en la que el insecto se alimenta, desarrolla y reproduce, y las plantas
asociadas que son las que le proporcionan refugio, agua y/o alimento, pero no se

reproducen.

En Brasil completa el ciclo en leguminosas del género Indigofera
(I. endecaphylla Jacq., I. hirsuta L., I. suffruticosa Mill. e I. truxillensis Kunth),
Cajanus cajans (L.) Millsp., Crotalaria lanceolata E. Mey., Lens culinaris Medik.,
Lotononis bainesii Baker, Lotus corniculatus L., Lupinus albus L., Lupinus
angustifolius L., Lupinus luteus L., Medicago polymorpha L., Phaseolus vulgaris L.,

Pisum sativum L., Sesbania aculeata Pers., T. repens y Vicia sp. (Smaniotto y



Panizzi 2015, Panizzi 1985). Por su parte, en Argentina se reportd que se desarrolla
cuando se alimenta de M. sativa, T. pratense, T. repens y Vicia sativa L. (Smaniotto
y Panizzi 2015, Massoni y Frana 2005, Fraga y Ochoa 1972).

En Uruguay P. guildinii coloniza diversas especies de leguminosas cultivadas
(G. max, P. vulgaris) y leguminosas forrajeras (M. sativa, L. corniculatus,
T. pratense y T. repens) (Zerbino et al. 2014, Castiglioni et al. 2010, Ribeiro y
Castiglioni 2009, Ribeiro et al. 2009). La presencia de este insecto también fue
registrada en otras especies cultivadas como Gossypium hirsutum L.,
Helianthus annuus L., Sorghum bicolor (L.) Moench y Zea mays L., y silvestres
como: Acacia melanoxylon R. Br., Catalpa bignonioides Walter, Cotoneaster lacteus
W. W. Sm., Eugenia uniflora L., Grevillea robusta A. Cunn, Ligustrum lucidum
Aiton, Lolium multiflorum Lam., Myrcianthes pungens (Berg) Legrand,
Phyllostachys sp., Pittosporum undulatum Ventenat, Psidium sp. (Zerbino 2014,
Ribeiro 2007, Zerbino y Alzugaray 2003, Alzugaray y Ribeiro 2000). Asimismo, en
determinados periodos este insecto también puede ser observado debajo de la corteza
y de la hojarasca de Eucalyptus sp., en rastrojos de soja y sorgo y en la gramilla
(Cynodon dactylon L.) localizada en el borde de los cultivos de soja (Zerbino et al.
2015, Zerbino 2014).

1.3.3. Aspectos bhioecoldgicos

Los adultos son de color verde y alcanzan a medir 10 mm. Se les reconoce
porque tienen una banda transversal en el pronoto, generalmente de color rojizo que
en los machos es mas clara. Los huevos son de color negro, tienen forma de barril y
son depositados en hileras dobles. EI nimero de huevos por postura puede variar
entre 3 y hasta 37, dependiendo del alimento y de las condiciones de fotoperiodo y
temperatura, aunque generalmente varian entre 15 y 20 huevos/ postura (Zerbino
et al. 2016, 2013, Panizzi et al. 2000b, Panizzi y Smith 1977). Preferentemente son
depositados en las vainas de soja, aunque ocasionalmente pueden ser observados en

ambas caras de las hojas o en los tallos.


https://en.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/wiki/Conrad_Moench

Las ninfas pasan por cinco estadios. Las recién eclosionadas son muy pequefias
(1 mm), no se alimentan y tienen comportamiento gregario, permaneciendo préximas
a la postura, probablemente como defensa fisica y quimica (Villas Boas et al., 1985).
Las ninfas entre el segundo y quinto estadio tienen un largo de cuerpo de 2,3; 2,6; 4,6
y 7,8 mm, respectivamente (Grazia et al., 1980). Inicialmente, son de color rojo y
negro, y cuando avanzan en el ciclo de desarrollo tienen coloracion verdosa con
manchas rojas y negras en el abdomen (Panizzi 2007, Fraga y Ochoa 1972). A partir
del segundo estadio se dispersan y comienzan a ingerir alimento (Villas Boas et al.,
1985). El tiempo dedicado a la actividad alimentaria aumenta en el estado de ninfa
desde 7,3 % entre el segundo y cuarto estadio, a 16,9 % en el quinto estadio, y

alcanza un valor de 34,7 % en el estado adulto (Kuss-Roggia, 2009).

El fotoperiodo y la temperatura son factores abidticos que tienen importantes
efectos en el ciclo de vida de P. guildinii (Zerbino et al. 2016, 2015, 2014, 2013,
Zerbino 2014, Panizzi y Silva 2009, Panizzi 2007, 1997, 1992, 1987, Panizzi et al.
2002, 2000a, Serra y La Porta 2001, Panizzi 1985, Panizzi y Slansky 1985a). En el
estado de ninfa el descenso de la temperatura en condiciones de fotofase corta (10 h)
tiene un efecto mayor que el acortamiento de la fotofase a 25° C (Zerbino, 2014). La
duracién del estado de ninfa de P. guildinii en condiciones de 14 h de luz y 25° C es
de 21,2 dias y con 10 h a 20° C es de 41,9 dias (Zerbino et al., 2013). Zerbino et al.
(2013) observaron que la duracion de la fotofase, s6lo afectd la duracion del 4° y 5°
estadio ninfal. En el caso de los adultos estos factores tienen efectos en la
longevidad, y en el desempefio reproductivo de las hembras (Zerbino, 2014). Los
adultos son méas longevos a medida que la temperatura disminuye. Los machos viven
94,1+ 11,9 dias y las hembras 107,4+ 12,9 dias cuando se desarrollan con 10 horas
de luz y 20° C (Zerbino et al., 2013). La longevidad de ambos sexos disminuye a 65
dias cuando las condiciones de desarrollo son 10 horas de luz y 25° C (Zerbino et al.
2013, Serra y Laporta 2001). En condiciones de fotofase corta y temperaturas bajas,
la performance reproductiva se reduce significativamente. Las hembras tienen un
periodo de preoviposicion de 50 dias y sélo ovipositan en el 24,2 % de los casos
(Zerbino et al., 2013).



A pesar de que se alimenta exclusivamente de leguminosas, existen importantes
variaciones en el tiempo de desarrollo y la mortalidad de las ninfas, asi como en la
longevidad, supervivencia y desempefio reproductivo de los adultos segln la especie
vegetal de la que se alimenta, ain dentro de un mismo género (Zerbino et al. 2016,
Zerbino 2014, Panizzi y Silva 2009, Panizzi 2007, 1997, 1992, 1987, Panizzi et al.
2002, 20004, Panizzi 1985, Panizzi y Slansky 1985a, Panizzi y Smith 1977). En
estudios realizados en Brasil, se determind que el estado de ninfa tiene una duracién
menor cuando se alimentan de C. lanceolata (18,4 dias) que si lo hacen de G. max
(21 dias), I. endecaphylla, 1. truxillensis, S. aculeata (22 dias), I. hirsuta (25 dias) e I.
suffructicosa (29 dias) (Panizzi et al. 2002, Panizzi 1992, 1987). Respecto a la
mortalidad de las ninfas, cuando son alimentadas con en I. suffuticosa e I. hirsuta se
registran valores mayores que si reciben I. endecaphylla y 1. truxillensis como
alimento (Panizzi, 1992). Zerbino et al. (2016) determinaron que la menor y mayor
mortalidad de ninfas se registra con soja y trébol rojo como alimento,

respectivamente.

La longevidad de los adultos varia cuando se alimentan con soja entre 50 y 90
dias, con leguminosas forrajeras de 27,5 a 75,2 dias y con algunas especies del
género Indigofera desde 16 a 112 dias (Zerbino et al. 2016, Zerbino 2014, Panizzi
1992, 1987, Panizzi y Smith 1977). Cuando el alimento recibido es chauchas verdes
de poroto (P. vulgaris) o de soja (G. max), los machos viven mas tiempo que las
hembras; por el contrario, si el alimento es semillas maduras de soja, las hembras son
mas longevas que los machos. La longevidad de ambos sexos es similar cuando se
alimentan con mani, (Panizzi y Slansky, 1985a). La supervivencia de adultos es
mayor cuando el alimento consiste en vainas inmaduras de soja y alfalfa (M. sativa) a
cuando consiste en vainas inmaduras de lotus (L. corniculatus) o flores de trébol rojo

con semillas inmaduras (T. pratense) (Zerbino et al. 2016, Zerbino 2014).

El alimento también tiene efectos en la fecundidad de las hembras (Zerbino et al.
2016, Panizzi y Silva 2009, Panizzi 1997). Las hembras alimentadas con vainas
inmaduras de alfalfa y soja son mas fecundas que las que reciben vainas de lotus

como alimento; mientras que cuando se alimentan con trébol rojo no oviponen



(Zerbino et al., 2016). ElI nimero de posturas es aproximadamente tres cuando el
alimento recibido es granos maduros de soja, diez si es vainas inmaduras de soja, y
37 cuando se alimentan con algunas especies del género Indigofera (Panizzi, 1992).
De acuerdo al alimento recibido, también existen variaciones en el nimero total de
huevos por hembra, mientras que en soja varia entre 28 y 148, con C. lanceolada,
alfalfa, 1. hirsuta e I. truxillensis, registran valores de 58, 134, 200 y 500,

respectivamente (Zerbino et al. 2015, Panizzi 1992, Panizzi y Slansky 1985a).

1.3.4. Dafos e importancia econémica

Los adultos y las ninfas, durante el proceso de alimentacion, con los estiletes
externos (mandibulas) perforan y rompen los tejidos vegetales y a través del canal
salival, formado por los estiletes internos (maxilas), inyectan saliva que contiene
enzimas digestivas (Depieri y Panizzi 2011, Panizzi 2000, 1997). La saliva contiene
fuertes agentes histoliticos que licuan las porciones sélidas o semisolidas de las
células facilitando su ingestion. Los tejidos licuados por la saliva son ingeridos a
través del canal alimentario (Panizzi y Silva 2009, Todd y Herzog 1980). Los dafios
a los tejidos vegetales resultan de la frecuencia de introduccion de los estiletes y de la
duracion del periodo de alimentacion, asociados a secreciones salivales que pueden
ser tdxicas y causar necrosis (Panizzi, 2000). En particular P. guildinii se destaca por
ser la especie que causa los mayores dafios en la superficie y profundidad de los
granos o semillas, esto es debido a que durante su alimentacién los cuerpos de
proteina son completamente destruidos, probablemente porque la accion histolitica
de las enzimas salivares es mayor en esta especie en comparacion a las otras que

integran el complejo de pentatomidos de la soja (Depieri y Panizzi, 2011).

La alimentacion de las chinches durante los primeros estadios de desarrollo del
grano causa la detencion del crecimiento, la caida de vainas, el aborto y la
deformacion de las semillas. Cuando se alimentan en R6, los granos son mas
pequefios que los normales y tienen deformaciones, con manchas blanquecinas o
marrones (Corréa-Ferreira y Azevedo, 2002). Como consecuencia de la

alimentacion, las chinches pueden causar pérdidas significativas en el rendimiento,



calidad y potencial germinativo de la soja e incluso alterar el proceso de maduracion
de las plantas (Panizzi 2007, 2000, Belorte et al. 2003). Ademas, provocan la
modificacion de la relacion contenido de proteina/contenido de materia grasa. Los
granos dafiados incrementan ligeramente su contenido en proteina y disminuyen en
forma proporcional el contenido en aceite. Asimismo, se observa un deterioro en la
calidad del aceite proveniente de granos dafiados por chinches, que incrementaron en
forma relativa su contenido en 4&cidos linoleico, palmitico y estearico y un
decremento proporcional de &cido linolénico (Villas Bdas et al., 1990). Corréa-
Ferreira y Azevedo (2002) concluyeron que plantas de soja infestadas con
P. guildinii producen mayor cantidad de semillas de mala calidad, mayor cantidad de
semillas no viables, menor cantidad de vainas y mas vainas vacias por planta en

comparacion a plantas atacadas por N. viridula y Euschistus heros Fabricius.

Durante el proceso de alimentacion pueden transmitir patégenos, éstos pueden
ser infecciones oportunistas en la herida, o infecciones por microorganismos
bacterianos y fungicos transmitidos por las chinches (Panizzi y Silva 2009, Medrano
et al. 2007, Boethel et al. 2000, Russin et al. 1988). Algunos de los microorganismos
identificados son Alternaria spp., Aspergillus spp., Botryodiploida spp., Cercospora
kikuchii Matsumoto y Tomoy, Colletotrichum truncatum (Schwein.), Fusarium spp.,
Nematospora corily Peglion, Penicillium spp. y Phomopsis spp. (Russin et al., 1988).
Cuando colonizan el cultivo de soja en las etapas de formacion y llenado de granos
(R3-R5.5 segln la escala de Fehr et al., 1971) pueden inducir retrasos en la
maduracion, la retencion foliar y la produccion de pequefios foliolos y vainas
supernumerarias pegadas al tallo principal (Gamundi y Sosa, 2008). Esto provoca el
sintoma conocido como “soja loca”, en el que las vainas maduran pero las hojas
permanecen verdes, lo que dificulta su cosecha (Boethel et al. 2000, Sosa-Gdémez y
Moscardi 1995). Sosa-Goémez y Moscardi (1995) determinaron que P. guildinii
provoca mayor retencion foliar que N. viridula. Esto se debe a la disolucién quimica
de los tejidos de semillas producidas por su saliva y no debido al tiempo de

alimentacion, ni al largo de sus piezas bucales (Depieri y Panizzi, 2011).
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La gran capacidad de dafio de las chinches por el tipo de alimentacion (Depieri y
Panizzi 2011, Corréa- Ferreira 2005, Corréa- Ferreira y Azevedo 2002, Sosa-Gomez
y Moscardi 1995), y las dificultades para su control mediante el uso de insecticidas
como consecuencia de la tolerancia intrinseca a los principios activos que son
utilizados comdnmente (Corso y Gazzoni, 1998), determina que se requiera el uso de
dosis altas de insecticidas y que estos insectos causen dafios econémicos con bajos
niveles poblacionales. En Argentina, el umbral de dafio econdmico establecido en
soja varia con el estado fenologico; en R3-R4, R5, R6-R7 los valores que se
consideran son entre 0,5 y 0,7; un individuo, y cuatro individuos (adultos y/o ninfas
de cuarto y quinto estadio) por metro de surco, respectivamente (lannone, citado por
Ribeiro, 2007). En Uruguay, Zerbino (2010) determind que la decision de control se
debe realizar cuando la densidad poblacional alcanza valores de entre 1 y 1,5
individuos mayores de 5 mm (ninfas y adultos) por metro de surco desde el estado
R5.

El concepto de manejo integrado de plagas (MIP) incluye el reconocimiento de
los insectos, el monitoreo, la determinacién de los niveles de dafio que orientan a la
toma de decisiones para mantener la poblacion por debajo de un umbral previamente
determinado y la eleccién de diferentes tacticas de control que integradas de forma
armoénica permiten optimizar el control de manera sostenible. EI uso de varias
tacticas de control va a depender de la disponibilidad y de su posibilidad de
adopcion. En la practica, las dos tacticas mas utilizadas han sido el manejo del
ambiente y el control quimico. En especies polifagas como los hemipteros, las
tacticas de control centradas en un sélo cultivo tienen poco efecto en la poblacion
general de un insecto (Ehler, 2000). Para el desarrollo de un MIP eficiente y
ecologicamente compatible es necesario conocer como los factores bidticos
(alimento) y abioticos (fotoperiodo y temperatura) estan involucrados en la
estacionalidad de los insectos; con esta informacion es posible disefiar tacticas a ser
aplicadas en ausencia del cultivo preferido, que disminuyan o impidan que el insecto

colonice el cultivo (Zerbino, 2014).
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El conocimiento de sitios de hibernacion, de las plantas huésped preferidas y
del momento de colonizacion de los cultivos son esenciales para poner en practica
programas eficaces de MIP en P. guildinii. Sin embargo, la mayoria de los estudios
han sido realizados sobre soja, y pocos esfuerzos han sido dedicados para conocer
cudles son los hospederos alternativos y la secuencia en que los colonizan; en qué
momento se produce la dispersioén desde y hacia las plantas cultivadas y cual es la
performance de las ninfas y los adultos sobre las mismas (Panizzi y Parra 20009,
Panizzi 1997). Con estos estudios se puede establecer cudl es el huésped alternativo
mas importante en la biologia del insecto y en cudles especies vegetales se deben
concentrar esfuerzos para desarrollar tacticas de manejo que mitiguen el impacto de
P. guildinii en el cultivo de soja (Zerbino et al. 2016, 2015, Zerbino 2014, Panizzi y
Parra 2009). Recientemente, Zerbino et al. (2015) determinaron la secuencia de
hospederos de P. guildinii para el Suroeste. Los autores, de acuerdo a los resultados
obtenidos, proponen que la alfalfa debe ser la especie vegetal en la cual habria que
concentrar esfuerzos para desarrollar a aplicar tacticas de control durante la

primavera, que impidan el desarrollo de la poblacion que va a colonizar la soja.

1.4. DISPERSION

Los hemipteros fitofagos se caracterizan por explorar una variedad de plantas
huéspedes dentro y entre generaciones. Las ninfas y adultos se movilizan entre las
mismas o diferentes especies de plantas, las cuales pueden ser colonizadas en
secuencia (Zerbino et al., 2015).

La dispersion local en el campo es un elemento esencial para la comprension de
la ecologia de los insectos y el desarrollo de estrategias de manejo de plagas. En caso
de los hemipteros fitofagos, para poder implementar practicas de manejo eficientes
es necesario conocer los movimientos entre las especies vegetales y el momento en
que se produce la dispersién desde y hacia las plantas cultivadas. Para realizar
estudios de movimiento es necesario disponer de métodos que permitan marcar los
insectos de modo de poder determinar el movimiento realizado (Zerbino et al. 2015,
Zerbino 2014, Pilkay 2013, Huang 2012, Panizzi y Parra 2009, Panizzi 1997).
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1.4.1 Métodos de marcacién de insectos

Existen diversos métodos de marcacion, que incluyen etiquetas, colorantes
internos o externos, polvos fluorescentes, mutilaciones, uso de elementos raros
(trazas) y el uso de radares armonicos (Pilkay 2013, Hagler y Jackson 2001,
Reynolds et al. 1997). Estos métodos se aplican a individuos obtenidos en el
laboratorio o0 a los recogidos en el campo (Sanders y Carpenter 2014, Huang 2012,
Huang y Toews 2012, Hagler y Jones 2010, Boina et al. 2009, Tillman et al. 20009,
Jones et al. 2006, Hagler y Jackson 2001, 1998, DeGrandi-Hoffman y Hagler 2000,
Hagler 1997, Hagler et al. 1992). Cada uno de estos métodos de marcaciéon y
recaptura tienen ventajas y desventajas, pero todos ellos se caracterizan porque
suelen considerar, desde unos pocos puntos de liberacion, una proporcion
relativamente pequefia de la poblacion, para luego extrapolar los patrones de

movimiento a nivel de poblacion (Hagler y Jackson, 2001).

La principal ventaja de la marcacion de insectos con las etiquetas es que las
mismas son de bajo costo y durables, pero este método consume tiempo y es tedioso.
Otros métodos de marcado similares que utilizan pinturas o tintas pueden ser baratos
y faciles de aplicar, pero algunos productos quimicos en los marcadores pueden ser
toxicos para los insectos (Hagler y Jackson, 2001). Este método ha sido utilizado
eficazmente para el estudio de movimiento de N. viridula y Euschistus servus (Say) a
nivel del paisaje agricola algodén- mani en EEUU (Tillman et al., 2009). Huang y
Toews (2012) marcaron eficientemente chinches con polvo Day-Glo fluorescente
que puede ser detectado bajo luz UV. El método es barato y rapido de aplicar, pero
un exceso de polvo puede matar o producir efectos adversos sobre el

comportamiento.

La mutilacion de alguna parte del insecto puede resultar efectiva a la hora de
realizar estudios de movimiento. Las principales ventajas es que las marcas son
persistentes y pueden ser reconocidas rapidamente en el campo, pero también
insumen mucho tiempo y podrian alterar el movimiento del insecto y su
comportamiento. Los insectos también se pueden individualizar usando una marca

ingerida. Por ejemplo, los insectos pueden ser identificados o sefialados con
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elementos traza, tales como rubidio, después de ingerir alimento marcado. La
limitacion de utilizar esta técnica es que requiere equipo de deteccion costoso y

experiencia técnica para analizar los resultados (Hagler y Jackson, 2001).

Otra metodologia para el estudio de los movimientos de dispersion en insectos es
la implantacion de un radar armoénico en el objeto de estudio. El radar armdnico
opera mediante la transmision de una sefial de radar direccional a la etiqueta de radar
implantada, que consta de una antena y un diodo de barrera Schottky. La unidad
receptora genera tonos audibles a diferentes intensidades al localizar la etiqueta. Se
ha propuesto que el uso de radar armonico tiene el potencial de ser una tecnologia
viable para el seguimiento de pentatdmidos en entornos agricolas. Unidades de radar
armonico fueron utilizadas por Pilkay (2013) para el estudio de la movilidad de

N. viridula en cultivos de algodon [Gossypium hirsutum (L.)].

Los patrones de movimiento se pueden comprenden mejor cuando se realiza la
marcacion de un gran nimero de insectos silvestres. El uso de diferentes marcas
permite estudiar el movimiento inter-areas (Huang 2012, Jones et al. 2006, Hagler y
Jackson 2001). La técnica de inmunomarcado demostro ser eficiente para determinar
los patrones de movimiento de varios grupos insectos (Sanders y Carpenter 2014,
Huang 2012, Irvin et al. 2012, Hagler y Jones 2010, Boina et al. 2009, Horton et al.
2009, Jones et al. 2006, Hagler y Miller 2002, DeGrandi- Hoffman y Hagler 2000,
Hagler et al. 1992). Esta técnica permite superar muchos de los inconvenientes
asociados con las otras técnicas de marcado mencionadas anteriormente (Hagler y
Jackson 1998, Hagler 1997, Hagler et al. 1992). Inicialmente, los insectos fueron
marcados con proteinas de vertebrados especificas (inmunoglobulinas 1gG) y luego
fueron examinados para detectar la presencia de las mismas mediante un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), utilizando anticuerpos especificos para
estas proteinas (Hagler y Jackson 1998, Hagler 1997, Hagler et al. 1992). El alto
costo de las IgG purificadas hace que el método sea poco practico para muchos
propdsitos. Posteriormente, Jones et al. (2006) desarrollaron un protocolo mas
econdémico en el que se utilizan como marcadores alimentos de bajo costo, como es

el caso de: albumina de huevo (clara de huevo), caseina bovina (leche de vaca) y
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proteina de soja (leche de soja) para marcar insectos silvestres en el campo (Huang
2012, Boina et al. 2009, Jones et al. 2006).

Esta técnica tiene varias ventajas, entre ellas el bajo costo de aplicacion, la
posibilidad de uso a gran escala y la deteccion de multiples marcas en un so6lo
insecto, dado que no hay reaccion cruzada entre los diferentes marcadores, ni con las
plantas a la que son aplicados. Ademas, el analisis de ELISA es simple, sensible, de
bajo costo y se ha normalizado para realizarlos de forma masiva (por ejemplo, méas
de 1000 muestras por dia) (Sanders y Carpenter 2014, Huang 2012, Hagler y Jones
2010, Horton et al. 2009, Jones et al. 2006, Hagler y Miller 2002, Hagler y Jackson
2001). También presenta algunas desventajas que se deben considerar al momento de
utilizarlo en estudios de dispersion. Como consecuencia de la sensibilidad del
procedimiento de marcacion, en el momento de la aplicacion de las proteinas es
necesario tener cuidado para evitar la deriva a zonas no deseadas. Los factores como
la lluvia, la humedad, y el viento pueden alterar la eficacia de los marcadores (Jones
et al., 2006). Por ultimo, la extrema sensibilidad del ensayo ELISA requiere el
desarrollo de procedimientos para reducir el riesgo de contaminacion cruzada entre
antigenos y generacion de resultados falsos positivos (Sanders y Carpenter 2014,
Hagler y Miller 2002).
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2. OCURRENCIA ESTACIONAL DE Piezodorus guildinii (WESTWOOQOD)
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) EN EL NOROESTE DE URUGUAY

2.1. RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivos ampliar el conocimiento sobre las plantas y sitios
de hibernacion de Piezodorus guildinii y determinar el periodo en que se encuentra
en diapausa en el Noroeste de Uruguay. Entre julio 2013 y junio 2014, en dicha
region, fueron realizados muestreos semanales en diferentes especies vegetales y
sitios de hibernacion. La presencia de P. guildinii se registro en 15 especies vegetales
y cuatro sitios de hibernacion. Cotoneaster pannosus Franch., Cotoneaster salicifolia
Franch., Quercus ilex L., Quercus robur L., Quercus suber L., Lithraea molleoides
(Vell.) Engl. y Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk. son nuevos reportes para
P. guildinii. En el periodo de estudio, en Medicago sativa L. se colectaron el 81 % de
los adultos totales y el 95 % de las ninfas mayores; los adultos se registraron durante
todo el afio, mientras que las ninfas entre setiembre y mayo. Entre mayo y agosto
(meses de menor temperatura y de fotofase mas corta) un alto porcentaje de los
adultos tienen 6rganos reproductivos inmaduros, menor tamafio de cuerpo y mayor
contenido de lipidos, las hembras muestran cambios en la coloracién de la banda del
pronoto, hembras y machos en la del conectivo, lo que indica que se encuentran en
estado de diapausa. Los resultados sugieren que en el Noroeste el periodo de
diapausa es méas breve que en el Suroeste. Ademas, confirman que en Uruguay la
alfalfa es la planta huésped alternativa preferida, por lo que es el cultivo donde deben
concentrarse los esfuerzos para desarrollar tacticas de manejo eficientes antes que el

insecto colonice la soja.

Palabras Clave: Plantas huésped y asociadas, sitios de hibernacion, estacionalidad,

diapausa
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SEASONAL OCCURRENCE OF Piezodorus guildinii  (WESTWOOD)
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) IN THE NORTHWEST OF URUGUAY

2.2. ABSTRACT

This study aimed to increase the knowledge about host plants and overwintering sites
utilized by Piezodorus guildinii and to determine its diapause period in the
Northwest of Uruguay. From July 2013 to June 2014, weekly samples were taken
examining on different plant species and hibernation sites in the Northwest region.
Piezodorus guildinii was recorded on 15 plant species and in 4 overwintering sites.
Cotoneaster pannosus Franch., Cotoneaster salicifolia Franch., Quercus ilex L.,
Quercus robur L., Quercus suber L., Lithraea molleoides (Vell.) Engl. and
Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk. are new plant records for P. guildinii. In the
study period, in Medicago sativa L. 81% of total adults and 95% of older nymphs
were collected form alfalfa; adults were recorded throughout the year, while nymphs
were registered from September to May. Results indicated that from May to August
(months of lower temperature and shorter photophase) a high percentage of adults
show undeveloped reproductive structures, smaller body size and higher content of
lipids (accumulated energy reserves), females showed clear coloration of the
pronotum band and females and males showed clear colouration of the connexivum
band, indicating diapause. Results of these studies suggest that in the Northwest
region the period of diapause of P. guildinii is shorter than in the South. In addition,
they confirm that alfalfa is the preferred alternate host plant in Uruguay, efforts
should be concentrated on this crop to develop management tactics before

P. guildinii disperse to soybean.

Key Words: Host plants, overwintering sites, seasonality, diapause
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2.3. INTRODUCCION

La disponibilidad, abundancia y calidad del alimento, conjuntamente con el
fotoperiodo y la temperatura son los principales factores que regulan la dindmica de
los hemipteros fitofagos. Piezodorus guildinii dispone de su alimento preferido
(vainas inmaduras de soja) durante un breve periodo de tiempo, desde final del
verano a principios de otofio (Panizzi y Silva 2009, Panizzi 2000). Luego que la soja
se cosecha, cuando el alimento comienza a ser escaso y la duracion de la fotofase y
temperatura disminuyen, se desplaza hacia otras especies vegetales con menor
calidad nutricional y/o a sitios de hibernacion que les permiten sobrevivir a las
condiciones ambientales adversas (Zerbino et al. 2015, Panizzi y Parra 2009, Panizzi
y Silva 2009, Panizzi et al. 2000a, Panizzi 2000, 1997). Al igual que otros
hemipteros de la region templada, esta especie enfrenta las condiciones adversas del
ambiente como adulto en diapausa reproductiva (Zerbino et al. 2015, 2014, Saulich 'y
Musolin 2012, Panizzi y Silva 2009, Higuchi 1994, Ichimori et al. 1990, Ali y
Ewiess 1977). Este es un proceso dindmico que se caracteriza por la disminucion o
detencion de las actividades metabdlicas, lo que origina cambios morfolégicos,
fisiologicos, epidérmicos, bioquimicos y de comportamiento (Kostal 2006, Hodek
2002, Danks 1987, Tauber et al. 1986, Beck 1980). Los individuos que se encuentran
en estado de diapausa se caracterizan porque tienen érganos reproductivos inmaduros
y alto contenido de lipidos, asociados a la detencion de la alimentacion (Kiritani,
1963), ademas de que pueden ocurrir cambios en el tamafio, la forma y la coloracion
del cuerpo (Zerbino et al. 2015, 2014, Musolin 2012, Niva y Takeda 2003, Musolin y
Numata 2003, Chocorosqui y Panizzi 2003, Mourdo y Panizzi 2002, Nakamura y
Numata 1997, Kobayashi y Numata 1995, Hodek y Hodkova 1993, Albuquerque
1993, 1989, Denlinger 1986, Ito 1985, Ali y Ewiess 1977, McPherson 1974).

Para disefiar estrategias de manejo a ser aplicadas durante el periodo en que el
cultivo de soja esta ausente, es imprescindible conocer la secuencia de plantas y/o
sitios de hibernacién que utilizan las distintas generaciones, y el momento en el que
ocurre la dispersion desde la soja hacia otras plantas cultivadas y/o silvestres y

viceversa (Panizzi, 1997). Estos movimientos fueron estudiados para varias especies
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de pentatomidos en distintas partes del mundo (Panizzi 1997, Panizzi y Slansky
1985b). Como consecuencia de la distribucion geogréafica de las especies vegetales,
las poblaciones locales tienen habitos de alimentacion especificos, razon por la cual
la informacion valida para una localidad particular puede no serlo para otro sitio. Por
ello, es necesario realizar estudios locales que permitan determinar la secuencia de
plantas y sitios de hibernacion que son utilizadas por las diferentes generaciones y
establecer cuales son las principales plantas huéspedes alternativas (Ehler 2000,
Panizzi 1997, Panizzi y Slansky 1985b).

La secuencia de hospederos de P. guildinii en Uruguay fue recientemente
estudiada por Zerbino et al. (2015) para la regidn Suroeste. Los autores establecieron
que inmediatamente después de la cosecha de la soja, al comienzo del otofio, las
ninfas y los adultos de P. guildinii se dispersan hacia las leguminosas forrajeras
(principalmente hacia alfalfa Medicago sativa L.). Posteriormente, los adultos
también se pueden trasladar hacia plantas perennes, hasta el fin del otofio, las cuales
fundamentalmente proporcionan abrigo, y luego se movilizan a los sitios de
hibernacion como la hojarasca de eucaliptos. Los adultos hibernantes, que en
primavera vuelven a tener actividad reproductiva, colonizan las leguminosas
forrajeras, fundamentalmente alfalfa (Zerbino et al., 2015). Luego, las ninfas
mayores y adultos descendientes de la generacion hibernante se dispersan hacia la
soja durante el inicio de la fase reproductiva del cultivo (Zerbino et al. 2015, Ribeiro
et al. 2009, Ribeiro y Castiglioni 2009).

En los departamentos de Paysandu y Rio Negro se siembra el 25,4 % del area de
soja de Uruguay (MGAP, 2016). En particular para estos departamentos, la
informacién que se dispone sobre la estacionalidad de P. guildinii es escasa.
Particularmente se desconoce donde habita en los meses de otofio e invierno (periodo
de ausencia del hospedero preferido y de factores abidticos desfavorables); y como y
cuando se dan los movimientos entre los diferentes habitats. Este trabajo tuvo como
objetivos ampliar el conocimiento sobre las plantas y/o habitats que coloniza
P. guildinii, conocer la ocurrencia estacional en el Noroeste de Uruguay, y evaluar el

estado fisioldgico y fenologico de los individuos colectados en los distintos
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hospederos y diferentes momentos. Con esta informacion se podra establecer cuéles
son las especies vegetales mas importantes en la historia de vida P. guildinii en esa
region, de manera de poder planificar tacticas de manejo que permitan disminuir el

impacto de esta especie en la soja.
2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Ocurrencia estacional de adultos y ninfas en diferentes especies vegetales y

sitios de hibernacién

Entre julio del 2013 y julio del 2014, se realizaron muestreos semanales en
predios localizados en los departamentos de Rio Negro y Paysandu (Latitud S entre
32°01'y 33°02"; Longitud W entre 57° 50" y 57° 24"), con el propésito de identificar
las especies vegetales donde P. guildinii estd presente y de estudiar la estacionalidad
del insecto en esa region. Las situaciones consideradas fueron: cultivos de
leguminosas forrajeras [(3) M. sativa, (3) Lotus corniculatus (L.), (2) Trifolium
pratense L. y (1) Trifolium repens L.], y de (2) soja luego de la cosecha (rastrojo),
(2) gramilla [Cynodon dactylon (L.) Pers.], (2) hojarasca de Eucalyptus sp., y (2)
montes con especies nativas e introducidas, estos tres ultimos localizados proximos a
los cultivos anteriormente mencionados. Entre paréntesis se indica el nimero de

situaciones evaluadas.

Los meétodos de colecta variaron de acuerdo al tipo de vegetacion. En
leguminosas forrajeras se utilizd la red entomoldgica de 38 cm de diametro, dando
400 segadas en cada situacion. Para el muestreo de restos vegetales en un area
seleccionada al azar se colocd un marco de hierro de un metro cuadrado. Luego, se
revisaron los residuos, se retiraron y se examino la superficie del suelo. Este
procedimiento se repitio en 10 puntos al azar en cada una de las situaciones
consideradas. En las especies arboreas y arbustivas se emple6 el método del paragua
entomoldgico, el cual consistié en colocar un pafio blanco de un metro cuadrado en

forma horizontal, sobre el cual se efectuaron 15 golpes en el follaje.

Los adultos y ninfas fueron colectados e identificados con la fecha y lugar de

colecta, y transportados al laboratorio donde fueron muertos por congelamiento. Para
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cada especie vegetal se calculé el promedio mensual (:EEM) del total de adultos y

ninfas colectados por muestreo.

2.4.2. Formas estacionales

En el laboratorio se determind el sexo y se realizd la evaluacion del tamafio y
color del cuerpo de cada adulto colectado. Las variables morfométricas evaluadas
fueron: largo (desde el &pice de las yugas hasta el final de los hemiélitros) y ancho
del cuerpo (en la region del pronoto), largo lateral del pronoto y ancho de la cabeza a
la altura de los ojos (Figura 2.1). Las mediciones se realizaron con el software Image

Pro-Express 5.1, luego de obtener una fotografia digital.

Figura 2.1. Variables morfométricas evaluadas en los adultos de Piezodorus
guildinii. LC: largo del cuerpo, AC: ancho del cuerpo, LP: largo lateral del pronoto y

AO: ancho de la cabeza.

Inmediatamente después se realiz6 la evaluacion del color de la banda del
pronoto y del conectivo. Las hembras se caracterizaron de acuerdo al color de la
banda del pronoto y del conectivo en tipo claro y oscuro tal como lo establecieron
Zerbino et al. (2015, 2014). En los machos se observaron en el color del conectivo,

variaciones desde blanco a anaranjado. De acuerdo a las mismas, se tipificaron claros
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cuando el conectivo era de color blanco o cremay como oscuros cuando era amarillo

o0 anaranjado (Figura 2.2).

a) Banda del pronoto : Hembras
Claro

Crema Naranja

b) Conectivo

Claro
=

Blanco Blanco-Rosa  Rosa Rosa-Negro Purpura

c¢) Conectivo: Machos
Claro Oscuro

Figura 2.2. Tipificacion de los adultos de Piezodorus guildinii de acuerdo al color de
a) banda del pronoto de las hembras, b) conectivo de las hembras y ¢) banda del

pronoto de los machos. Adaptado de Zerbino et al. (2015).

Posteriormente, a los efectos de determinar los cambios fisiologicos, los machos
y las hembras colectados en cada fecha de muestreo se dividieron en dos grupos. Un
grupo se dispuso para realizar la evaluacion de contenido de lipidos del cuerpo; para
ello se utiliz6 un extractor Twisselman de acuerdo a la metodologia descrita por
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Panizzi y Hirose (1995). A efectos de determinar el peso seco (PS), los insectos,
identificados por sexo y fecha de muestreo, se colocaron en una estufa a 60° C
durante 48 horas, inmediatamente se determiné el peso con una balanza electronica
(OAHUS PA214) (con 0,01 mg). Luego, cada individuo se acondiciond en una bolsa
de tejido de 3 cm x 4 cm, con la correspondiente identificacion (sexo y fecha de
muestreo) y colocados en un tubo a razon de seis individuos, los cuales recibieron el
reflujo del extractor quimico (éter de petrdleo). La temperatura del matraz que
contenia el extractor de lipidos fue 120° C y la extraccion tuvo una duracién de dos
horas. Finalizado el periodo de extraccion, los insectos se llevaron nuevamente a
estufa, a la misma temperatura, durante 15 horas, de modo de obtener el peso sin
lipidos (magro). La determinacion del porcentaje de lipidos totales almacenados por

el insecto, se realizd mediante la siguiente formula:
% Lipidos en peso seco= (Peso seco-Peso magro) /Peso seco x 100

En el otro grupo de insectos, se realizd la evaluacion del desarrollo de los
organos reproductivos. Los adultos fueron fijados con alfileres entomoldgicos en la
region anterior del pronoto y retiradas las alas, el escutelo y las placas que cubren la
region dorsal del abdomen. La cavidad abdominal se limpi6é con alcohol 70 % de

modo de tener una correcta vision de los drganos reproductivos.

Las hembras se caracterizaron de acuerdo con Zerbino et al. (2015, 2014) y
Mourdo y Panizzi (2002) en: ovario desarrollado con huevos, ovario desarrollado sin
huevos y ovario inmaduro (Figura 2.3A). En el caso de los machos, se midié el largo
del testiculo y fueron tipificados de acuerdo a lo establecido por Zerbino et al. (2014)
como desarrollado (> 1,55 mm) o inmaduro (< 1,54 mm). También se evaluo la
condicion del saco ectodérmico como expandido o colapsado (Figura 2.3B; Zerbino
et al. 2015, 2014, Esquivel 2009).
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Figura 2.3. (A) Tipificacion del desarrollo del ovario de hembras de Piezodorus
guildinii Oi) ovario inmaduro, Om) ovario intermedio, Od) ovario desarrollado.
(B) Tipificacion del estado del aparato reproductor masculino, Ti) testiculo inmaduro
Td) testiculo desarrollado, SEc) saco ectodérmico colapsado y SEe) saco

ectodérmico expandido.

2.4.3. Andlisis de datos

Las variables morfométricas y el largo del testiculo cumplieron con los principios
de normalidad, homogeneidad e independencia, por lo que se analizaron con modelos
lineales generales (PROC GLM, SAS Institute, version 9.4). El modelo considerd
como efecto fijo el mes de muestreo; y en el caso de las variables morfométricas y de

los lipidos al sexo y la interaccion mes*sexo. Las medidas se compararon utilizando
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la prueba de Tukey-Kramer honestly significant (HSD) con una probabilidad de
P <0,05.

Las variables expresadas como porcentaje se analizaron con modelos lineales
generalizados (PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). Para el analisis del
color de la banda del pronoto y del conectivo de hembras y machos y para el analisis
de la condicion de los testiculos y del desarrollo del saco ectodérmico de los machos
se considero la distribucion binomial y la funcion logit, mientras que para el analisis
del desarrollo del ovario se utilizo la distribucién multinomial con la funcion
cumlogit. En todos los casos, el modelo consider6 al mes como efecto fijo. Los
resultados son presentados como la méaxima verosimilitud de la distribucion Chi

cuadrado.

2.5. RESULTADOS

2.5.1. Ocurrencia estacional de adultos y ninfas en diferentes especies vegetales y
habitat

La presencia de P. guildinii se registrd en 15 especies vegetales pertenecientes a
nueve familias y cuatro ‘“habitats”. Durante todo el periodo de muestreo, se
interceptaron un total de 15854 insectos. Aproximadamente el 35 % fueron adultos
(5036), machos y hembras estuvieron representados en proporcion semejante (2704
hembras y 2332 machos). La mayor colecta de ninfas mayores (estadios 4 y 5)
ocurrio en enero y febrero y la de adultos en octubre, diciembre y enero (Cuadro
2.1).
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Cuadro 2.1. Numero total de adultos y ninfas mayores de Piezodorus guildinii
colectados en diferentes meses del afio, en el Noroeste de Uruguay.

Meses Hembras Machos Ninfas

Total % Total % Total %
Octubre 532 19,7 376 16,1 792 7,8
Noviembre 298 11,0 208 8,9 936 9,2
Diciembre 435 16,1 404 17,3 1247 12,3
Enero 419 15,5 370 15,9 3202 31,5
Febrero 269 9,9 244 10,5 2592 25,5
Marzo 304 11,2 268 11,5 919 91
Abril 209 1,7 207 8,9 284 2,8
Mayo 69 2,6 67 2,9 15 0,1
Junio 30 1,1 46 2,0 0 0
Julio 20 0,7 21 0,9 0 0
Agosto 24 0,9 7 0,3 0 0
Setiembre 95 3,5 114 4,9 166 1,6
Total 2704 2332 10153

En las leguminosas forrajeras (M. sativa, L. corniculatus, T. pratense y T. repens)
se colectaron el 95 % de los adultos y el 100 % de las ninfas mayores. La alfalfa fue
la especie donde se registrd la mayor cantidad de adultos (81 %) y de ninfas mayores
(95 %).

Las 11 especies de plantas restantes fueron arbdreas y arbustivas. En ellas se
colect6 un total de 199 adultos (98 hembras y 101 machos). Pittosporum undulatum
Ventenat y Cotoneaster salicifolia Franch. fueron las especies donde se obtuvo la
mayor cantidad de adultos (51 y 37 individuos respectivamente) y durante un periodo
mas prolongado (Cuadro 2.2). En las nueve especies lefiosas restantes, las colectas
variaron entre 30 (Cotoneaster pannosus Franch.) y tres individuos [Pouteria
salicifolia (Spreng.) Radlk.]. En los cuatro “habitats” se interceptaron un total de 52
individuos (29 hembras y 23 machos), y la mayor y menor colecta correspondio al

rastrojo de soja y a la hojarasca de Quercus robur L., respectivamente (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2. Resultado de la prospeccion de Piezodorus guildinii (Hemiptera:
Pentatomidae) en diferentes especies vegetales/ hébitats del Noroeste de Uruguay.
Numero de individuos y de muestreos en los que se colectaron insectos, para el
periodo julio 2013-junio 2014.

Total N° de
Hospedero Familia de rﬁﬁf‘gls muiztr:eos Periodo
adultos colecta

Medicago sativa™ Leguminosae 4071 9650 97 jul-jun
Lotus corniculatus® Leguminosae 475 367 28 oct-abr
Trifolium pratense’ Leguminosae 131 36 10 dic-feb
Trifolium repens’ Leguminosae 108 100 8 oct-ene
Pittosporum undulatum®  Pittosporaceae 51 0 19 abr-oct
Cotoneaster salicifolia® Rosaceae 37 0 14 may-set
Cotoneaster pannosus® Rosaceae 30 0 20 may-jul
Quercus ilex? Fagaceae 23 0 12 may-jul
Quercus robur? Fagaceae 16 0 4 may-jul
Quercus suber? Fagaceae 7 0 5 may-jul
Phyllostachys sp.? Poaceae 16 0 9 abr-jul
Ligustrum sp.” Oleaceae 6 0 4 may-jul
Lithraea molleoides Anacardiaceae 6 0 4 jun-jul
Eugenia uniflora® Myrtaceae 4 0 4 may-jul
Pouteria salicifolia® Sapotaceae 3 0 2 jun-jul
Rastrojo de Glycine max® - 35 0 3 May

Hojarasca de Eucalyptus® - 11 0 8 may-set
Cynodon dactylon® - 4 0 3 jul-ago
Hojarasca Q. robur® - 2 0 1 Jun

! red entomoldgica
“paraguas entomolégico

3cuadrado, situaciones consideradas habitat
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De todas las situaciones en las que se colectaron ejemplares de P. guildinii, sélo
en cinco plantas hospederas (M. sativa, L. corniculatus, P. undulatum, C. salicifolia
y hojarasca de Eucalyptus) el registro ocurrid durante periodos mayores a cinco
meses (Cuadro 2.2). La ocurrencia estacional de adultos y ninfas mayores en dichas
situaciones (plantas y sitios de hibernacion) se presenta en la Figura 2.4, el resto de
las situaciones se agruparon). En M. sativa los adultos se observaron durante todo el
afio, y las ninfas mayores entre setiembre y mayo. La intercepcién de adultos y
ninfas mayores en L. corniculatus ocurrio entre el comienzo de la primavera y
mediados de otofio (octubre a abril). Es de destacar que en T. pratense y T. repens la
presencia del insecto se registrd en periodos breves, desde fin de la primavera
(diciembre) hasta mitad del verano (febrero) y entre el comienzo de la primavera
(octubre) e inicio del verano (enero), respectivamente (Cuadro 2.2). En T. repens las

ninfas mayores s6lo fueron observadas en noviembre y diciembre.

Primavera Verano Otofio Invierno
OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SET

| Medicago sativa

Lotus corniculatus I:I Adultos

\:| | Pittosporum undulatum | = = Ninfas mayores

| Cotoneastersalicifolia |

Hojarasca de Eucalyptus

Figura 2.4. Ocurrencia estacional de adultos (en gris) y ninfas mayores (linea
punteada) de Piezodorus guildinii en diferentes especies vegetales y sitio de

hibernacion en el Noreste de Uruguay.

El periodo de colecta de adultos en P. undulatum ocurrié desde comienzo del
otofio hasta mediados de primavera (abril a octubre), mientras que en C. salicifolia
(Cuadro 2.2, Figura 2.4) se inicié un mes después y terminé un mes antes (mayo a
setiembre). En C. pannosus el periodo de colecta fue considerablemente mas breve

que en C. salicifolia (Cuadro 2.2). En las restantes especies vegetales, los adultos se
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observaron desde el otofio hasta mediados del invierno (abril/mayo a julio), con
excepcion de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. y P. salicifolia, que s6lo se

interceptaron entre los meses de junio y julio (Cuadro 2.2).

El periodo de colecta de adultos en la hojarasca de Eucalyptus sp. se extendid
desde mayo a setiembre, mientras que en gramilla ocurrié entre julio y agosto. En
rastrojo de soja la intercepcion de adultos s6lo ocurrié durante el mes de mayo
(Cuadro 2.2, Figura 2.4).

2.5.2. Formas estacionales

2.5.2.1. Morfologia: Tamafio y coloracion del cuerpo

En las variables morfométricas hubo efecto del mes de colecta (largo del cuerpo
F11 3221 = 140,33; P < 0,0001; ancho del pronoto Fi; 3198 = 164,39; P < 0,0001; largo
del margen lateral del pronoto Fi13200 = 167,98; P < 0,0001; y ancho de la cabeza a
la altura de los 0jos Fi13180 = 89,97; P < 0,0001) y del sexo (largo del cuerpo
F1.3200=170,78; P < 0,0001; ancho del pronoto Fj 3198 = 139,01; P < 0,0001; largo
del margen lateral del pronoto F1 3200 = 91,69; P < 0,0001 y ancho de la cabeza a la
altura de los ojos Fi 3189 = 90,74; P < 0,0001). Los cambios registrados en ambos
sexos en los distintos meses (interaccion mes*sexo) fueron significativamente
diferentes (largo del cuerpo Fii123 = 3,62; P < 0,0001; ancho del pronoto
Fi123=3,25; P = 0,0002; largo del margen lateral del pronoto Fii3 = 3,23;
P =0,0002; y ancho de la cabeza a la altura de los 0jos F1; 23 = 2,99; P = 0,0006).

En los Cuadros 2.3 y 2.4 se presentan los valores medios (+EEM) de las cuatro
variables morfométricas de los machos y las hembras, respectivamente. En ambos
sexos, en todas las variables analizadas, los individuos colectados en los meses de
febrero y abril tuvieron un tamafio significativamente mayor y menor,

respectivamente, que los interceptados en los restantes meses.
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Cuadro 2.3. Horas de luz (promedio mensual), tamafio del cuerpo (mm) de los machos adultos de Piezodorus guildinii colectados en el

Noroeste en los diferentes meses del afio (X + EEM). Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente para la prueba

de Tukey’s HSD: P <0,05).

Horas de Largo del cuerpo  Ancho del pronoto  Margen lateral ~ Ancho de la cabeza a
Mes luz (mm) (mm) del pronoto la altura de los ojos
(h) (mm) (mm)

Octubre 12,87 9,61+0,56¢C 508+0,01d 1,97+£0,01d 2,19+0,00d
Noviembre 13,73 9,62+0,93¢ 511+0,02d 1,99 £ 0,01 cd 2,20+ 0,01 cd
Diciembre 14,18 9,76+0,71b 523+0,02b 2,06+0,01b 221+0,01b
Enero 13,95 9,82+0,65b 5,17+0,02c 2,06+0,01b 2,21+0,01b
Febrero 13,20 10,08 + 0,80 a 5,37+0,02 a 2,12+0,01a 2,26+0,01a
Marzo 12,28 9,85+0,75b 5,22+ 0,02 bc 2,04+0,01b 222+0,01b
Abril 11,30 8,83+£0,87f 4,68 £0,03 f 1,80+ 0,02 f 2,10+£0,01f
Mayo 10,5 931+111le 492+0,04e 192+0,02e 2,16 £0,01e
Junio 10,12 9,61+1,43cd 5,07 £0,03d 1,99 + 0,02 cd 2,19+0,01cd
Julio 10,30 9,65+ 2,17 bed 5,11 + 0,03 cd 2,03 +£0,02 bc 2,20+ 0,01 be
Agosto 10,97 9,74 + 3,68 abcd 5,03+0,08d 1,93 + 0,04 de 2,20+ 0,01 de
Setiembre 11,88 9,47+£0,89d 9,43+0,02¢c 1,89+0,01e 2,15+0,01e
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Cuadro 2.4. Horas de luz (promedio mensual), tamafio del cuerpo (mm) de las hembras adultas de Piezodorus guildinii colectadas en el
Noroeste en los diferentes meses del afio (X = EEM). Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente para la prueba

de Tukey’s HSD: P <0,05).

Horas de Largo del cuerpo  Ancho del pronoto  Margen lateral ~ Ancho de la cabeza a

Mes luz (mm) (mm) del pronoto la altura de los ojos
(h) (mm) (mm)

Octubre 12,87 10,02 + 0,02 d 5,26 £ 0,01 de 2,06+0,01c 2,23 0,00 cd
Noviembre 13,73 9,97 +0,03d 528+0,02d 2,07+0,01c 2,24 +0,01 cd
Diciembre 14,18 10,22 £ 0,03 ¢ 546+0,01b 2,15+0,03b 2,28+0,00b
Enero 13,95 10,30 + 0,03 bc 5,43 £ 0,02 bc 2,16 £0,01b 2,28+0,01b
Febrero 13,20 10,58 + 0,03 a 5,59+0,02 a 2,21+0,01a 2,32+0,01a
Marzo 12,28 10,35+ 0,06 b 5,45+0,03b 215+0,01b 229+0,01b
Abril 11,30 8,95+0,06f 4,72 £0,03 h 1,81+0,01f 2,12+ 0,01f
Mayo 10,5 9,68 £0,08e 5,10+ 0,04 fg 1,99 + 0,02 d 2,22+0,01cd
Junio 10,12 9,99+0,06 e 5,23 £ 0,04 de 2,05+ 0,02 cd 2,25+ 0,01 bc
Julio 10,30 9,90 + 0,07 de 5,21 + 0,04 def 2,03 +£0,02 cd 2,22 +0,01 cd
Agosto 10,97 10,02 + 0,05 cd 5,16 + 0,04 efg 1,99+0,02d 2,20+ 0,01 de
Setiembre 11,88 9,72+0,05e 5,06+0,02¢g 192+0,01e 2,19+0,01e
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El color de la banda del pronoto de las hembras vario significativamente con el
mes de colecta (x* =447,5; gl = 11; P < 0,0001). Un alto porcentaje de las hembras
colectadas entre junio y agosto, tuvo la banda del pronoto clara (> 80 %), mientras
que desde la mitad de la primavera hasta la mitad del verano (noviembre a febrero) la
mayoria presento la banda del pronoto oscura (> 90 %). En el mes de mayo ambos
grupos estuvieron representados en igual proporcion (Figura 2.5 A).

La proporcion de hembras y machos con conectivo de diferente color también
varié con el mes de colecta (hembras y* = 674,7; gl = 11; P < 0,0001; machos
¥ =347,02; gl = 11; P < 0,0001). En las hembras, entre mayo y setiembre se registro
el porcentaje mayor con el conectivo del tipo claro, alcanzando valores de 100 % en
junio y julio, mientras que entre noviembre y enero la mayoria tuvieron el conectivo
oscuro (> 78 %; Figura 2.5 B).
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Figura 2.5. Porcentaje de hembras adultas de Piezodorus guildinii, colectadas en los
departamentos de Rio Negro y Paysandu, con la banda del pronoto (A) y el conectivo
(B) con diferente tipo de coloracion en los distintos meses del afio. Valores seguidos
por la misma letra no difieren significativamente basado en el estadistico de maxima
verosimilitud (P <0,05).

Entre junio y setiembre se registraron altos porcentajes de machos con el
conectivo del tipo claro, el maximo correspondio al mes de agosto (100 %). Por el
contrario, la mayoria de los machos colectados entre octubre y marzo tuvieron el

conectivo oscuro (> 80 %; Figura 2.6).
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Figura 2.6. Porcentaje de machos adultos de Piezodorus guildinii, colectados en los
departamentos de Rio Negro y Paysandd, con el conectivo con diferente tipo de
coloracion en los distintos meses del afio. Valores seguidos por la misma letra no
difieren significativamente basado en el estadistico de maxima verosimilitud (P <
0,05).

2.5.2.2. Contenido de lipidos

El mes de colecta tuvo efecto significativo en el contenido de lipidos del cuerpo
(F1123 = 41,33; P < 0,0001). Machos y hembras registraron un contenido de lipidos
similar (F123 = 0,0; P = 0,95) y en ambos sexos la variacion en los meses fue

semejante (interaccion mes*sexo Fi;,3 = 0,94; P = 0,50).

Los adultos colectados durante los meses mayo-agosto tuvieron un contenido de
lipidos significativamente mayor que los recogidos en los meses restantes,
particularmente los colectados en junio y julio fueron los que registraron los mayores
valores. Los menores valores de lipidos correspondieron a los individuos capturados
en noviembre, diciembre y enero. Los meses de setiembre, octubre y de febrero a

abril presentaron valores intermedios entre ambos grupos (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Contenido medio (£ EEM) de lipidos del cuerpo (%) de adultos de
Piezodorus guildinii colectados en los departamentos de Rio Negro y Paysandu
en los distintos meses del afio. Medias seguidas por la misma letra no difieren

significativamente para la prueba de Tukey’s HSD: P < 0,05).

2.5.2.3. Desarrollo de los érganos del aparato reproductor

El mes de colecta tuvo efecto significativo en el desarrollo de los ovarios de
las hembras (x’= 468,55; gl = 11; P < 0,0001; Figura 2.8). La mayoria de las
hembras colectadas entre mayo y agosto, (duracion promedio del dia < 11 h),
tuvieron los ovarios inmaduros (> 72 %), con un maximo de 100 % en junio
(Figura 2.8). A partir de setiembre y hasta febrero, la mayor proporcion de
hembras colectadas tuvo el ovario desarrollado. Particularmente, en noviembre y
diciembre, se registraron los valores mas altos (89,3 % y 929 %,
respectivamente). Entre noviembre y febrero ninguna de las hembras presentd los
ovarios inmaduros (Figura 2.8). En marzo y abril una alta proporcion de las
hembras tuvieron los ovarios del tipo intermedio (56,9 y 78,3 %,

respectivamente).
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Figura 2.8. Porcentaje de hembras adultas de Piezodorus guildinii con diferente
desarrollo de los ovarios, para las colectadas en los departamentos de Rio Negro
y Paysandu en los distintos meses del afio. Valores seguidos por la misma letra
no difieren significativamente basado en el estadistico de maxima verosimilitud
(P <0,05).

El porcentaje de machos con diferente desarrollo de los testiculos
(x* =163,57; gl=11; P < 0,0001) y del saco ectodérmico (x> = 273,6; gl = 11;
P < 0,0001) vario con el mes de colecta. De acuerdo a los resultados obtenidos,
se destaca que entre abril y setiembre la mayoria de los machos (> 58 %) mostrd
los testiculos inmaduros, mientras que desde octubre a marzo una gran
proporcién (> 63 %) los tuvo desarrollados (Figura 2.9 A). Para el saco
ectodérmico, los resultados indican que en junio, julio y agosto la mayoria de los
machos (> 95 %) tuvieron el saco ectodérmico colapsado, mientras que a partir
de noviembre y hasta febrero inclusive un alto porcentaje (> 80 %) lo tuvieron
expandido. EI mes con mayor porcentaje de machos con el saco ectodérmico
expandido (86 %) fue diciembre (Figura 2.9 B).
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Figura 2.9. Porcentaje de machos con diferente grado de desarrollo de los testiculos
(A) y del saco ectodérmico (B) de machos adultos de Piezodorus guildinii colectados
en los departamentos de Rio Negro y Paysandu en los distintos meses del afio.
Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente basado en el

estadistico de méaxima verosimilitud (P < 0,05).

2.6. DISCUSION

2.6.1. Ocurrencia estacional de adultos y ninfas en diferentes especies vegetales y

sitios de hibernacién

Los resultados obtenidos en este estudio aportaron conocimientos sobre nuevas

plantas y sitios de hibernacion que P. guildinii coloniza en el Noroeste de Uruguay.
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Este insecto fue observado en 15 especies vegetales y cuatro “habitat” durante el
periodo en que el cultivo de soja esta ausente. Particularmente se destacan las
leguminosas forrajeras (M. sativa y L. corniculatus principalmente), seguidas de
P. undulatum y C. salicifolia y hojarasca de Eucalyptus sp. porque fue donde la
colecta fue mayor y mas prolongada. En cambio, en el Suroeste fueron M. sativa,
T. pratense, L. corniculatus, P. undulatum, Ligustrum lucidum Aiton,
Phyllostachys sp. y hojarasca de Eucalyptus sp. (Zerbino 2014), lo que indica que

existen algunas diferencias entre ambas regiones.

A nivel mundial, la presencia de este insecto esta reportada en 66 especies
vegetales y 25 familias (Smaniotto y Panizzi 2015, Batistella y Dal’Col 2014,
Zerbino 2014, Chiaradia 2010, Garlet et al. 2010, Souza-Bunde et al. 2010, Panizzi
1985, Panizzi y Slansky 1985b, 1985c, Fraga y Ochoa 1972). De las especies
vegetales reportadas en los distintos estudios nueve son comunes a Uruguay y 11 se
registraron exclusivamente en nuestro pais, particularmente siete en este estudio, es
el caso de C. pannosus, C. salicifolia, Quercus ilex L., Q. robur, Quercus suber L.,
L. molleoides y P. salicifolia. Costa et al. (1995) realizaron una prospeccién de
pentatomidos en especies arboreas que incluyd L. molleoidies en Sdo Sepé -Rio
Grande do Sul, Brasil, y en esta especie vegetal no hubo registro de P. guildinii. Esto
reafirma la importancia de realizar estudios locales para determinar las plantas
huéspedes alternativas y sitios de hibernacion de los hemipteros (Panizzi y Parra,
2009).

En este trabajo, las leguminosas forrajeras (M. sativa, L. corniculatus,
T. pratense, T. repens) fueron los Unicos huéspedes donde se interceptaron ninfas.
Smaniotto y Panizzi (2015) y Panizzi (2000) distinguen dos grandes grupos de
especies vegetales, las plantas huéspedes en la que el insecto se alimenta, desarrolla y
reproduce, y las plantas denominadas asociadas que son las que le proporcionan
refugio, agua y/o alimento, pero no se reproducen. De acuerdo a estas
clasificaciones, las leguminosas forrajeras deben ser consideradas plantas huéspedes.
Zerbino et al. (2016), en el laboratorio determinaron que M. sativa y L. corniculatus,

pueden ser consideradas plantas huéspedes, pero que T. pratense es una especie
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asociada dado que los adultos no se reproducen y las ninfas no completan el ciclo
cuando son alimentados exclusivamente con esta especie. Estos autores consideran
que las ninfas mayores y adultos colonizan el cultivo de manera temporaria, en
ausencia de otros alimentos (Zerbino et al., 2015). Probablemente T. pratense es
fuente de agua y nutrientes cuando las otras especies vegetales no estan disponibles y
no contribuye sustancialmente con las poblaciones que ingresan al cultivo de soja
(Zerbino, 2014). No existe informacion sobre el desempefio de ninfas y adultos
alimentadas con T. repens. En Uruguay, no se ha registrado la presencia de ninfas de
P. guildinii en especies vegetales no leguminosas (Zerbino et al. 2015, Castiglioni
et al. 2010, Ribeiro y Castiglioni 2009, Ribeiro et al. 2009).

Medicago sativa fue la especie vegetal donde la colecta de adultos y de ninfas
mayores fue superior, ademas en este cultivo los adultos fueron interceptados durante
todo el afio. En las restantes leguminosas forrajeras el periodo de colecta y la
cantidad de adultos y ninfas mayores colectados fueron considerablemente inferiores
que en alfalfa. Estos resultados indican que en el Noroeste la alfalfa también es la
planta huésped preferida y es el principal hospedero antes y después del cultivo de
soja (Zerbino et al. 2015, Ribeiro et al. 2009, Ribeiro y Castiglioni 2009, Panizzi y
Slansky 1985b).

Del grupo de especies lefiosas, P. undulatum y C. salicifolia se destacaron porque
el periodo de colecta fue el mas extenso. En el Suroeste, los adultos también se
interceptaron en P. undulatum por un periodo prolongado (marzo-octubre) (Zerbino
et al. 2015, Zerbino 2014). En la region de estudio, Ligustrum spp.se caracterizo por
ser una de las especies donde la colecta fue exigua y el periodo de la misma fue
breve (mayo-julio). Por el contrario, en el Suroeste el periodo de captura se puede
extender desde marzo hasta octubre (Zerbino et al., 2015). Panizzi y Grazia (2001) y
Zerbino et al. (2015) mencionan que en esta especie P. guildinii fue registrada en

bajo numero.

En el rastrojo de soja, la colecta de adultos sélo se registré durante un mes en el
otofio, lo que sugiere que este “habitat” no es utilizado por el insecto como sitio de

hibernacion. Zerbino et al. (2015) y Panizzi y Grazia (2001) consideran que el
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incremento en la abundancia de adultos que se registra en otofio en las plantas
perennes es consecuencia de la dispersion desde las areas de soja cuando se realiza la
cosecha. Por el contrario, en la hojarasca debajo de los montes de Eucalyptus spp., la
presencia del insecto fue registrada durante cuatro meses en otofio e invierno, lo que
sugiere que este es un sitio de hibernacion elegido por los adultos para enfrentar las
condiciones adversas del ambiente. Zerbino et al. (2015) obtuvieron similares
resultados, la colecta de adultos se registré entre abril y setiembre. Fraga y Ochoa
(1972) en Argentina y Corréa- Ferreira y Panizzi (1982) en Brasil mencionan que los
adultos de P. guildinii en el invierno pueden ser encontrados debajo de la corteza de
los arboles o de otros objetos que ofrecen proteccion.

A partir de los resultados obtenidos se puede inferir la secuencia de colonizacién
de plantas y de sitios de hibernacién que son utilizados por las distintas generaciones
de P. guildinii durante un afio, en el Noroeste. Después de la cosecha de soja, ninfas
mayores y adultos se dispersan hacia las leguminosas forrajeras, con preferencia a la
alfalfa. En la mitad del otofio; los adultos se desplazan hacia las plantas (arboreas)
perennes y en menor medida a los sitios de hibernacion (donde el pico maximo de
captura ocurre en agosto). En las plantas perennes y los sitios de hibernacion los
adultos permanecen hasta la mitad del invierno, y al final de esta estacion inician los
movimientos en un primer momento hacia la alfalfa y luego hacia otras leguminosas
forrajeras donde se reproducen y dan origen a la generacion que coloniza el cultivo
de soja, cuando éste inicia la fase reproductiva. Massoni y Frana (2005) mencionan
que los adultos observados en alfalfa entre el final del invierno y comienzo de la

primavera son sobrevivientes de la generacién del otofio.

La relacion entre las plantas huéspedes o asociadas, sitios de hibernacion y la
colonizacion al cultivo de soja varia en funcién de la zona geografica y el
agroecosistema. En el Suroeste de nuestro pais, cuando los adultos de la generacion
hibernante inician su reproduccion en la primavera tienen preferencia por las
leguminosas forrajeras, y desde éstas colonizan la soja al inicio de la fase
reproductiva del cultivo (Zerbino et al. 2015, Ribeiro et al. 2009, Ribeiro y

Castiglioni 2009). En el Estado de Parana-Brasil, las primeras tres generaciones de
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P. guildinii se desarrollan en el cultivo de soja, mientras que la cuarta generacién que
tiene lugar en otofio, se alimenta y reproduce en Cajanus cajan (L.) Millsp.,
Crotalaria sp. y distintas especies del género Indigofera, mientras que la quinta y
ultima generacion sélo se desarrolla en estas ultimas, antes de que comiencen a
colonizar la soja al final de la primavera (Panizzi y Silva 2009, Panizzi 1997).

La ausencia de ninfas en las colectas desde fin de otofio hasta la mitad del
invierno (junio-agosto), sugiere que durante este periodo en el Noroeste P. guildinii
no se reproduce. Zerbino et al. (2015) reportan que en el Suroeste la ausencia de
ninfas se registro entre el final del otofio y el inicio de la primavera, es decir durante
un periodo més prolongado. La explicacion de estas diferencias estaria dada por la

distinta latitud en que ambos estudios fueron realizados.

2.6.2. Formas estacionales

Los adultos de ambos sexos de P. guildinii mostraron diferencias en la
morfologia y fisiologia segun el momento del afio en que se colectaron. En los
interceptados entre mayo y agosto se registr6 menor tamafio del cuerpo, mayor
contenido de lipidos y érganos reproductivos inmaduros respecto a los capturados
desde setiembre hasta abril. Las hembras mostraron variacién en la coloracién de la
banda del pronoto y conectivo, mientras que en los machos sélo se detectaron
diferencias en la dltima caracteristica. La mayor proporcién de las hembras
colectadas en otofio-invierno tuvo banda del pronoto y del conectivo con
coloraciones claras. Lo mismo sucedio en los machos. Estos resultados indican la
ocurrencia de formas estacionales diferentes y que durante el otofio e invierno,
cuando la duracion del dia es igual o menor a 11 h, los adultos permanecen en
diapausa reproductiva. Zerbino et al. (2015, 2014) determinaron los mismos cambios
morfologicos Yy fisiologicos en hembras colectadas en el Suroeste de Uruguay. Estos
autores no encontraron cambios notorios en la coloracién del conectivo de los
machos, probablemente debido a que el color vario entre blanco y anaranjado por lo
que resulta dificil de percibir las diferencias. Estas variaciones en el color del

conectivo de los machos deben ser confirmados en condiciones de laboratorio.
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Al comparar los resultados de este estudio con los obtenidos por Zerbino et al.
(2015), se observa que en el Suroeste mas del 80 % de las hembras presentaron el
ovario del tipo inmaduro durante seis meses del afio, mientras que en el Noroeste
esto sucedio sélo durante tres meses. En el Noroeste en ningin mes se registré 100 %
de hembras con aparato reproductor inmaduro, mientras que en el Suroeste esto
sucedio entre los meses de julio y setiembre. Las diferencias encontradas en ambos
estudios sugieren que en el Noroeste la diapausa es mas corta y menos intensa. Los
machos en esta region, al igual que en el Suroeste (Zerbino et al., 2015), tienen
organos reproductivos inmaduros durante un corto periodo de tiempo, lo que
confirma que también en el Noroeste la diapausa de los machos es méas corta y menos
intensa que en las hembras. Zerbino et al., (2015) hipotetizan que de esta forma los
machos estarian fisiolégicamente prontos para la copula cuando las hembras
finalizan la diapausa. No obstante, estas diferencias deben ser relativizadas, dado que
ambos estudios fueron realizados en distintos periodos.

2.7. CONCLUSIONES

Con este estudio se amplio el conocimiento para el Noroeste de Uruguay, sobre
las principales plantas huéspedes y sitios de hibernacion donde P. guildinii se
encuentra durante el periodo en que el cultivo de soja esta ausente, y se pudo inferirla
sucesion de plantas huéspedes y de sitios de hibernacidén que son utilizados por las
sucesivas generaciones. En este trabajo se reportan siete especies nuevas que
coloniza P. guildinii en el periodo de ausencia del cultivo de soja en Uruguay. Los
resultados obtenidos demuestran que, para la regién de estudio, la alfalfa (M. sativa)

también es la planta huésped alternativa mas importante.

La ocurrencia de formas estacionales diferentes permite establecer que desde
fines del otofio y durante el invierno, cuando la duracion del dia es igual o0 menor a
11 h, los adultos permanecen en estado de diapausa reproductiva con acumulacion de
reservas energéticas (lipidos), estructuras reproductivas inmaduras, cambios en el
tamario del cuerpo y en su coloracion. La diferencia en la coloracion del conectivo de

los machos debe ser confirmada en condiciones de laboratorio. Este trabajo
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complementa la informacion obtenida en el Suroeste del pais. De acuerdo a los
resultados obtenidos en ambas regiones se puede establecer que en las condiciones
climaticas de nuestro pais, P. guildinii pasa el invierno en estado adulto sin

reproducirse.
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3. DISPERSION DE Piezodorus guildinii (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)
ENTRE CULTIVOS DE SOJA [Glycine max (L.) Merrill] Y DE ALFALFA

(Medicago sativa L.)

3.1. RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la dispersién de Piezodorus guildinii entre
cultivos adyacentes de soja y alfalfa. Desde el estado R3 (inicio formacién de vainas)
de la soja hasta semilla completamente desarrollada (R6), se aplicé semanalmente un
marcador de proteina en cada cultivo (alfalfa= caseina bovina, soja= proteina de
soja) en parcelas de 1620 m% En ambos cultivos se establecieron dos transectas
separadas por 12 m, con siete puntos de muestreo cada 7,5 m. Los insectos se
colectaron con red entomoldgica durante las 48 horas posteriores a cada aplicacion.
Los inmunoensayos se realizaron como ELISA indirectos. En total se colectaron 464
adultos de P. guildinii, 166 en soja 'y 298 en alfalfa. EI 72,41 % fueron positivos para
al menos una de las proteinas. La eficiencia de marcado fue 53,61 y 89,10 % para
caseina bovina y proteina de soja, respectivamente. Se registraron movimientos
unidireccionales y bidireccionales. Los movimientos unidireccionales predominantes
se registraron desde la soja, lo que sugiere que un cultivo de alfalfa sin cortes durante
el periodo reproductivo de la soja reduce la colonizacion del insecto en este Gltimo
cultivo. La distancia de dispersion vari6 entre 2,5 y 47,5 m; con una media de
17,4 m. Los resultados indican que la técnica de inmunomarcado de adultos de
P. guildinii es una herramienta til para conocer cémo las poblaciones de este insecto
usan parches adyacentes de habitat, lo que contribuira al disefio de estrategias de
manejo de plagas a nivel del paisaje o de predio.

Palabras Clave: chinche de la alfalfa, movimiento entre cultivos, técnica de

inmunomarcado
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DISPERSION OF Piezodorus guildinii (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)
BETWEEN SOYBEAN [Glycine max (L.) Merrill] AND ALFALFA (Medicago
sativa L.) FIELDS

3.2. ABSTRACT

Dispersion of Piezodorus guildinii between adjacent soybean and alfalfa fields was
studied. From the R3 (beginning of pod formation) state of soybean to R6 (fully
developed seed), a protein marker was applied weekly in each crop (alfalfa= bovine
casein, soy= soy protein) in 1620 m? plots. In both cultures, two transects were
established separated by 12 m with seven sampling points every 7.5 m. Bugs were
collected with entomological net for 48 hours after each application. Immunoassays
were performed as indirect ELISA. In total 464 adults of P. guildinii were collected,
166 from soybean and 298 from alfalfa, 72.4% were positive for at least one of the
proteins. The marking efficiency was 53.6 and 89.1% for bovine casein and soy
protein, respectively. There were unidirectional and bidirectional movements
between both cultures. Predominant unidirectional movements were recorded from
soybeans, suggesting that uncut alfalfa during the reproductive period of soybean
reduces the colonization of the insect in this last crop. Dispersion distances varied
from 2.5 to 47.5 m, with an average distance of 17.4 m. Results indicated that the
immunomarking technique on P. guildinii adults was successful and may be used to
learn how populations of these insect use adjacent patches of habitat. This will help

to design landscape and farmscape pest management strategies.

Key Words: Red-banded stinkbug, movement between crops, immunomarking

technique
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3.3. INTRODUCCION

El complejo de hemipteros fitéfagos (Hemiptera: Pentatomidae) que coloniza el
cultivo de soja [Glycine max (L.) Merrill] es uno de los grupos de insectos plagas con
mayor potencial de causar pérdidas economicas (Panizzi et al. 2000b, Panizzi 1997).
En Uruguay Piezodorus guidinii es la especie mas abundante y la que causa los
mayores dafios (Depieri y Panizzi 2011, Zerbino 2010, 2009, 2007).

Este insecto, al igual que otros hemipteros fitéfagos que se alimentan de semillas,
coloniza distintas especies vegetales segun su fenologia, por lo que las précticas de
manejo enfocadas Unicamente en un cultivo especifico pueden tener poco efecto
sobre la poblacién general del insecto (Zerbino et al. 2016, Panizzi y Parra 20009,
Ehler 2000, Panizzi 1997). Con el fin de desarrollar estrategias de manejo a nivel de
predio o del paisaje, el conocimiento del movimiento entre distintas especies
vegetales es fundamental. Recientemente en Uruguay, Zerbino et al. (2015) y Miguel
(2017) determinaron que la alfalfa (Medicago sativa L.) es el principal huésped antes
y después del cultivo de soja. Los autores de ambos trabajos sugieren que es la
especie vegetal sobre la que habria que concentrar las tacticas de control durante la
primavera, de modo de impedir el desarrollo de la poblaciéon que coloniza la soja.
Para ello es necesario determinar los patrones de dispersion entre ambos cultivos, el
momento y la manera en que se producen los mismos (Huang 2012, Panizzi y Parra
2009, Panizzi 1997).

El estudio del movimiento de los insectos se realiza mediante el uso de técnicas
de marcacion (marca-liberacion-recaptura; marca y captura). Los métodos de marca-
liberacion-recaptura (uso de etiquetas, colorantes internos o externos, polvos
fluorescentes, elementos raros (trazas), radares armoénicos y mutilaciones) tienen
importantes limitaciones, que pueden conducir a conclusiones equivocadas sobre el
comportamiento de la dispersion natural. Ellos se basan en liberar y recapturar
insectos marcados en un ndmero limitado de sitios (Pilkay 2013, Hagler y Jackson
2001, Reynolds et al. 1997) y en general las marcas se aplican a individuos que se

desarrollan en el laboratorio (Huang y Toews 2012, Hagler y Jones 2010, Boina et al.
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2009, Tillman et al. 2009, Jones et al. 2006, Hagler y Jackson 2001, 1998,
DeGrandi-Hoffman y Hagler 2000, Hagler 1997, Hagler et al. 1992).

Las restricciones planteadas por los métodos de marca-liberacion-recaptura
fueron superadas por la técnica del inmunomarcado (marca y captura). Este método
permite la marca de insectos directamente en el campo causando alteraciones
minimas en el movimiento natural y la dispersion en el espacio y el tiempo. Los
insectos se marcan con una proteina (marcador) por contacto durante la aplicacion de
la misma o posteriormente con las superficies previamente marcadas. Con esta
técnica es posible el uso simultaneo de distintas proteinas, lo que permite estudiar el
movimiento inter o entre areas (Blaauw et al. 2016, Bastola et al. 2014, Hagler et al.
2014, Sanders y Carpenter 2014, Huang 2012, Jones et al. 2006, Hagler y Jackson
2001). Luego de la aplicacion de los marcadores, los insectos son recolectados y
analizados para la proteina especifica mediante un ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzima (ELISA) (Blaauw et al. 2016, Jones et al. 2006, Hagler y Jackson
1998, Hagler 1997, Hagler et al. 1992). Esta técnica se caracteriza por ser sencilla,
sensible, de bajo costo y permitir el analisis simultaneo de un importante nimero de
muestras (Bastola et al. 2014, Hagler et al. 2014, Sanders y Carpenter 2014, Huang
2012, Hagler y Jones 2010, Horton et al. 2009, Jones et al. 2006, Hagler y Miller
2002, Hagler y Jackson 2001). EI inmunomarcado fue utilizado de manera eficiente
en el estudio del movimiento de varios grupos de insectos, entre los que se incluyen
diferentes especies de hemipteros fitdéfagos, en diversos cultivos (Blaauw et al. 2016,
Bastola et al. 2014, Hagler et al. 2014, Sanders y Carpenter 2014, Huang 2012, Irvin
et al. 2012, Hagler y Jones 2010, Boina et al. 2009, Horton et al. 2009, Shrestha et
al. 2009, Jones et al. 2006, Hagler y Miller 2002, DeGrandi- Hoffman y Hagler
2000, Hagler et al. 1992). Su uso requiere de algunas precauciones. La eficacia de
los marcadores puede ser alterada por las condiciones ambientales, principalmente
precipitacion y viento (Hagler y Jackson, 2001). Por otra parte, en el procedimiento
de colecta de los insectos es necesario evitar la contaminacién cruzada entre
marcadores y generar resultados falsos positivos (Sanders y Carpenter 2014, Hagler
y Miller 2002).
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Los estudios de ocurrencia estacional de P. guildini realizados en el Noroeste y
Suroeste de nuestro pais (Miguel 2017, Zerbino et al. 2015) sugieren que este insecto
se dispersa entre cultivos de soja (G. max) y alfalfa (M. sativa) segun la fenologia de
los mismos. Sin embargo, estos estudios carecen de la evidencia explicita de este
movimiento. Es objetivo del presente trabajo estudiar la dispersion local entre ambos

cultivos mediante la técnica de inmunomarcado.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Area experimental

El experimento fue realizado en la Estacion Experimental INIA- La Estanzuela,
Colonia (34° 20°18” S, 57° 41°25”> O) en 2014/15. En dos parcelas de 45 por 36 m
(1620 m?) separadas por 2,5 m, en setiembre se sembré M. sativa (CV Chana) y en
diciembre G. max (CV NA5909). En ambos cultivos se realiz6 el manejo de
fertilizacion y herbicidas recomendado. No se realizaron aplicaciones de insecticidas.

3.4.2. Aplicacidn de proteinas

Durante marzo y abril de 2015 (9, 16, 22 y 29 de marzo; 7 y 15 de abril), a partir
del estado de inicio de formacion de vainas de la soja (R3) y hasta semilla
completamente desarrollada (R6) (escala fisiolégica de Fehr et al. 1971), se
realizaron seis aplicaciones de las proteinas marcadoras. Durante el periodo de
estudio, la alfalfa se mantuvo siempre en estado de fructificacion. Para la aplicacién
se utiliz6 una pulverizadora de mochila de presion constante (CO;) con una barra de
aplicacion de seis boquillas (tipo abanico, con angulo de 110°) separadas entre si
50 cm. Las proteinas, utilizadas como antigenos, fueron leche de soja en polvo
(diluida al 10 % en agua) y leche bovina en polvo (diluida al 20 % en agua) sobre los
cultivos de soja y de alfalfa, respectivamente. A los efectos de evitar la
contaminacion cruzada entre las proteinas, la barra de aplicacion y las boquillas se
lavaron con agua durante tres minutos. En las seis semanas de duracidén de este
experimento, no fueron registradas precipitaciones entre el momento de aplicacion de

las proteinas y la ejecucion de los muestreos.
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3.4.3. Colecta de insectos

En ambos cultivos se establecieron dos transectas, separadas por 12 metros, con 7
puntos de muestreo ubicados a 0- 7,5- 15- 22,5- 30- 37,5- 45 m, los cuales se
identificaron con estacas (Figura 3.1). La colecta de insectos se realiz6 con red
entomologica a las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacion de las proteinas. En cada
punto de muestreo se realizaron 20 redadas alrededor de la estaca. Los individuos
colectados se colocaron de manera individual en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml
e identificados de acuerdo al cultivo, la transecta, el punto de muestreo y la fecha.
Posteriormente, se almacenaron -20° C hasta el momento de realizar los analisis para

la determinacion de las proteinas.

2.5 m de pasillo

36m 12m 7.5m
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O Estacas aevaluaren alfalfa

Figura 3.1. Diagrama de la instalacion de parcelas de soja y alfalfa para estudiar la

dispersion de Piezodorus guildinii ente los cultivos en diferentes disntacias (m).

En cada muestreo se utilizaron dos redes entomolodgicas, una en cada cultivo, a
efectos de evitar la contaminacion cruzada entre proteinas. Finalizados los mismos,

las redes entomoldgicas fueron lavadas tres veces con agua y jabén.
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3.4.4.ELISA

Los inmunoensayos se realizaron como ELISA indirectos (Crowther, 2001) segln
la metodologia desarrollada por Jones et al. (2006). En la determinacion del control
negativo se utilizaron insectos de la colonia de cria del Laboratorio de Entomologia
de la Estacion Experimental INIA- La Estanzuela, a los que se les agrego la solucion
del buffer de extraccion. Para las determinaciones de blancos sélo se utilizo el buffer

de extraccion.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron conejo anti-soja (R45254, R-
Biopharm) diluido (1:4000) en StartingBlock (37538, Pierce Biotechnology) para
leche de soja y conejo anti-caseina bovina (ab166596, Abcam) diluido (1:500) en
PBS + 20 % suero bovino (A9647, Sigma-Aldrich) en leche bovina. En ambos
protocolos, como anticuerpo secundario se utilizd burro anti-conejo 1gG (H+L)
(31458, Pierce Biotechnology) diluido (1:8000) en StartingBlock.

En los tubos de microcentrifuga que contenian los insectos colectados, se agregd
1 ml de buffer de extraccion [agua destilada con Tris-solucion salina tamponada
(TBS, pH 8,0) y 0,3 g/L de sodio etilendiamina tetra acetato (EDTA)], y se agitaron
en vortex durante un minuto. Inmediatamente en los pocillos individuales de una
placa de microtitulacion (96 pocillos) se dispensé una alicuota de 80 pl del

sobrenadante y se incubd durante dos horas a 37° C.

En el caso de proteina de leche de soja, los pocillos se lavaron tres veces con
300 ul de PBS + 2,3 g/litro de sulfato dodecyl de sodio (SDS) (PBS-SDS), seguido
por dos veces de 300 pul de PBS. A continuacion, en cada pocillo se agregaron 300 pl
de StartingBlock (37538, Pierce Biotechnology). Cuando el antigeno fue leche
bovina, los pocillos se lavaron cinco veces con 300 pl de solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) + 0,09 % de Triton-X100 (PBST), y luego se afiadieron 300 pul de
PBS + 10% ethanolamina. En ambos casos las placas se incubaron durante una hora
a37°C.

A continuacion, las placas de los dos antigenos se lavaron una vez con 300 pl de

PBST por pocillo y se agregaron 80 ul del anticuerpo primario correspondiente, Yy Se
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incubaron nuevamente. En el caso de la leche de soja, la misma se realiz6 durante 30
minutos a 37° C, mientras que para la leche bovina se efectu6 durante la noche a
4 °C. Posteriormente, los anticuerpos se descartaron y las placas se lavaron cinco
veces con PBST a razon de 300 ul por pocillo. Inmediatamente despues, se
agregaron 80 pl de la dilucion del anticuerpo secundario y durante dos horas se
incubaron a 37° C. Después de descartar el anticuerpo secundario, cada pocillo de las
placas se lavd tres veces con 300 pl de PBS-SDS y luego dos veces con 300 pl de
PBS. Luego, se agregaron 80 ul de TMB (ImmunoPure, kit de sustrato TMB Ultra
34028, Pierce Biotechnology) a cada pocillo.

Finalizado este proceso, las placas con proteina de soja y de leche bovina se
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 10 y 30 minutos,
respectivamente. Para detener la reaccion colorimétrica, posteriormente se agregaron
80 ul de H,SO4 2N en cada pocillo. La densidad Optica (DO) de cada pocillo se
midi6 con un lector de placas de doble longitud de onda a 450 nm usando 490 nm
como patron de referencia (Termo Scientific Multiskan GO Microplate
Spectrophotometer). Todas las lecturas se corrigieron en funcion del valor del buffer
de extraccion (TBS + EDTA) (blanco). Cuando el valor de DO detectado fue mayor
que el doble del control negativo, ese ejemplar fue considerado positivo para la

proteina analizada.

3.4.5. Andlisis de datos

A efectos de determinar el movimiento entre los cultivos, los adultos de
P. guildinii colectados se tipificaron en cuatro categorias de acuerdo a las marcas
detectadas: () residentes, los marcados con la proteina aplicada en el cultivo donde

fueron colectados. (1) Inmigrantes unidireccionales, aquellos que tenian una marca

diferente a la proteina aplicada en el cultivo donde se colectaron. (I11) Inmigrantes

bidireccionales, insectos con marca de ambas proteinas, lo que indica que tuvieron

movimiento entre los cultivos (ida y vuelta). (IV) Sin marca, incluye a los que la

técnica no detectd marca ya sea por que fue muy débil o porque no estaban

marcados.
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El andlisis de los valores medios de colecta de las cuatro categorias, se realizo
mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, dado que son variables discretas,
que tuvieron varianza heterogenea y se encontrd asociacion entre la media y la
varianza (Infostat, 2015). La comparacion de la eficiencia media de marcado (EfM)
de las proteinas se realizé mediante una prueba t (Proc TTES, SAS Institute, 2008).
Las aplicaciones fueron consideradas repeticiones. La EfM de una proteina aplicada
es el cociente entre el nimero total de insectos marcados con la proteina especifica
aplicada en ese cultivo (tMpe) (incluye residentes, movimiento unidireccional y
bidireccional), y la suma del total de insectos colectados en ese cultivo [tC (cultivo)]
mas los insectos inmigrantes en el otro cultivo [InMpe (otro cultivo)] (incluye
inmigrantes con movimiento unidireccional y bidireccional). Por ejemplo, para la
proteina aplicada en alfalfa este célculo seria: tMleche de vaca (total de marcados
con leche de vaca) / ([alfalfa (total colectado en alfalfa) + InMleche de vaca
(individuos marcados con proteina de leche de vaca colectados en la soja]. El analisis
del efecto de los cultivos y de la fenologia de la soja en la colecta de las cuatro
categorias se realiz6 mediante modelos lineales generalizados (PROC Genmod, SAS
Institute, version 9.2). La separacion de medias se realiz6 con una prueba de LSD
con o = 0,05.

En el estudio de la distancia de dispersion sélo se tuvo en cuenta los insectos
inmigrantes con movimiento unidireccional. Se consider6 que la minima distancia
recorrida fue el trayecto desde el punto cero del cultivo donde recibi6 la marca hasta
el punto de colecta. A efectos de determinar si hubo diferencias en la distancia
minima de dispersion por efecto de la fenologia de la soja, se realizo el analisis con
modelos lineales generales (PROC GLM, SAS Institute, version 9.2). El disefio
experimental fue de bloques al azar con dos repeticiones. Los valores de distancia se
transformaron a logaritmo a efectos de corregir la heterogeneidad de la varianza. Las
medias se compararon utilizando la prueba de Tukey-Kramer Honestamente
Significativa (HSD) (P < 0,05).
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3.5. RESULTADOS

Durante las seis semanas de estudio se colectaron 464 adultos de P. guildinii, 298
provenian de la alfalfa y 166 de la soja. EI nimero medio de adultos colectados total,
con y sin marca de las proteinas fue semejante en ambos cultivos (Cuadro 3.1).
Ambos sexos estuvieron representados en proporciones similares (57,3 % fueron
hembras y 42,7 % machos).

Cuadro 3.1. NUmero de adultos medio (+ EEM) de Piezodorus guildinii colectados
en cultivos de alfalfa y soja durante el periodo marzo- abril 2014 (La Estanzuela,
S 34°20° W 57°41°)

Alfalfa Soja N* H? P
Total 49,7+10,8 27,7+4,8 6 2,56 0,1212
Con marca 33,848,5 22,2+3,3 6 1,08 0,3312
Sin marca 15,8+5,7 5,5+1,8 6 2,56 0,1212

! Ntmero de aplicaciones de proteinas
2 Estadistico de Kruskal-Wallis

3.5.1. Eficiencia de marcado

El 72,4 % (336) de los insectos colectados (464) tuvo al menos la marca de una
proteina. Del total de marcados, 273 (148 en alfalfa y 125 en soja) y 63 (55
colectados en alfalfa y 8 en soja) insectos tuvieron una y dos marcas,
respectivamente

La EfM fue mayor con proteina de soja en cinco de las seis aplicaciones
realizadas (Cuadro 3.2). El valor medio registrado (89,1 %) fue significativamente
diferente que el obtenido para caseina bovina (53,6 %) (t = -3,25; gl 10; P = 0,0088).
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Cuadro 3.2. Eficiencia media de marcado (x EEM) de adultos de Piezodorus
guildinii para la caseina bovina y proteina de soja en las distintas

semanas de aplicacion de proteinas (La Estanzuela, S 34° 20° W 57°

41°).

Semana de Estado fenolégico  Caseina bovina Proteina de soja
aplicacion de la soja N EfM (%) N EfM (%)

1 R3 70 22,2 12 100,0

2 R4 51 47,1 30 78,7

3 R5.1 22 64,0 39 84,4

4 R5.3 44 45,7 37 86,0

5 R5.5 89 64,4 34 76,9

6 R6 22 78,3 14 70,8

Promedio 53,6 +8,0a 89,1+3,2b

3.5.2. Movimiento entre cultivos

En soja y alafalfa se registraron las cuatro categorias establecidas (sin marca,
residentes, inmigrantes con movimiento unidireccional y bidireccional). En ambos
cultivos los residentes fueron el grupo mayoritario y los valores registrados fueron
semejantes durante todo el periodo de estudio (x> = 3,49; P = 0,0619) (Cuadro 3.3).
Hubo diferencias entre las aplicaciones (3> = 11,67; P = 0,0396). El nimero de
adultos colectados cuando el cultivo de soja se encontraba en R5.5 (quinta
aplicacion), fue superior al valor obtenido en R3 y R6 (Cuadro 3.3).

El ndmero de insectos medio con movimiento bidireccional fue
significativamente superior en alfalfa (x> = 22,91; P < 0,0001). Estas diferencias
fueron debidas a los valores registrados cuando la soja se encontraba en R5.3 y R5.5

(cuarta y quinta aplicacién de proteinas; Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3. NUmero de adultos de Piezodorus guildinii medio (+ EEM) de las
distintas categorias colectados en cultivos de alfalfa y soja de acuerdo al estado
fenoldgico de la soja (La Estanzuela, S 34°20° W 57° 41°).

Semana Estado
Categoria de fenolégico  N? Alfalfa Soja
aplicacion  de la soja
1 R3 14 0,79+0,33 a Al 0,71+0,32 a A
2 R4 14 1,29+0,29ab A 1,50+0,40 ab A
3 R5.1 14 0,79+0,35ab A 1,93+0,56 ab A
Residentes 4 R5.3 14 0,71+0,27ab A 2,07+0,62 ab A
5 R5.5 14 2,14+0,45b A 1,71+0,48 b A
6 R6 14 0,64+0,17a A 0,93+0,53a A
Promedio 6 1,06+0,23 A 1,48+0,22 A
1 R3 14 0,21+0,011aA 0,14+0,10a A
2 R4 14 0,43+0,17a A 0 aA
Inmigrantes 3 R5.1 14 014+#0,10aA 021+0,15aA
bidireccionales 4 R5.3 14 064+025aB  0,14+0,14a A
(iday vuelta entre
) 5 R5.5 14 1,93+0,55aB 0,07+0,07 a A
los dos cultivos)
6 R6 14 0,57+0,25a A 0 aA
Promedio 6 0,66+0,27 B 0,10+0,04 A
1 R3 14 1,00+0,38a A 0 aB
2 R4 14 0,79+0,33a A 0 aB
Inmigrantes 3 R5.1 14 029+022aA O aB
unidireccionales R5.3 14 079+033aA 0 aB
(traslado de un
) 5 R5.5 14 1,21+0,33a A 0 aB
cultivo al otro)
6 R6 14 0,14+0,09a A 0,07+0,07 a B
Promedio 6 0,70+0,17 B 0,01+0,01 A

! En cada categoria, Medias seguidas por la misma letra mindscula para las columnas

y mayusculas para las filas no son significativamente diferentes basado en el

estadistico de maxima verosimilitud (P< 0,05).

2 NUmero de muestreos.
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El movimiento unidireccional sélo varié en funcién del cultivo (x> = 46,30;
P <0,0001). EI movimiento predominante fue desde la soja hacia la alfalfa, sélo se
registré desplazamiento desde este cultivo a la soja cuando ésta se encontraba en R6

(sexta aplicacion de proteinas) (Cuadro 3.3).

3.5.3. Distancia

En la Figura 3.2 que se presenta la frecuencia media de colecta de adultos de
P. guildinii con movimiento unidireccional (desde soja a alfalfa) en las diferentes
distancias, se aprecia que hubo una tendencia a que la proporcion de adultos
colectados disminuya desde los 2,5 m hasta los 25 m y nuevamente aumente hasta
los 40 m. EIl valor registrado a 25 m fue significativamente menor que el de las

restantes distancias, con excepcién de 47,5 m.
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Figura 3.2. Frecuencia de colecta de adultos de Piezodorus guildinii con movimiento
unidireccional (desde soja a alfalfa) en las diferentes distancias (La Estanzuela, S 34°
20° W 57°41°).

La distancia de dispersion media fue de 17,4 metros, con un minimo y maximo

de 2,5 y 47,5 metros, respectivamente (Cuadro 3.4). Los valores registrados en las
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distintas aplicaciones de proteinas fueron similares entre si (Fss= 1,93; P = 0,2435).
Los adultos con movimiento bidireccional recorrieron en promedio una distancia

minima de 30,71 metros.

Cuadro 3.4. Minima distancia media de dispersion (x EEM) de adultos de
Piezodorus guildinii desde la soja hacia la alfalfa en distintos estados fenoldgicos de
la soja (La Estanzuela, S 34°20° W 57°41°).

Semanade  Estado fenoldgico Total _ ) _
aplicacion de la soja colectado Distancia media
1 R3 14 30,9+59a"
2 R4 11 119+56a
3 R5.1 4 88+88a
4 R5.3 11 23,1+56a
5 R5.5 17 245+24a
6 R.6 5 50£50a
Promedio 174+42

"Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente para la prueba de
Tukey-Kramer (HDS) (P < 0,05).

3.6. DISCUSION

La técnica de inmunomarcado, utilizada en adultos de P. guildinii silvestres en
cultivos de soja y alfalfa, permitié determinar los patrones de movimiento entre
ambos cultivos. La dispersion de las poblaciones de hemipteros desde un hospedero a
otro fue reportada previamente, aunque generalmente los movimientos fueron
inferidos por las capturas temporales en diferentes cultivos (Tillman et al. 20009,
Tillman 2006, Panizzi et al. 1980).

Dado que la técnica de inmunomarcado es relativamente nueva, la mayoria de los
estudios de dispersion de pentatomidos utilizaron el método de marca-liberacion-
recaptura con poblaciones de insectos provenientes de cria en laboratorio (Blaauw et
al. 2016, Huang 2012, Tillman et al. 2009, Tillman 2006, Costa y Link 1982, Panizzi

et al. 1980). Jones et al. (2006) consideran que con el método de marca-liberacion-
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recaptura, la tasa de recaptura, en general, es muy baja y ademas tiene el
inconveniente que la liberacion de todos los individuos marcados se realiza desde un
solo sitio, por lo que se analiza el comportamiento de la dispersion de manera
sesgada. En la actualidad, la técnica de inmunomarcado es el método menos sesgado
y que determina con mayor precision la circulacion directa de los insectos entre las
diferentes especies vegetales (Jones et al. 2006).

El porcentaje de individuos marcados registrado fue similar a los valores
obtenidos con otros pentatdémidos en otros sistemas agricolas donde se utilizé la
misma técnica. En este estudio el 58,8 % del total de los adultos capturados
estuvieron marcados con una proteina y el 13,6 % con dos proteinas. Blaauw et al.
(2016) cuando estudiaron los patrones de movimiento y distribucion de
Halyomorpha halys Stal en el cultivo de duraznero, reportan valores de 53,8 % y
9,5%, con una y dos proteinas respectivamente. Huang (2012) en el cultivo de
algodén determind que el 57,3 % de los pentatdmidos fitéfagos tenia al menos una
marca y el 23,6 % dos.

La EfM promedio fue superior con la proteina de soja. Si se considera que ambas
proteinas marcadoras son similares, las diferencias en la arquitectura de las plantas
de la soja y la alfalfa explicarian este resultado. Las hojas de soja (donde se aplicd
proteina de soja) tienen un tamafio méas grande que las de alfalfa (a las que se aplicé
leche bovina), esto pudo permitir que los insectos se contaminaran con mayor
facilidad (Boina et al. 2009, Jones et al. 2006). Por el contrario, Huang (2012)
determin6 menores EfM en soja y algoddn que en mani. Este autor, a partir de estos
resultados, hipotetizO que los insectos en cultivos con hojas pequefias y de
crecimiento mas postrado se encuentran mas expuestos. Las discordancias en estos
resultados podrian deberse a diferencias de comportamientos de las distintas especies

hemipteros fitofagos estudiados.

La técnica de marcacion permitio determinar los patrones de dispersion local de
adultos de P. guildinii entre los cultivos de soja y alfalfa. De acuerdo a los resultados
obtenidos, una gran proporcion permanece en el cultivo que colonizan en una
primera instancia. Los adultos que se movilizan pueden realizar movimientos uni o

bidireccionales. En las condiciones de manejo del experimento, donde la alfalfa
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permanecio en estado de fructificacion, los adultos que colonizaron este cultivo no se
desplazaron hacia la soja, como era lo esperado. En base a esta informacién, se puede
inferir que el insecto prefiere las vainas inmaduras de alfalfa a las de soja cuando
tiene disponibilidad de ambos alimentos. Zerbino et al. (2015) establecieron que la
alfalfa es la planta hospedera preferida.

La distancia de vuelo de los pentatdmidos, asociado con el paisaje agricola, es un
aspecto poco estudiado a nivel mundial (Huang 2012, Ehler 2000). La minima
distancia media de dispersién de los adultos de P. guildinii (17,4 m) fue similar a la
determinada por Huang (2012) (13,7 m). La mayor proporcién de los adultos recorrid
distancias menores a 17,5 m. Tillman et al. (2009) establece que la distancia de
dispersion de los pentatomidos varia en funcion de la cercania o lejania del alimento.
Si bien la mayor distancia minima de dispersion fue de 47,5 m es importante
considerar que fue el largo de la parcela, por lo que en futuros estudios seria
necesario evaluar distancias mayores. Si bien los valores de minima distancia media
de dispersion registrados fueron semejantes en las seis evaluaciones realizadas, es
importante destacar que los valores variaron entre 5,0 + 5,0 y 30,94 £+ 5,94 m. Para
corregir esta variacion, en futuros trabajos se deberia incrementar el nimero de
transectas.

El conocimiento de la dispersion local en un predio es un elemento esencial para
entender el comportamiento del insecto y asi poder desarrollar estrategias de manejo
(Huang, 2012). Los resultados obtenidos en este trabajo son un aporte para el
desarrollo de estrategias de manejo de P. guildinii. Es necesario confirmar si la
alfalfa en las condiciones de manejo realizadas en este experimento disminuye la
colonizacidn del insecto en el cultivo de soja. Esto permitiria recomendar la siembra

de una franja de alfalfa a una distancia aproximada del cultivo de soja menor a 17 m.

3.7. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, inéditos en el pais, demostraron que la técnica de
inmunomarcado es una herramienta atil para medir la distancia de dispersion y
caracterizar los movimientos de P. guildinii en el paisaje agricola de nuestro pais.

Los adultos pueden realizar movimientos uni o bidireccionales. La menor y mayor
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distancia minima de dispersion fueron 2,5y 47,5 m, respectivamente, con una media
de 17,4 m. Los movimientos desde la soja hacia la alfalfa fueron predominantes, por
lo que se puede establecer que la siembra de una faja de alfalfa que permanezca en
fructificacion durante los estados reproductivos de la soja puede ser una tactica
efectiva para disminuir la colonizacion del insecto en este cultivo. La técnica de
inmunomarcado demostré ser sensible y sencilla, por lo que tiene potencial para ser

utilizada en el estudio de otros sistemas planta-insectos.
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ANEXOS

Cuadro 3.4. Estadistico de Maxima Verosimilitud de los efectos cultivo (C), semana
(S) e interaccion (C*S) para el nimero de adultos colectados de las categorias

residentes e inmigrantes con movimiento unidireccional y bidireccional (La
Estanzuela, S 34°20° W 57°41°).

Fuente de Gl _ Inmigrantes Inmigrantes
o Residentes o o
Variacion bidireccionales unidireccionales
X2 P X2 P x2 P
C 1 3,49 0,0619 22,91 <0,0001 46,30 <0,0001
S 5 11,67 0,0396 6,19 0,2881 1,29 0,9357
C*S 5 6,59 0,2530 15,40 0,0088 6,28 0,2800
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4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La informacion generada amplia el conocimiento sobre la bioecologia de
Piezodorus guildinii (Westwood) en Uruguay y es un aporte para el desarrollo de
estrategias de manejo del insecto. Esta especie es considerada una de las plagas
primarias de los sistemas de produccion agricola-pastoriles del pais. Es el
pentatomido fitéfago mas abundante en semilleros de leguminosas forrajeras
(fundamentalmente alfalfa) y del cultivo de soja, en el que causa dafios de magnitud
(Zerbino et al. 2016, 2014, Zerbino 2010, 2009, 2007, Ribeiro et al. 2009, Ribeiro y
Castiglioni 2009, Castiglioni 2004, Ribeiro 2007, 2004, Zerbino y Alzugaray 2003).
A pesar de su importancia econémica a nivel nacional, el conocimiento sobre la
estrategia de supervivencia y la secuencia de plantas hospederas utilizadas en algunas
regiones del pais era insuficiente, y el patron de movimiento entre cultivos era

desconocido.

Con los estudios realizados fue posible conocer para el Noroeste del pais, la
ocurrencia estacional del insecto en distintas especies vegetales y la estrategia de
supervivencia cuando las condiciones ambientales son desfavorables; asi como el
patron de movimiento de los adultos entre cultivos de alfalfa y soja, y se pudo
establecer cudl es el huésped alternativo mas importante en la historia de vida del

insecto.

En el Noroeste de Uruguay (Latitud S entre 32° 01' y 33° 02'; Longitud W entre
57° 50" y 57° 24", cuando el cultivo de soja esta ausente, es posible encontrar a
P. guildinii en al menos 15 especies vegetales y cuatro sitios de hibernacion, de los
que se destacan las leguminosas forrajeras (Medicago sativa L., Lotus corniculatus
L.), Pittosporum undulatum Ventenat, Cotoneaster salicifolia Franch. y la hojarasca
de Eucalyptus sp., porque son los habitats donde el insecto es mas abundante y su

presencia se registra durante periodos méas prolongados.

Cotoneaster pannosus Franch., C. salicifolia, Quercus ilex L., Q. robur L., Q.
suber L., Lithraea molleoides (Vell.) Engl. y Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk.
son nuevos reportes para la especie a nivel regional (Smaniotto y Panizzi 2015,
Batistella y Dal’Col 2014, Zerbino 2014, Chiaradia 2010, Garlet et al. 2010, Souza-
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Bunde et al. 2010, Panizzi 1985, Panizzi y Slansky 1985b, 1985c, Fraga y Ochoa
1972).

La relacion entre las plantas huéspedes y asociadas, sitios de hibernacion y la
colonizacion al cultivo de soja varia en funcién de la zona geogréfica y el
agroecosistema considerado (Panizzi, 1997). A partir del conocimiento de la
ocurrencia estacional es posible inferir la sucesion de plantas y de sitios de
hibernacion que son colonizados durante un afio por las distintas generaciones de
P. guildinii en el Noroeste. Después de la cosecha de soja, ninfas mayores y adultos
se dispersan hacia las leguminosas forrajeras, fundamentalmente alfalfa. En la mitad
del otofio; los adultos se desplazan hacia las plantas perennes (arbdreas) y en menor
medida a los sitios de hibernacion. En estos ultimos, los adultos permanecen hasta la
mitad del invierno, y al final de esta estacion comienzan los movimientos hacia la
alfalfa en un primer momento y luego hacia otras leguminosas forrajeras donde se
reproducen y dan origen a la generacion que coloniza el cultivo de soja cuando éste
inicia la fase reproductiva. En la region de estudio las ninfas estan ausentes durante
tres meses (junio-agosto), mientras que en el Suroeste este periodo fue de cinco

meses (junio-octubre) (Zerbino et al., 2015).

Numerosos estudios sefialan que la diapausa en estado adulto es la estrategia de
supervivencia de los hemipteros cuando los factores bioticos y abidticos son
desfavorables. Los insectos registran cambios en el tamafio, la forma y la coloracién
del cuerpo como consecuencia de las variaciones en el fotoperiodo y la temperatura
(Zerbino et al. 2015, 2014, Musolin 2012, Niva y Takeda 2003, Musolin y Numata
2003, Chocorosqui y Panizzi 2003, Mourdo y Panizzi 2002, Nakamura y Numata
1997, Kobayashi y Numata 1995, Hodek y Hodkova 1993, Albuquerque 1993, 1989,
Denlinger 1986, Ito 1985, Ali y Ewiess 1977, McPherson 1974). En la region de
estudio desde fines del otofio y durante el invierno, cuando la duracion del dia es
igual o menor a 11 h, los adultos permanecen en estado de diapausa con acumulacion
de reservas energéticas (lipidos), estructuras reproductivas inmaduras, menor tamafio
del cuerpo, coloraciones claras de la banda del pronoto (hembras) y del conectivo

(ambos sexos). ElI cambio de color observado en los machos debe ser confirmado en
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condiciones de laboratorio. Este trabajo complementa la informacion obtenida por
Zerbino et al. (2015) en el Suroeste del pais. De acuerdo a los resultados obtenidos
en ambas regiones se puede establecer que, en las condiciones climaticas de nuestro
pais, este insecto pasa el invierno en estado adulto sin reproducirse. A pesar de que
ambos trabajos se realizaron en distinto momento, la comparacion de los resultados
(periodos de ausencia de ninfas, porcentaje de hembras y machos con aparato
reproductor inmaduro) permite plantear la hipétesis de que la diapausa en el
Noroeste es mas corta y menos intensa que en el Suroeste. Es importante sefialar que
en este estudio, en la colecta de adultos en la alfalfa sélo se utilizd la red
entomolodgica, mientras que Zerbino et al. (2015) en los muestreos realizados en
invierno en esta especie vegetal necesito utilizar el marco de hierro, porque los
adultos se encontraban protegidos en el suelo y era imposible realizar la colecta con
red entomoldgica. Esta diferencia indicaria que durante la diapausa el insecto en el

Noroeste es mas activo.

En el contexto del manejo de plagas, el conocimiento de la ecologia del paisaje
agricola tiene como objetivo entender como poblaciones de insectos plaga y
enemigos naturales utilizan los parches adyacentes como habitat, y de esta manera
poder idear estrategias de manejo a nivel del paisaje o de predios (Ehler, 2000). Para
ello es necesario conocer, entre otras cosas, la dispersion local. Durante muchos
afios, hasta que se ajustd la técnica de inmunomarcado (Jones et al., 2006), la
dispersion de los pentatémidos fitéfagos entre cultivos se dedujo por muestreos
repetidos y analisis espacio-temporales (Ehler, 2000).

La dispersion local de P. guildinii en un paisaje agricola mixto (soja-alfalfa) se
estudio por medio de la técnica de inmunomarcado. Este método, que permite el
marcado de los insectos silvestres, se caracteriza por ser sensible, economico y
ecologicamente seguro (Jones et al.,, 2006). Tiene como inconveniente que las
condiciones ambientales, fundamentalmente viento y precipitaciones afecta los
resultados. Las precipitaciones disminuyen la residualidad de los marcadores de
proteinas en el campo (Boina et al. 2009, Jones et al. 2006). En las seis semanas de

duracion de este experimento, no se registraron precipitaciones entre el momento de
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aplicacion de las proteinas y la ejecucién del segundo muestreo a las 48 horas. Por lo
que en este estudio no hubo interferencias ambientales en la determinacién de las
proteinas. La durabilidad en el campo de las proteinas utilizadas como marcadores no
se analizd en este trabajo, sin embargo, ha sido reportado que los marcadores leche
bovina y leche de soja podrian ser detectados hasta 30 y 20 dias después de la
aplicacion, respectivamente (Boina et al., 2009).

Es la primera vez que en nuestro pais se realiza un estudio que evidencia el
movimiento de este insecto. La técnica de inmunomarcado prob6 ser una herramienta
con gran potencial de uso en estudios de movimientos de hemipteros a nivel de
paisaje y de predio. Los valores de eficiencia de marcado obtenidos concuerdan con
los reportados en otros estudios que consideraron otras especies vegetales y otros
insectos (Blaauw et al. 2016, Bastola et al. 2014, Huang 2012, Boina et al. 2009,
Jones et al. 2006). La especie vegetal demostrd tener efectos en la eficiencia de
marcado. Si bien esto puede ser debido a la arquitectura de las plantas, es necesario

profundizar sobre este aspecto en futuros estudios.

Los adultos de P. guildinii entre los cultivos de soja y alfalfa tienen tres patrones
de movimiento: bidireccionales, unidireccionales y aquellos que permanecen en la
especie vegetal que colonizan inicialmente. Con el objetivo de determinar el
movimiento de colonizacion hacia el cultivo de soja, durante el periodo de estudio no
se realizaron cortes en la alfalfa, por lo que permanecio siempre en el estado de
fructificacion. De esta manera la variabilidad fenoldgica solamente estuvo dada
desde el cultivo de soja. Contrariamente a lo esperado, la inmigracion total fue
significativamente mayor desde la soja a la alfalfa. Los adultos registraron una
minima distancia de dispersion promedio de 17,4 m. Este valor es semejante al

establecido por Huang (2012) en Estados Unidos para la misma especie.

En Uruguay P. guildinii dispone de alimento todo el afio dado que en los sistemas
agricola-pastoriles conviven las leguminosas forrajeras y el cultivo de soja (Zerbino
et al., 2015). El conocimiento de la ecologia del paisaje de los hemipteros fitofagos
es importante para comprender el rol temporal y espacial que tienen las plantas

huéspedes en la historia de vida del insecto (Zerbino et al. 2015, Zerbino 2014,
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Pilkay 2013, Huang 2012, Panizzi y Parra 2009, Panizzi y Silva 2009, Panizzi 2007,
2000, 1997, Ehler 2000). Los resultados de esta tesis y los obtenidos por Zerbino
etal. (2016, 2015) indican que en nuestro pais la alfalfa es la principal planta
huésped de P. guildinii. En el Noroeste y Suroeste, en esta especie vegetal los adultos
residen précticamente todo el afio y desarrollan poblaciones de gran magnitud
(Miguel 2017, Zerbino et al. 2016, 2015). Las vainas inmaduras de alfalfa tienen una
adecuada aptitud nutricional para el desarrollo de P. guildinii. Las ninfas se
desarrollan y su mortalidad es menor que en otras leguminosas forrajeras, y la
longevidad de los adultos y su desempefio reproductivo es similar a los que se
alimentan con vainas inmaduras de soja (Zerbino et al., 2016). Por lo anteriormente
expuesto, la alfalfa es la especie vegetal en la cual se deben realizar los estudios que
tengan por objetivo desarrollar tacticas de manejo que eviten o disminuyan la

colonizacion de la soja.

Zerbino (2014) establecio que a efectos de reducir el dafio ocasionado por
P. guildinii en el cultivo de soja, es necesario implementar un manejo del insecto que
incluya tacticas que minimicen el movimiento de los individuos entre cultivos
adyacentes. Para ello es imprescindible planificar los paisajes agricolas, de modo de
evitar que especies vegetales que favorezcan el desarrollo de poblaciones
importantes sean vecinas, o de lo contrario utilizar estas especies vegetales como
trampa para realizar controles localizados. La informacion obtenida en el estudio de
dispersion sugiere que cultivar una franja de alfalfa que permanezca en estado de
fructificacion durante el periodo reproductivo de la soja a una distancia menor a
17 m, minimizaria la colonizacién del insecto a la soja, pero es imprescindible
confirmar los resultados obtenidos. Al mismo tiempo es necesario establecer si las
ninfas de cuarto y quinto estadio tienen el mismo patron de movimiento que los

adultos.

4.1. CONCLUSIONES

La informacion obtenida en esta tesis es una contribucion para el desarrollo de un

programa de manejo holistico, eficiente y ecologicamente compatible de P. guildinii.
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En la region Noroeste de Uruguay, desde fines de otofio y durante el invierno, los
adultos que se desplazan hacia plantas asociadas u ocupan sitios de hibernacién, se
encuentran en estado de diapausa, mostrando caracteristicas particulares como la
acumulacién de reservas energéticas (lipidos), 6rganos reproductivos inmaduros,
menor tamario del cuerpo y coloraciones mas claras del conectivo en ambos sexos y

de la banda del pronoto en las hembras particularmente.

Los adultos de P. guildinii mostraron tres patrones de movimiento:
bidireccionales, unidireccionales y los que permanecen en la especie vegetal que
colonizan inicialmente. La técnica de inmunomarcado por su sensibilidad y sencillez
probo ser adecuada para el estudio de los movimientos de insectos a nivel de paisaje

agricola y de predio.

Se confirm6 que en nuestro pais la alfalfa es la principal planta huésped del
insecto, por lo que debe ser la especie vegetal en la cual habria que concentrar
esfuerzos para desarrollar tacticas de control que impidan o disminuyan la
colonizacidn de la soja. La presencia de una faja de alfalfa en estado de fructificacién
préxima a un cultivo de soja (17 m) durante el periodo reproductivo del cultivo es
una téactica que permitiria disminuir la colonizacion de los adultos de P. guildinii en

la soja.
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6. ANEXOS

Cuadro 6.1. Plantas cultivadas y no cultivadas asociadas con Piezodorus guildinii

(Westwood) en el Neotropico. Los numeros entre paréntesis indican referencias

bibliogréaficas al final de la tabla.

Plantas (Familia/Especies) hl:léasrg)ts q ir?c?i?jiesrt\rtgl Bibliografia
Amaranthaceae

Hebanthe eriantha (Poir.) Pederson X 2
Anacardiaceae

Lithraea molleoides (Vell.) Engl. X 1)
Apiaceae

Foeniculum vulgare Mill. X 2
Aquifoliaceae

Illex paraguarienses A.St.-Hil. X (5)
Asteraceae

Bidens pilosa L. X 2
Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera X (6)
Helianthus annuus L. X 2
Bignoniaceae

Adenocalymma comosum (Cham.) DC. X 2
Catalpa bignonioides Walter X 4)
Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers X 2
Brassicaceae

Brassica napus L. X (2
Raphanus sativus L. X 2
Cactaceae

Peireskia aculeata Mill. X 2
Cucurbitaceae

Sechium edule (Jacg.) Sw. X 2
Euphorbiaceae

Ricinus communis L. X 2
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Plantas (Familia/Especies) hl:léasrg)ts q ir?c?i%iesrtlrtgl Bibliografia
Fabaceae

Acacia melanoxylon R. Br. X 4
Cajanus cajan (L.) Millsp. X (2)
Crotalaria brevidens Benth. X (10)
Crotalaria lanceolata E. Mey. X (2)
Crotalaria pallida Aiton X (10)
Desmodium intortum Mill. Urb X 2
Desmodium uncinatum Jacq. DC. X 2
Glycine max (L.) Merr. X 1,24
Indigofera hirsuta L. X 2
Indigofera endecaphylla Jacq. X 2
Indigofera suffruticosa Philip Miller X 2
Indigofera truxillensis Kunth X 2
Lablab purpureus L. (Sweet) X (12)
Lens culinaris Medikus X 2
Lotononis bainesii Baker X 2
Lotus corniculatus L. X 1,24
Lupinus albus L. X 2
Lupinus angustifolius L. X 2
Lupinus luteus L. X 2
Medicago polymorpha L. X 2
Medicago sativa L. X 1,2, 4)
Phaseolus vulgaris L. X 2
Pisum sativum L. X (2)
Sesbania aculeata (Willd.) Pers. X (8)
Trifolium pratense L. X 1,2,4)
Trifolium repens L. X (1,2, 4)
Vicia sp. X (2)
Vicia sativa L. X 2
Vigna unguiculada (L.) Walp. X (11)

92



Plantas (Familia/Especies) hl:léasrg)ts q ir?c?i?jiesrt\rtgl Bibliografia
Fagaceae

Quercus ilex L. X 1)
Quercus robur L. X 1)
Quercus suber L. X 1)
Lauraceae

Nectandria sp. X 2
Linaceae

Linum usitatissimum L. X 2
Malvaceae

Gossypium hirsutum L. X 2
Melastomataceae

Micanea cinerascens Miq. X (6)
Myrtaceae

Eucalyptus sp. X 1,4
Eugenia uniflora L. X (1,2,4,6)
Eugenia pungens O. Berg X 4)
Myrciaria tenella (D. C.) O. Berg X 2
Psidium sp. L. X 4)
Nyctaginaceae

Bougainvillea glabra Choisy X 2
Oleaceae

Ligustrum lucidum Ait. X (2,4)
Ligustrum sp. X 1)
Phytolaccaceae

Phytolacca dioica L. X (2
Pittosporaceae

Pittosporum undulatum Vent. X 1, 4)
Poaceae

Cynodon dactylon (L.) Pers. X 1, 4)
Lolium multiflorum Lam. X 4
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Plantas (Familia/Especies) hl:léasrg)ts q ir?c?i%iesrtlrtgl Bibliografia
Poaceae Cont.

Phylllostachys sp. X 1,4
Sorghum bicolor L. (Moench) X 4)
Zeamays L. X 4
Proteaceae

Grevillea robusta A. Cunn X 4)
Rosaceae

Cotoneaster lacteus Franch. X 4)
Cotoneaster pannosus Franch. X 1)
Cotoneaster salicifolia Franch. X 1)
Fragaria ananassa Duch. X 2
Rubus sp. X 3)
Rubiaceae

Coffea arabica L. (1) X 9)
Sapindaceae

Serjania fuscifolia Radlk. X 2
Solanaceae

Solanum mauritianum Scop. X (6)
Solanum viarum Dunal X @)
Sapotaceae

Pouteria salicifolia Spreng. (Radlk.) X 1)
Violaceae

Anchietea salutares A. St. Hil. X 2
Hybanthus atropurpureus A. St. Hill. X 2

(1) Miguel 2017, (2) Smamiotto y Panizzi 2015, (3) Batistela y Dal’Col 2014, (4)
Zerbino 2014, (5) Chiaradia 2010, (6) Garlet et al. 2010, (7) Souza-Bunde et al.
2010, (8) Panizzi 1985, (9) Panizzi y Slansky 1985b, (10) Panizzi y Slansky 1985 c,

(11) Fraga y Ochoa 1972
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