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RESUMEN

Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) es el hemiptero fitofago que causa las
mayores pérdidas econémicas en el cultivo de soja en Uruguay, porque es la especie
mas abundante, y la que causa los mayores dafios. Para implementar programas de
manejo holisticos es necesario comprender como los factores biodticos y abioticos
determinan la estacionalidad de los insectos. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar
los efectos del fotoperiodo, de la temperatura y de distintos alimentos en la biologia y
en el desarrollo de adaptaciones y respuestas inducidas de P. guildinii. Los resultados
indican que el alimento (disponibilidad y calidad), y las condiciones de la
fotoperiodo y temperatura son fundamentales en la regulacion de su estacionalidad.
Entre 33° 55"y 34° 17" de Latitud S se registrd su presencia en 15 especies vegetales
y cinco sitios de hibernaciéon. En leguminosas forrajeras fueron colectados adultos y
ninfas, mientras que en plantas perennes y sitios de hibernacion sélo adultos. En
alfalfa los adultos estuvieron presentes casi todo el afio. Este insecto alimentado con
vainas inmaduras de alfalfa tuvo mejor desempefio (menor mortalidad de ninfas,
adultos mas longevos y $ con un rendimiento reproductivo superior) que en las otras
leguminosas forrajeras, lo que demuestra que es una planta huésped importante en la
historia de la vida. Los resultados de los ensayos de laboratorio y del relevamiento de
campo indican que cuando la fotofase es <12 h y la temperatura se encuentra por
debajo de 20 °C, un alto porcentaje de adultos se encuentra en estado de diapausa
reproductiva, con acumulacion de reserva energéticas, organos reproductivos
inmaduros, tamafio del cuerpo mas pequefio, con menor frecuencia en la actividad
alimentaria, y @ con coloracion de la banda del pronoto y del conectivo mas clara.
En la region de estudio, la alfalfa es el cultivo en el que se deben concentrar los
esfuerzos para desarrollar tacticas de manejo eficientes a ser aplicadas durante la

primavera, de modo de impedir el desarrollo de la poblacién que coloniza la soja.

Palabras clave: Piezodorus guildinii, alimento, fotoperiodo, temperatura, diapausa
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SUMMARY

ADAPTATION AND INDUCED RESPONSE OF PIEZODORUS GUILDINII
(Westwood, 1837) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) TO SEASONAL
VARIATIONS: Effect of the photoperiod, temperature and food on the biology,
physiology and phenology

Piezodorus guildinii (Westwood) is the hemipteran phytophagous that may cause
major economic losses in the soybean crop in Uruguay, because it is the most
abundant species, and causing major damage. To implement holistic pest
management programs, it is necessary to understand how the biotic and abiotic
factors influence on the seasonality of this insect. This research had as objective to
evaluate the effects of photoperiod, temperature, and different foods in the biology
and in the development of adaptations and induced responses of P. guildinii. Results
allowed to establish that the food (availability and quality), and the photoperiod and
temperature conditions are critical in regulating the seasonality of P. guildinii.
Between 33 © 55 'and 34 ° 17' S latitude, P. guildinii was recorded on 15 plants
species and on five niches of hibernation. In forage legumes adults and nymphs were
collected, while in perennial plantas and winterniches only adults were captured. In
alfalfa adults were present almost the entire year. This insect fed on immature pods
alfalfa had better performance (lower nymphs’ mortality, higher adult longevity, and
Q@ with reproductive performance) than other forage legumes, demonstrating that
alfalfa is an important host in life history. Laboratory results and field survey
indicate that when photophase is <12 h and the temperature is below 20 °C, a high
percentage of adult enters in reproductive diapause; they accumulate energy reserves,
show immature reproductive organs and smaller body size, present less frequent food
activity, and @ show clear coloration of the pronotum band and of the connexivum.
Results suggest that alfalfa is the cropt on which efforts should be concentrated in
order to develop efficient management tactics to be applied during spring; this should
prevent the development of stink bug populations that will colonize the soybean.

Keywords: Piezodorus guildinii, food, photoperiod, temperature, diapause
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. JUSTIFICACION

El complejo de hemipteros fitéfagos, conocido vulgarmente como chinches, es
el grupo de insectos que tiene el mayor potencial de causar pérdidas economicas en
el cultivo de soja en el Uruguay. Los dafos que producen en los tejidos vegetales
resultan de la frecuencia de introduccion de los estiletes y de la duracion del periodo
de alimentacion, asociados a las secreciones salivales que producen durante el
periodo de alimentacion las cuales pueden ser toxicas y causar necrosis (Panizzi,
2000). Como resultado de su alimentacion, pueden inutilizar las semillas, o reducir
su viabilidad dando origen a plantulas de escaso vigor, también afectan la produccion
de grano, pueden alterar el contenido de aceite y proteina, y afectar el metabolismo
de las plantas impidiendo una maduracion adecuada (Panizzi, 2000). En nuestro
pais, las especies presentes en este cultivo son Piezodorus guildinii (Westwood),
Nezara viridula (L.), Dichelops furcatus (Fabr.) y Edessa meditabunda (Fabr). De
todas ellas, la de mayor importancia econdmica es P. guildinii, porque es la mas
abundante (Zerbino, 2007, 2009, 2010; Zerbino et al., 2010) y la que causa los
mayores dafios en la superficie y profundidad de los granos (Depieri y Panizzi,

2011).

Los hemipteros fitéfagos presentes en el cultivo de soja tienen algunas
caracteristicas que dificultan su manejo. Causan dafios econémicos aun en bajas
densidades. Como consecuencia de la dispersion de adultos se puede producir un
aumento rapido de las poblaciones, por lo que es frecuente la necesidad de realizar
aplicaciones adicionales de insecticidas para mantener las poblaciones debajo de los
niveles de dafio. A estas caracteristicas se suma su tolerancia intrinseca a los
principios activos que son comunmente utilizados, por lo que las opciones con
probada eficiencia son escasas (Corso y Gazzoni, 1998; Gazzoni, 2012; Panizzi,

2013).

Estos insectos, exploran 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. En primavera-
verano, se alimentan y crian en plantas cultivadas. Posteriormente, durante el otofio,
a medida que los cultivos de soja maduran y son cosechados, se dispersan hacia
plantas hospederas que pueden ser cultivadas o silvestres, en las cuales pueden o no
alimentarse y reproducirse. Finalmente, en el invierno cuando el ambiente es
desfavorable pueden permanecer en ellas o ir a ocupar otros sitios de hibernacion

(Panizzi y Parra, 2009).

Para poder implementar programas de manejo, holisticos, eficientes y
ecologicamente compatibles, es necesario comprender los factores bidticos y
abidticos involucrados en la estacionalidad de estos insectos. Es necesario conocer
las plantas que utilizan para el desarrollo de las distintas generaciones y la secuencia
en que las colonizan; en qué momento se produce la dispersion desde y hacia las
plantas cultivadas y cudl es la performance de las ninfas y los adultos sobre las
mismas. Los pardmetros bioldgicos como la duracion del estado de ninfa, la
supervivencia, la longevidad de los adultos y producciéon de huevos son
extremadamente variables con las distintas especies vegetales, por lo que indican
diferencias en la calidad del alimento ingerido (Panizzi, 1997; Panizzi y Parra, 2009).
Como consecuencia de la distribucion geografica de las especies vegetales, las
poblaciones locales de hemipteros tienen habitos de alimento especificos, razon por
la cual informacion validada para determinada localidad puede ser inadecuada para
otra (Panizzi, 1997). Por ello que es necesario realizar estudios locales para conocer
los huéspedes alternativos y establecer las secuencias de plantas huéspedes utilizadas
por cada especie de hemipteros en una localidad determinada, que debe ser
totalmente comprendida considerando los factores abidticos como régimen
pluviométrico, el fotoperiodo y el rango de temperaturas favorables que permita la
reproduccion (Panizzi y Parra, 2009). Con estos estudios se puede establecer cual es
la especie vegetal mas importante en la historia de vida del insecto, de manera de
concentrar en los esfuerzos para desarrollar tacticas de manejo que mitiguen el

impacto de las chinches en los cultivos de soja.



El conocimiento sobre la ecologia de P. guildinii a nivel internacional (Antonio
Panizzi, 2010 com. pers.) y nacional es reducido (Ribeiro et al., 2009; Zerbino et al.,
2010). Se desconoce la estrategia de sobrevivencia durante el periodo de ausencia del
hospedero preferido y cuando los factores abidticos son desfavorables (Castiglioni et
al., 2008; Zerbino et al., 2010). Por lo que es necesario realizar estudios que
proporcionen informacion para responder preguntas tales como: en qué momento los
adultos se dispersan desde y hacia las cultivadas; cual es la performance de las ninfas
y los adultos cuando se alimentan de plantas hospederas alternativas y que estrategia

utilizan para sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables.

1.2. HIPOTESIS

El fotoperiodo, la temperatura y el tipo de alimento afectan la biologia de
Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) y determinan el desarrollo de adaptaciones y

respuestas inducidas

1.3. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

El proposito de este trabajo es obtener informacion que contribuya al desarrollo
de tacticas de manejo para el periodo de la entrezafra. Para ellos se plante6 como
objetivo general: evaluar los efectos del fotoperiodo, de la temperatura y de distintos
alimentos en la biologia y en el desarrollo de adaptaciones y respuestas inducidas de

Piezodorus guildinii (Westwood, 1837); y como objetivos especificos:

1.  Determinar las plantas hospederas alternativas y/o sitios de hibernacion mas

importantes que Piezodorus guildinii habita durante la ausencia del cultivo de soja.

2. Determinar el rol que cumplen las principales especies vegetales donde fue
encontrada Piezodorus guildinii durante la entre zafra. Evaluar el desarrollo de las
ninfas, longevidad de los adultos, ganancia de peso, performance reproductiva,
cambios fenoldgicos en distintos alimentos y preferencia alimentar (alfalfa, trébol

rojo y lotus, etc.).



3. Evaluar el efecto del fotoperiodo y de la temperatura en el desarrollo de las
ninfas, longevidad de los adultos, ganancia de peso, performance reproductiva,

actividad alimentaria y cambios morfoldgicos y fisioldgicos de Piezodorus guildinii.

4.  Verificar en campo la informaciéon generada en el laboratorio sobre los

cambios morfologicos y fisioldgicos de adultos de Piezodorus guildinii.

1.4. ESQUEMA GENERAL DE LA TESIS

Esta tesis fue organizada en seis capitulos. En cuatro de ellos (capitulos 2, 3, 4
y 5) se presentan los resultados de los experimentos realizados para cumplir con los
objetivos planteados en este proyecto de investigacion. Las normas utilizadas para su

redaccion son las que establece la Revista Agrociencia Uruguay.

La informacion generada en esta tesis permitid elaborar cuatro articulos
cientificos para revistas arbitradas. Dos de ellos ya fueron publicados.
En el afio 2013 fue aceptado y publicado en el Florida Entomologist [96 (2): 572
— 58] el articulo “Effect of photoperiod and temperature on nymphal development
and adult reproduction of Piezodorus guildinii (Heteroptera: Pentatomidae)”, cuyos
autores fueron Zerbino, M.S.; Altier, N.A. y Panizzi, A.R. En este trabajo se
presenta la informacion generada en los experimentos descritos en el Capitulo 4, en
los que se evaluo el efecto del fotoperiodo y la temperatura en la biologia de ninfas y

adultos

El segundo trabajo que fue aceptado y publicado en Florida Entomologist
[97(2): 734 — 743] en el afio 2014, se titul6 “Phenological and physiological changes
in adult Piezodorus guildinii (Hemiptera: Pentatomidae) due to variation in
photoperiod and temperature”, y los autores fueron Zerbino, M.S.; Altier, N.A. y
Panizzi, A.R. Este articulo fue elaborado con la informacion obtenida en los distintos
experimentos de laboratorio que se describen en el Capitulo 5, y que tuvieron por
objetivo establecer los cambios morfologicos y fisioldgicos en adultos de Piezodorus
guildinii que se producen como consecuencia de las variaciones en el fotoperiodo y

la temperatura.



El tercer articulo cuyos autores son Zerbino, M.S.; Altier, N.A. y Panizzi, A.R.,
se titula “Seasonal occurrence of Piezodorus guildinii on different plants including
morphological and physiological changes”, fue aceptado para publicar el 29/10/2014
en el Journal of Pest Science (DOI: 10.1007/s10340-014-0630-2). Este trabajo fue
elaborado a partir de la informacion obtenida en el relevamiento de campo realizado
durante dos afios en diferentes especies vegetales y sitios de hibernacion, y que se
presenta en los Capitulos 2y 5.

El cuarto trabajo estd en proceso de redaccion. En €l se van a publicar los
resultados obtenidos en la biologia comparada con diferentes alimentos, los cuales

estan presentados en el Capitulo 3.



2. OCURRENCIA ESTACIONAL DE PIEZODORUS GUILDINII EN
DIFERENTES ESPECIES VEGETALES Y SITIOS DE HIBERNACION

2.1. RESUMEN

Piezodorus guildinii (Westwood), es un pentatomido que habita desde el sur de
Estados Unidos hasta el Cono Sur de América del Sur. Durante dos afios fueron
realizados muestreos semanales con el objetivo de identificar algunas de las plantas
huéspedes potenciales, y sitios de hibernaciéon, asi como también conocer la
ocurrencia estacional de adultos y ninfas. En el primer afio de muestreo, el insecto
fue colectado en 12 especies vegetales y cinco sitios de hibernacion. Medicago sativa
L., Trifolium pratense L., Lotus corniculatus L. (Leguminosae), Pittosporum
undulatum Ventenat (Pittosporaceae), Ligustrum Ilucidum Aiton (Oleaceae), y
Phyllostachys sp. (Poacea), y hojarasca de Eucaliptus sp. (Myrtaceae) fueron los
ambientes donde el insecto fue observado con mayor frecuencia y durante periodos
mas prolongados. Por ello, fueron las especies vegetales y sitios de hibernacion
donde se repitieron los muestreos en el segundo afio. Los resultados obtenidos
indican que entre las Latitudes S 33° 55'y 34° 17', durante la primavera-verano en
leguminosas cultivadas ocurren al menos dos generaciones. Mientras que en las
leguminosas forrajeras fueron colectados adultos y ninfas, en las plantas perennes y
sitios de hibernacion sélo fueron observados adultos. El periodo de actividad en las
leguminosas forrajeras fue entre la primavera y el otofio. En alfalfa la abundancia de
ninfas y adultos fue mayor que en las otras especies leguminosas y los adultos fueron
colectados casi todo el afio. En P. undulatum, L. lucidum, y Phyllostachys sp., los
adultos fueron interceptados en mayor cantidad entre el comienzo y la mitad del
otono (abril y mayo), disminuyendo posteriormente, y no fueron recuperados durante
el final de la primavera y los meses de verano. Los adultos fueron encontrados
debajo de la hojarasca de eucaliptus durante otofio e invierno, con un maximo en
julio. Los resultados indican que la alfalfa es el huésped alternativo preferido, y es el

principal enlace antes y después del cultivo de soja.

Palabras clave: Piezodorus guildinii, plantas huéspedes, sitios de hibernacion,

ocurrencia estacional



2.2. ABSTRACT

Piezodorus guildinii (Westwood) is a pentatomid found from southern United States
to the South Cone of South America. In order to identify potential host plants and
overwintering niches, and to know the seasonal ocurrence of adults and nymphs,
different plants species and overwintering niches were sampled weekly during two
years. In the first year of sampling insects were collected on 12 different plant
species and five overwintering niches. Medicago sativa L., Trifolium pratense L.,
Lotus  corniculatus L. (Leguminosae), Pittosporum undulatum Ventenat
(Pittosporaceae), Ligustrum Ilucidum Aiton (Oleaceae), and Phyllostachys sp.
(Poacea), and leaf litter of Eucaliptus sp. (Myrtaceae) were the environments where
the insect was observed more frecuently and during a larger period. For these reasons
these plant species and overwintering niche were sampled for a second year. The
results obtained indicate that at least two generations occur in cultivated legumes
during spring-summer at the Latitude S between 33° 55' and 34° 17'. While adults
and nymphs were caught in legumes; in shrubs, bamboo and eucalyptus litter, only
adults were observed. The period of activity in forage legumes was from spring to
autumn. Alfalfa was the species on which adults were collected for almost a year.
Abundance of nymphs and adults on this plant was greater compared with other
forage legumes. In P. undulatum, L. lucidum, and Phyllostachys sp., adults were
intercepted in greater numbers during early and middle autumn (April and May),
decreasing thereafter, and they were not recovered during late spring and summer
months. Adults were found underneath eucalyptus litter during autumn and winter,
with a maximum in July. The results suggest that alfalfa is the preferred alternative
host among the three forage legumes, so that it would be the main link before and

after soybean cultivation.

Key words: Piezodorus guildinii, host plants, overwintering sites, seasonal

occurrence



2.3. INTRODUCCION

La variacién intra-anual de los factores abidticos y bidticos determina que los
insectos solo tengan condiciones adecuadas para el crecimiento, desarrollo y
reproduccion en algunas estaciones. La disponibilidad de alimento, el fotoperiodo y
la temperatura son los principales factores que regulan la dindmica estacional de los
hemipteros fitofagos (Panizzi y Silva, 2009). El conocimiento de la estacionalidad de
los insectos plaga y de los factores involucrados en la misma, son fundamentales
para implementar programas de manejo de insectos holisticos, eficientes y
ecologicamente compatibles (Giese et al., 1975; Panizzi, 1997; Panizzi y Parra,

2009).

La abundancia y disponibilidad de semillas son factores fundamentales en la
regulacion de las dindmicas poblacionales de los hemipteros fitofagos en los diversos
ecosistemas. Cuando la planta preferida es un cultivo anual, que es una fuente
nutricional efimera, necesitan una sucesion de plantas huéspedes para el desarrollo
de las sucesivas generaciones durante la estacion de crecimiento (Panizzi, 1997,

Panizzi y Silva, 2009).

Las especies que causan dafos en soja comienzan a colonizar el cultivo cuando
se inicia la formaciéon de vainas y lo abandonan en el momento de la cosecha
(Panizzi et al., 1980; Costa y Link, 1982; Panizzi, 2000; Panizzi y Silva, 2009;
Zerbino et al., 2010). Los adultos se pueden desplazar a otras plantas huéspedes
donde se reproducen y desarrollan, y/o dispersar a plantas alternativas, las cuales son
utilizadas como abrigo y eventualmente como fuente de nutrientes y agua, pero
donde generalmente no se reproducen. También se pueden trasladar a sitios de
hibernacion, como los rastrojos de cultivos, la hojarasca o la corteza de los arboles,
que son utilizados como refugios (Panizzi, 1997; Panizzi, 2000; Panizzi y Silva,
2009). Estos tres tipos de estrategias, plantas huéspedes y alternativas, y sitios de
hibernacion, son eslabones esenciales en la intricada historia de vida de los

hemipteros, los cuales generalmente han sido subestimados (Panizzi, 2000).

Existe una asociacion estrecha entre las plantas hospederas y los distintos

hemipteros fitofagos. Piezodorus guildinii, es la especie menos polifaga y su ciclo



transcurre exclusivamente en leguminosas (Panizzi, 1997). Ademas de la soja, la lista
de plantas en las que se alimenta incluye otras de importancia econdémica como
arveja Pisum sativum L., poroto Phaseolus vulgaris L., lenteja Lens culinaris Medik.,
y leguminosas forrajeras (alfalfa Medicago sativa L., lotus Lotus corniculatus L.y
Trébol rojo Trifolium pratense L.) (Panizzi et al., 2000b; Ribeiro y Castiglioni, 2009;
Ribeiro et al., 2009; Castiglioni et al., 2010). La presencia de este insecto también ha
sido reportada en muchas especies vegetales no leguminosas, las cuales
probablemente sean utilizadas como abrigo (Lopes et al., 1974; Ferreira y Panizzi,
1982; Panizzi y Slansky, 1985b; Costa et al., 1995; Panizzi, 1997; Panizzi y Grazia,
2001; Bunde et al., 2010; Garlet et al., 2010).

Los movimientos de P. guildinii desde y hacia la soja y la secuencia de plantas
hospederas utilizadas fueron estudiados en el estado de Parand en Brasil (Panizzi,
1997). En la entrezafra del cultivo de soja, el insecto coloniza leguminosas silvestres
como Crotolaria sp., Cajanus cajan (L.) Mills., y distintas especies del género
Indigofera, en las cuales se alimenta. Las poblaciones locales de hemipteros fitéfagos
tienen habitos de alimento especificos, como consecuencia de la distribucion
geografica de las especies vegetales, por lo que es necesario determinar la sucesion
de plantas huéspedes en cada localidad. Esta debe ser comprendida considerando los
factores abidticos como régimen pluviométrico, rango de temperaturas favorables y
condiciones del fotoperiodo que permitan la reproduccion (Panizzi y Parra, 2009). En
Uruguay, la secuencia de plantas que utiliza este insecto durante el afio, es poco
conocida (Ribeiro y Castiglioni, 2009; Ribeiro et al., 2009, Zerbino et al., 2010). El
objetivo de este trabajo fue ampliar el conocimiento sobre las especies vegetales y/o
los hébitats donde P. guildinii se encuentra en el periodo de la entrezafra, estudiar la
estacionalidad del insecto y determinar la secuencia de plantas que son utilizadas por

las diferentes generaciones.

2.4. MATERIALES Y METODOS

Durante dos afios, entre mayo del 2011 y abril del 2013, fueron realizados

muestreos en cuatro localidades del Departamento de Colonia: La Estanzuela, San



Pedro, Nueva Helvecia y Ombues de Lavalle. (Latitud S entre 33° 55"y 34° 17';
Longitud W entre 57° 13' y 57° 46'), con el proposito de identificar potenciales
plantas huéspedes y de estudiar la estacionalidad del insecto. En el primer afio los
muestreos tuvieron como objetivo realizar una prospeccion de especies vegetales

donde P. guildinii esta presente.
Las situaciones consideradas fueron:

- Leguminosas forrajeras: alfalfa — M. sativa, lotus- L. corniculatus, trébol rojo- T.

pratense.
- Restos culturales de soja y sorgo y areas linderas
- Corteza de arboles
- Hojarasca en montes
- Distintos arbustos

Fue necesario utilizar diferentes métodos de muestreo de acuerdo al tipo de
vegetacion, y particularmente en las leguminosas forrajeras segiin el momento del
afio en que fueron realizados los muestreos. En los arbustos, sobre un pafio blanco de
Im?® se golped el follaje de las plantas, 10 veces en cada especie vegetal. En
leguminosas forrajeras, en cinco sitios de muestreo de cada especie, desde fines del
invierno (setiembre) a fines de otofio (junio) los muestreos fueron realizados con una
red entomolodgica de 38 cm de diametro, dando 100 segadas en cada sitio de
muestreo. Entre junio y setiembre, cuando los adultos se encuentran en la superficie
del suelo, fue colocado un marco de hierro de 1 m” en un éarea seleccionada al azar,
donde se retir6 la vegetacion y los residuos y fueron buscados los insectos; este
procedimiento fue repetido 10 veces, lo que totaliza 10m* en cada sitio de muestreo.
En los restos culturales de soja y sorgo, y en las areas linderas de estos cultivos, asi
como también en la hojarasca de montes de eucaliptus, se utilizé el método del
marco de hierro, el cual también se repitié 10 veces en cada lugar de muestreo. En el
caso de la corteza de arboles, en cada sitio de muestreo en 20 arboles de cada especie
se desprendid la misma y se observé la presencia de adultos. Los adultos y ninfas

colectados fueron identificados por su origen, con la fecha de colecta y la especie

10



vegetal y/o habitats, y en el laboratorio fueron muertos por congelamiento. Estos

muestreos fueron repetidos semanalmente.

Con la informacion obtenida en el primer afio, y a los efectos de completar los
dos afios de muestreo para realizar el estudio de la estacionalidad, fueron
seleccionados las especies vegetales y los hébitat donde P. guildinii fue mas
abundante y observado durante un periodo prolongado. De acuerdo a estos criterios,
en el segundo afio los muestreos fueron continuados en alfalfa M. sativa, trébol rojo
T. pratense, lotus L. corniculatus (Leguminosae), azarero Pittosporum undulatum
Ventenat (Pittosporaceae), ligustro Ligustrum Ilucidum Aiton (Oleaceae), canas
Phyllostachys sp. (Poacea); y hojarasca de Eucalyptus sp. (Myrtaceae) (Cuadro 2.1).
Para cada una de estas especies vegetales se calculo el porcentaje de constancia (C%)
= N° de muestreos donde los insectos estuvieron presentes/N° total de muestreos

realizados en cada situacion (especie vegetal y/o hojarasca).

2.5. RESULTADOS

Prospeccion de Piezodorus guildinii en diferentes ambientes: especies y sitios de

hibernacion

Durante el primer afio de muestreo P. guildinii fue observado en 12 especies
vegetales y cinco ambientes; posteriormente en el segundo afio de muestreo fue
registrado en otras tres especies (Cuadro 2.1). De todos ellos, alfalfa, trébol rojo,
lotus, azarero, ligustro, cafias, y hojarasca de Eucaliyptus sp.fueron las especies y los
habitats donde fue mas frecuente y se le registrd durante un periodo mas prolongado
de tiempo. En siete situaciones, su presencia solo se registrd en un tnico muestreo; y
el namero de insectos observados varié de uno (raigras Lolium multiflorun Lam. y
catalpa Catalpa bignonioides Walter) a tres (gramilla Cynodon dactylon (L.) Pers., al

borde de cultivos de soja).
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Cuadro 2.1. Resultados de la prospeccion de Piezodorus guildinii en el periodo 2011-

2012. Especies vegetales/ambientes y nimero de muestreos en los que

fueron colectados insectos, y periodo de colecta.

N°de
' Familia Total Total muestreos Periodo
Especie Vegetal/ de de con
ambiente adultos ninfas colecta

Medicago sativa Leguminosae 725 1829 101 set-jul
Lotus corniculatus Leguminosae 140 94 32 dic-jul
Trifolium pratense Leguminosae 90 28 20 nov-jun
Pittosporum undulatum  Pittosporaceae 38 0 19 mar-oct
Ligustrum lucidum Oleaceae 24 0 11 abr-set
Hojarasca Eucalyptus 24 0 11 abr-set
Phyllostachys sp. Poaceae 19 0 8 may-jun
Corteza Eucalyptus 13 0 8 jul-oct
Myrcianthes pungens Myrtaceae 31 0 5 may-jun
Zea mays Poaceae 50 0 4 may-jul
Rastrojo soja 10 0 4 abr-may
Psidium sp. Myrtaceae 7 0 1 may-jul
Cynodon dactylon 3 0 1 abr
Eugenia uniflora Mpyrtaceae 2 0 1 may
Rastrojo sorgo 2 0 1 jul
Lolium multiflorun Poaceae 1 0 1 set
Catalpa bignonioides Bignoniaceae 1 0 1 abr
Grevillea robusta Proteaceae 32 0 11 mar-oct’
Cotoneaster lacteus Rosaceae 33 0 10 abr-set”
Acacia melanoxylon Leguminosae 17 0 6 may-oct*

* . . I3 . . ~
Especies donde se registro la presencia del insecto en el segundo afio de muestreo



2.5.1. Ocurrencia estacional de ninfas y adultos en las principales especies vegetales

y en los sitios de hibernacion preferidos

Durante los dos afos de muestreos fueron colectados 4470 insectos.
Aproximadamente, la mitad de ellos fueron adultos (2246), y ambos sexos estuvieron

representados en similar proporcion (1125 machos y 1121 hembras) (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Numero total de adultos y ninfas de Piezodorus guildinii colectados en
los diferentes meses de afio en el suroeste del departamento de Colonia,

Uruguay (2011-2013).

Afio 1 Afio 2
Meses Machos Hembras Ninfas =~ Machos Hembras Ninfas
Octubre 17 20 0 30 35 0
Noviembre 28 20 6 21 25 1
Diciembre 21 25 32 21 46 4
Enero 150 122 1432 38 54 6
Febrero 74 69 110 120 119 187
Marzo 64 65 163 31 49 74
Abril 148 115 82 38 52 119
Mayo 66 67 4 138 129 4
Junio 8 6 0 40 30 0
Julio 19 25 0 22 28 0
Agosto 6 2 0 13 10 0
Setiembre 4 4 0 8 4 0
Total 605 540 1829 520 581 395

En la Figura 2.1 se presenta la ocurrencia estacional de adultos y ninfas en las
diferentes plantas y sitios de hibernacion. En las leguminosas forrajeras fueron
colectados adultos y ninfas, mientras que en el azarero, el ligustro, las cafias, y la

hojarasca de eucaliptus solo fueron interceptados adultos. En alfalfa, los adultos de
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P. guildinii fueron observados durante 11 meses, desde el final del invierno
(setiembre) hasta el comienzo del siguiente invierno (julio), y las ninfas estuvieron
presentes desde la mitad de la primavera (noviembre) hasta la mitad del otofio
(mayo) (Figura 2.1). En esta especie, el porcentaje de constancia y el numero total de
adultos y ninfas capturados fue superior a los registrados en las otras especies
vegetales o sitios de hibernacion (Cuadro 2.3). Por otra parte, en lotus los adultos
fueron registrados durante 10 meses, desde el comienzo de la primavera al comienzo
del invierno (octubre a julio), y las ninfas fueron observadas desde el final de la
primavera (diciembre) hasta el inicio del otofio (abril) (Figura 2.1). En trébol rojo,
los adultos fueron observados durante 9 meses, desde el inicio de la primavera
(octubre) hasta el final del otofio (junio), mientras que las ninfas fueron colectadas
entre el fin de la primavera (diciembre) y el comienzo del otofio (abril) (Figura 2.1).
Los porcentajes de constancia calculados para lotus y trébol rojo fueron similares

(Cuadro 2.3).

Primavera Verano Otofio Invierno
OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SET = Adultos
{3 Vi g W — Ninfas
Medicago sativa
Maxima captura

........... §) O O A

Lotus corniculatus had ~ Afiol
........ O Afo2

Trifolium pratense rrnrr e — s : ........
Pittosporum undulatum  =====-  =xeees —0
Ligustrum lucidum ~ =sevee  asiaes _0— ...........
Phyllostachys sp.  =s=x==  sxesus _@_ .................

hojarasca Eucalyptus sp.

Figura 2.1.

Ocurrencia estacional de adultos y ninfas de Piezodorus guildinii en
diferentes especies vegetales y sitio de hibernacion en el suroeste del
Departamento de Colonia, Uruguay. Lineas punteadas representan

ocurrencia en un solo afio de los dos aflos de muestreo.
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Cuadro 2.3. Porcentaje de constancia, numero total y porcentaje de adultos y ninfas de Piezodorus guildinii colectados en diferentes

plantas y sitios de hibernacion en el suroeste del Departamento de Colonia, Uruguay (2011-2013).

Especies vegetales/ C! Adultos Ninfas
Sitios de hibernacion % Total % Total %
Medicago sativa 55,2 1624 72,3 2073 93,2
Lotus corniculatus 30,8 193 8,6 107 4,8
Trifolium pratense 27,3 145 6.4 44 2,0
Pittosporum undulatum 28,6 143 6,4 - -
Ligustrum lucidum 18,4 55 2,4 - -
Phyllostachys sp. 20,4 27 1,2 - -
Hojarasca Eucalyptus sp. 29,0 59 2,6 - -

'Porcentaje de constancia (C) =N° de muestreos donde fueron colectados insectos/N° total de muestreos.
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En las leguminosas forrajeras se registraron dos periodos donde la abundancia
de adultos y ninfas fueron maximas, que fueron similares en las tres especies
(Cuadro 2.3). En particular en alfalfa, la abundancia en el primero fue mayor que en
el segundo, fundamentalmente para los registros de ninfas (estos datos no son
presentados). En las otras dos leguminosas forrajeras las diferencias en la abundancia

de ninfas y adultos, en los dos momentos de méaxima colecta, fueron menos notorias.

En los arbustos (azarero y ligustro), los adultos de P. guildinii tuvieron una
ocurrencia estacional y momento de méaxima captura semejantes; fueron colectados
desde el final del verano hasta el comienzo de la primavera (marzo a octubre) (Figura
2.1), y en abril la captura fue maxima (Cuadro 2.3). Sin embargo, el porcentaje de
constancia y el numero total de adultos colectados fueron mayores en el azarero que
en el ligustro, esta ultima fue la especie vegetal en la cual se colectd el menor
nimero de adultos y el porcentaje de constancia fue menor (Cuadro 2.3). En las
cafias, los adultos comenzaron a ser observados un mes mas tarde (mayo) que en los
arbustos, y fueron colectados hasta el inicio de la primavera (octubre) (Figura 2.1).
La maxima captura se realiz6 entre mayo y junio (Cuadro 2.3). En estas tres especies,
luego del registro de maxima captura y hasta octubre, el nimero de insectos
colectados disminuyd continuamente, y entre noviembre y marzo los adultos

estuvieron ausentes (Figura 2.1).

Los adultos fueron encontrados debajo de la hojarasca de eucaliptus a partir del
mes de abril y el maximo poblacional se registrd en julio (Figura 2.1, Cuadro 2.3). El
porcentaje de constancia obtenido fue similar al de lotus, trébol rojo y azarero

(Cuadro 2.3).

2.6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron adquirir mayor
conocimiento sobre las principales plantas hospederas y sitios de hibernacion que
habita P. guildinii y de su ocurrencia estacional en el litoral Sur del Uruguay (entre

33° 55"y 34° 17' latitud Sur). Cuando el alimento preferido, la soja, estuvo ausente,
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P. guildinii fue encontrado en un total de 15 especies vegetales (12 el primer afio y 3
el segundo afio) y cinco sitios de hibernacion. De todos ellos, alfalfa, trébol rojo,
lotus, azarero, ligustro, cafas, y hojarasca de eucaliptus fueron las especies y el
habitat donde el insecto fue mas abundante y se le registré durante un periodo mas
prolongado de tiempo. En las diferentes prospecciones realizadas en diversas zonas
geograficas, que reportan la presencia de este insecto en distintas especies vegetales
(Ferreira y Panizzi, 1982; Panizzi y Slansky, 1985b; Costa et al., 1995; Bunde et al.,
2010; Garlet et al., 2010), no estan mencionadas el azarero (P. undulatum), las canas
(Phyllostachys sp.), el guaviyQ Mpyrcianthes pungens (Berg) Legrand, el roble
australiano Grevillea robusta A.Cunn., la catalpa C. bignonioides, la acacia Acacia
melanoxylon R.Br., el cotoneaster Cotoneaster lacteus W. W. Sm., y el maiz Zea
mays L. En el estudio de pentatdémidos asociados a especies nativas en Itaara (Brasil)
realizado por Garlet et al. (2010), los autores reportan la colecta de adultos en
pitanga (Eugenia uniflora L.) al igual que en este estudio, pero no constataron la
presencia en araza (Psidium sp.), tal como fue en los muestreos realizados en este
trabajo. Esto reafirma la importancia que tiene realizar estudios locales para

determinar los huéspedes alternativos (Panizzi y Parra, 2009).

El estudio de la ocurrencia estacional de ninfas y adultos en diferentes plantas
y sitios de hibernacion demuestra que la disponibilidad de alimento, junto al
fotoperiodo y la temperatura, son los factores ambientales fundamentales en la
regulacion de la estacionalidad de P. guildinii. A partir de los resultados obtenidos,
para la region Sur Oeste del Uruguay se pudo inferir la sucesion de plantas y de
habitat que son colonizados por las sucesivas generaciones. Al comienzo del otofo,
cuando la soja se cosecha, las ninfas mayores y los adultos se dispersan hacia las
leguminosas forrajeras, fundamentalmente hacia la alfalfa; asimismo los adultos se
pueden movilizar hacia plantas perennes, las cuales probablemente usen como abrigo
y también pueden iniciar su traslado hacia los sitios de hibernacion. Al finalizar el
otofio, los adultos se dispersan desde las leguminosas forrajeras y plantas perennes
hacia los sitios de hibernacion como la hojarasca de eucaliptus. En ellos
permanecerian hasta el fin del invierno. En la siguiente primavera volverian a

colonizar las leguminosas forrajeras, principalmente alfalfa, donde desarrollarian la
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generacion que luego coloniza la soja, al inicio de la fase reproductiva, ninfas
mayores y adultos comenzarian a trasladarse desde las leguminosas forrajeras hacia
el cultivo. Fraga y Ochoa (1972) y Ferreira y Panizzi (1982) mencionan que durante
el invierno los adultos de P. guildinii fueron encontrados debajo de la corteza de los
arboles o de otros objetos que le ofrecian proteccion. Ribeiro y Castiglioni (2009) y
Ribeiro et al. (2009) determinaron que en el litoral Norte del pais P. guildinii

coloniza la alfalfa y el lotus antes que la soja.

La ausencia de ninfas desde el final del otofio hasta el inicio de la primavera
(junio a octubre), indica que durante ese periodo los adultos no se reproducen y que
aquellas ninfas que alcanzan el estado adulto en otofo, recién comienzan su
reproduccion en la primavera siguiente. Por lo tanto durante el otofio y el invierno P.
guildinii hiberna en estado adulto en diapausa reproductiva, como la mayoria de los
hemipteros fitofagos (Saulich y Musolin, 2012; Zerbino et al., 2013; Zerbino et al.,
2014a, b).

Los resultados de la ocurrencia estacional, el valor del porcentaje de constancia
y la cantidad de ninfas y adultos totales colectados obtenidos para las distintas
especies vegetales y sitios de hibernacion, indican que la alfalfa es la planta huésped
preferida y el principal enlace antes y después del cultivo de soja (Fraga y Ochoa,
1972; Panizzi y Slansky, 1985b). Massoni y Frana (2005) sugieren que los adultos
observados entre el final del invierno y comienzo de la primavera (setiembre y
octubre) en alfalfa, son sobrevivientes de la generacion del otofio. En lotus y el trébol
el periodo de actividad, el porcentaje de ocurrencia y la cantidad de ninfas y adultos

colectados fueron considerablemente menores que en alfalfa.

El incremento en la abundancia de adultos registrado en las plantas perennes
en otofno podria ser consecuencia de la dispersion de los mismos desde las areas de
soja cuando se realiza la cosecha (Panizzi y Grazia, 2001). Si bien en el azarero y el
ligustro el periodo de colecta de adultos fue similar, los valores mayores de
porcentaje de constancia y de numero total de adultos colectados registrados en el
azarero, indican que P.guildinii prefiere como planta alternativa esta especie al

ligustro. Panizzi y Grazia (2001) determinaron que en ligustro P. guildinii fue
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registrado en bajo numero.

En la hojarasca de eucaliptus, aunque los adultos comenzaron a ser colectados
a partir del mes de abril, el méximo poblacional se registr6 en julio. En ese momento
la poblacion de adultos en las leguminosas forrajeras y plantas perennes (azarero,
ligustro y cafias) disminuyé considerablemente, lo que sugiere que los adultos se
movilizarian desde las leguminosas forrajeras y de las plantas perennes hacia los
sitios de hibernacion, donde permanecerian hasta la siguiente primavera, en que

comenzarian a colonizar nuevamente las leguminosas forrajeras.

Los dos momentos de maxima captura observados en leguminosas forrajeras
durante el verano y el otofo, indicarian que entre los 33° 55"y 34° 17' de Latitud S
pueden ocurrir al menos dos generaciones. Esto es sustentado con los resultados
obtenidos por Zerbino et al. (2013) en el laboratorio cuando estudiaron la biologia en
condiciones de fotoperiodo y temperatura semejantes a las registradas en verano (14
h de fotofase y 25 °C). Estos autores determinaron que desde huevo hasta la muerte

del adulto transcurren aproximadamente 63 dias.

2.7. CONCLUSIONES

Con este estudio se adquirid mayor conocimiento sobre las principales plantas
huéspedes y sitios de hibernacion donde P. guildinii se encuentra durante el periodo
de la entrezafra del cultivo de soja, y se pudo determinar la sucesion de plantas
huéspedes y de habitats que son utilizados para el desarrollo de las sucesivas
generaciones en el litoral Sur del Uruguay. Los resultados obtenidos de la ocurrencia
estacional, sugieren que la disponibilidad temporal de distintas especies vegetales, y
las condiciones de fotoperiodo y de temperatura, regulan la estacionalidad de P.
guildinii. Entre los 33° 55'y 34° 17' de Latitud S, adultos y ninfas fueron colectados
en leguminosas forrajeras, mientras que en el azarero, el ligustro, las cafias, y la
hojarasca de eucaliptus solo se capturaron adultos. La ausencia de ninfas desde el

final del otofio hasta el inicio de la primavera (junio a octubre), indica que durante
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ese periodo los adultos no se reproducen. El cultivo de alfalfa es la planta huésped

preferida, por lo que es el principal eslabon antes y después del cultivo de soja.
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3. ROL DE LAS PRINCIPALES ESPECIES VEGETALES EN LA BIOLOGIA
(NINFAS Y ADULTOS) Y COMPORTAMIENTO ALIMENTAR
(ADULTOS) DE PIEZODORUS GUILDINII

3.1. RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de distintos alimentos en la
biologia de ninfas y adultos de Piezodorus guildinii (Westwood). Los alimentos
considerados fueron: vainas inmaduras de soja (R 5.5 - R6) (VIS), de lotus (VIL), y
de alfalfa (VIA) y flores maduras de trébol rojo (FMTR). Las condiciones de los
experimentos fueron: 14hL:100, 25+1 °C y 80+10% HR. Los alimentos tuvieron
efectos en diferentes aspectos de la historia de vida del insecto. En la supervivencia
de ninfas, las mayores diferencias fueron registradas en el 2do estadio y 3er estadio,
los valores registrados en VIS y VIA fueron similares entre si y superiores a los de
VIL y FMTR. La mortalidad total de las ninfas fue de 100%-FMTR; 87,6%-VIL;
54,2%-VIA y 32,6%-VIS. En los tres alimentos que completaron el estado de ninfa,
el tiempo de desarrollo fue semejante (20 dias). La tasa de supervivencia de adultos
para VIL, VIA, y VIS fue similar y superior a FMTR. Los adultos fueron mas y
menos longevos con VIA y FMTR (62 y 32 dias), respectivamente. Las hembras
alimentadas con FMTR no ovipusieron. El porcentaje de hembras que depositaron
huevos fue superior al 80% para VIS y VIA, y 52,2% para VIL. La fecundidad con
VIS y VIA fue similar (9,9-8,5 posturas/{; 147,8-134,4 huevos/Q, respectivamente)
y dos veces superior que con VIL (4,1 posturas/Q y 60,2 de huevos/?). En los tres
alimentos la fertilidad de los huevos fue similar (58%). Con VIS y VIA los adultos
durante 43 dias incrementaron su peso, mientras que en ese periodo con VIL el peso
se mantuvo constante y con FMTR perdieron peso. VIS y VIL fueron los alimentos
mas visitados por los adultos. Los resultados obtenidos indican que VIA es un
alimento con excelente aptitud nutricional y destacan la importancia que tiene la

alfalfa como huésped alternativo de P. guildinii en el Uruguay.

Palabras Clave: Piezodorus guildinii, biologia, alimentos, preferencia alimentaria
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3.2. ABSTRACT

The effect of the food on the biology of nymphs and adults of Piezodorus guildinii
(Westwood) was studied in the laboratory. Four different food were tested: immature
pods of soybean (R5.5 - R6) (VIS), immature pods of birdsfoot trefoil (VIL),
immature pods of alfalfa (VIA), and flowers of red clover (FMTR). The conditions
of the experiments were 14hL: 10D, 25 + 1 °C and 80 + 10% RH. Food had
significant effect in different aspects of the life history of the insect. The major
differences in the nymph’s survivorship were observed at 2nd and 3th instar, in
which the values corresponding to VIS and VIA were similar and higher than values
recorded for VIL and FMTR. Total nymph mortality was 100%-FMTR; 87.6%-VIL;
54.2%-VIA and 32.6%-VIS. The development time required to complete the
nymphal stage was similar (about 20 days) in the three foods in which the nymphs
reached the adult stage (VIS, VIL, VIA). The longevity of adults was highest and
lowest with VIA and FMTR (average of females and males, 62 and 32 days,
respectively). Females fed on FMTR did not deposit eggs. The percentage of females
who deposited eggs was higher than 80% for VIS and VIA, and 52.2% for VIL.
Fecundity for VIS and VIA was similar (9.9 and 8.5 egg masses/9 and 147.8 and
134.4 eggs/?, respectively) and twice higher than that for VIL (4.1 egg masses/Y
and 60.2 eggs/?). Egg fertility was similar for the three foods (58%). Adults 43 days
old increased body weight with VIS and VIA, while with VIL the body weight was
kept constant and with FMTR weight decreased. VIS and VIL were the food most
visited by adults. Results obtained indicated that VIA is a suitable food and
emphasize the importance that has the alfalfa as alternative host of P. guildinii in

Uruguay.

Key Words: Piezodorus guildinii, biology, food, food preference
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3.3. INTRODUCCION

Diferentes aspectos de la biologia, el comportamiento, la fisiologia y la
ecologia de los insectos, estdn insertos de una manera u otra en el contexto de la
alimentacion. La cantidad, la calidad, y la proporcién de nutrientes presentes en el
alimento, asi como los compuestos secundarios (aleloquimicos), causan un impacto
variable en la biologia de los insectos determinando su potencial reproductivo
(Panizzi y Parra, 2012). Las plantas, como fuente de alimento, se caracterizan por
tener variaciones temporales y espaciales en la disponibilidad y en la calidad

nutricional (Panizzi y Parra, 2009).

Los hemipteros fitéfagos exploran variedad de plantas huéspedes dentro y entre
generaciones. Ninfas y adultos se movilizan entre la misma o diferente especie
vegetal, las cuales generalmente son colonizadas en secuencia (Panizzi y Parra, 2009;
Zerbino et al., 2014a). En general, estos insectos s6lo pasan un tercio del afio
alimentandose de su planta preferida; el resto del tiempo, cuando la misma no esta
disponible, se encuentran obligados a colonizar otras especies vegetales (Panizzi,
2000). Estas plantas, que pueden ser utilizadas como fuente de alimento o como
refugio, son muy importantes porque son las que les permite mantener las

poblaciones a lo largo del tiempo (Panizzi, 1997).

Existe una asociacion estrecha entre las plantas hospederas alternativas y los
distintos hemipteros fitofagos. Piezodorus guildinii (Westwood), que es el hemiptero
fitéfago que causa los mayores dafios en el cultivo de soja, es la especie menos
polifaga, su ciclo transcurre exclusivamente en leguminosas. Sin embargo, existen
variaciones en su desempefo reproductivo, en la longevidad y la sobrevivencia de
ninfas y adultos segun la especie vegetal de la cual se alimenta, atin dentro de un
mismo género (Panizzi, 1985; Panizzi y Slansky, 1985a; Panizzi 1987; Panizzi,
1992; Panizzi, 1997; Panizzi et al., 2000a; Panizzi et al., 2002; Panizzi y Silva,
2009). La longevidad de los adultos de ambos sexos puede ser afectada en forma
diferencial de acuerdo al alimento. Los machos de P. guildinii son mas longevos que
las hembras cuando se alimentan de vainas de poroto verde o de soja. Por el

contrario, las hembras viven dos veces el tiempo de los machos cuando el alimento
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es semillas de soja madura, mientras que cuando el alimento es mani, la longevidad

de ambos sexos es similar (Panizzi y Slansky, 1985a).

La lista de plantas que se alimenta P. guildinii incluye, ademas de la soja
Glycine max (L.) Merrill, otras especies de importancia econdmica como arveja
Pisum sativum L., poroto Phaseolus vulgaris L., lenteja Lens culinaris Medik., y
leguminosas forrajeras (alfalfa Medicago sativa L., lotus Lotus corniculatus L.y
Trébol rojo Trifolium pratense L.) (Panizzi et al., 2000a; Ribeiro y Castiglioni, 2009;
Ribeiro et al., 2009; Castiglioni et al., 2010). También se alimenta de leguminosas
silvestres como Seshania aculeata (Dhaincha), Indigofera endecaphylla Jacq., I.
hirsuta L., I suffruticosa Mill., I. truxillensis Kunth, Cajanus cajan (L.) Mills.,
Crotalaria lanceolata E. Mey (Panizzi, 1985; Panizzi y Slansky, 1985a; Panizzi
1987; Panizzi, 1992; Panizzi, 1997; Panizzi et al. 2000, Panizzi et al. 2002; Panizzi y
Silva, 2009).

Como consecuencia de la distribucion geografica de las especies vegetales, las
poblaciones locales de hemipteros fitofagos tienen habitos de alimento especificos,
por lo que es necesario conocer el rol que cumplen en la biologia de ninfas y adultos
las plantas huéspedes de cada localidad (Panizzi y Slansky, 1985a; Panizzi, 1997,
Panizzi, 2000; Panizzi y Parra, 2009). Con estos estudios se puede establecer en que
especies vegetales se deben concentrar los esfuerzos para idear tacticas de manejo
para aplicar previo a la colonizacion de su planta preferida, lo cual permitird
desarrollar un programa de manejo integrado holistico y sustentable que mitigue el

impacto del insecto en el o los cultivos que causan dafios econdémicos.

En el relevamiento de campo realizado durante dos afios en el suroeste del
Uruguay P. guildinii pudo ser observado en 15 especies vegetales (Zerbino et al.,
2014a, Capitulo 2). De todos ellas, las leguminosas forrajeras alfalfa, trébol rojo y
lotus fueron las especies vegetales donde la presencia del insecto se observo durante
un periodo de tiempo mas prolongado, y se registraron los mayores valores de
abundancia y de porcentaje de constancia. Es objetivo de este estudio determinar el
rol que cumplen las principales leguminosas forrajeras cultivadas en la region Sur-

oeste del Uruguay en el desempeiio de ninfas y adultos, y estudiar el comportamiento
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alimentario de estos ultimos. Para ello fueron realizados ensayos de biologia de
ninfas y de adultos alimentados con frutos inmaduros de leguminosas forrajeras
(alfalfa, lotus y trébol rojo) y de soja, y de preferencia alimentaria de adultos con

esos alimentos.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Rutina de mantenimiento de la cria de insectos

Al inicio del experimento, fueron colectados adultos de P. guildinii, en el
campo de INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay (S 34° 20' W 57° 41'), los cuales en
el laboratorio fueron colocados en cajas de plastico transparente (25 x 20 x 20 cm)
forradas con papel de filtro, el cual fue humedecido diariamente. En la tapa del
recipiente fueron colocados hilos de lana sintética de 30 cm de largo para que las
hembras realicen la oviposicion (Silva y Panizzi, 2008). El alimento que recibieron
fue vainas verdes de poroto Phaseolus vulgaris L., semillas de soja G. max y mani
Arachis hypogaea L., el cual se reemplazd dia por medio. Todos los dias se
suministrd6 agua destilada por medio de algodon humedecido colocado en un
contenedor plastico (1,0 cm ). Las condiciones de temperatura y humedad fueron
25+ 1°C, 80 £ 10% RH y un fotoperiodo de 14:10 h L:O (Tres luces TLD 18W/54-
765 dispuestas horizontalmente a 20 cm de distancia de los contenedores). Para
mantener la humedad, el papel de filtro fue rociado con agua todos los dias. Las
posturas fueron retiradas, y acondicionadas en placas de Petri de 9,0 de @ % 1,5 cm,
cuyo fondo fue cubierto con papel de filtro y colocadas en estufas. Las posturas
fueron mezcladas a fin de evitar efectos maternales y luego llevadas a las camaras de
cria donde se realizaron los experimentos. Las condiciones ambientales en las
mismas fueron: 14 h de luz, 25 + 1 °C de temperatura y 80 + 10% de humedad
relativa. Cada camara de cria const6 de cuatro luces tipo Day light TLT 20W/54 RS
dispuestas verticalmente en la puerta. Las ninfas del primer instar las ninfas fueron
mantenidas unicamente con agua destilada. La temperatura y humedad de las
camaras fueron monitoreadas utilizando registradores HOBO® modelo U23-001.

Los alimentos evaluados en los tres experimentos (biologia de ninfas, de adultos y
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preferencia alimentaria) fueron vainas inmaduras de alfalfa (VIA), de lotus (VIL), y

de soja en estado R5-6 (VIS), y flores maduras de trébol rojo (FMTR).

3.4.2. Biologia de ninfas

Al primer dia del segundo instar, mas de 50 ninfas de cada tratamiento
comenzaron a recibir el alimento de los tratamientos, para ello fueron colocadas
individualmente en cajas plasticas de poliestireno cristal (11,0 x 11,0 % 3,5 cm)
recubiertas de papel de filtro. El alimento fue renovado dia por medio y diariamente
con un algodon humedecido se les proporciond agua destilada. Se registr6 el cambio
de estadio, la mortalidad diaria, y al emerger los adultos se determiné el sexo y el
peso fresco con una balanza electrénica (OHAUS Pioneer™) (aproximacion 0,1 mg).
Para cada alimento se calculd la supervivencia en cada estadio ninfal, y la mortalidad
total, la duracion de cada estadio y el tiempo de desarrollo total del estado. El disefio
experimental fue de parcelas completamente al azar y cada individuo fue considerado
una réplica. Este experimento fue repetido dos veces y las camaras de cria fueron

reasignadas por sorteo.

3.4.3. Biologia de adultos

Grupos de diez ninfas del segundo estadio fueron colocados en cajas de
germinacion (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) cubiertas de papel de filtro, las cuales recibieron
vainas verdes de poroto P. vulgaris, semillas de soja G. max y mani A. hypogaea
como alimento. El alimento fue renovado dia por medio y diariamente con un

algodon humedecido se les suministr6 agua destilada.

Cuando los adultos emergieron, se formaron un total de 150 parejas
(aproximadamente 50 parejas por alimento) y comenzaron a recibir el alimento de
los tratamientos. Cada una de ellas fue acondicionada en una cajas plastica (11,0 x
11,0 x 3,5 cm) recubiertas de papel de filtro. El alimento fue renovado dia por medio
y diariamente con un algodon humedecido se les proporciono6 agua destilada. Cuando

murio6 un integrante de la pareja, el mismo no fue reemplazado.
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Todos los dias se registré la mortalidad y la oviposicion. Para cada alimento se
calcul¢ la supervivencia y la longevidad de ambos sexos. El efecto del alimento en la
actividad reproductiva se evalué por medio del porcentaje de hembras que
ovipusieron, el periodo de preoviposicion, el total de nimero de posturas y de huevos
por hembra, asi como también la viabilidad de los huevos. Con el objetivo de
determinar el efecto del alimento en el peso fresco, semanalmente los adultos fueron
pesados con una balanza electronica (OHAUS Pioneer™) (aproximacion 0,1 mg)
desde el momento de la emergencia hasta que murieron. El disefio experimental fue
de parcelas completamente al azar y cada pareja fue considerada una réplica. Este
experimento fue repetido dos veces, y las camaras de cria fueron reasignadas por

sorteo.

3.4.4. Preferencia alimentaria

En el momento de la emergencia 15 adultos fueron colocados individualmente
en cajas plasticas de poliestireno cristal (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) recubiertas de papel
de filtro, y durante diez dias fueron alimentados con vainas verdes de poroto P.
vulgaris, y mani A. hypogaea. Previo al inicio de la prueba de preferencia, fueron

sometidos a ayuno durante dos dias, donde s6lo se les suministré agua destilada.

Antes de comenzar el experimento se realizo el sorteo de la distribucion de los
alimentos en cada placa y de la ubicacion de éstas sobre la mesada. Cada alimento
fue colocado en un recipiente pléstico (2,8 cm @), los cuales fueron dispuestos en
forma de cruz en los bordes de placas de Petri (14,5 cm J) que estaban forradas con
papel de filtro. En el centro de cada placa de Petri se colocé un adulto, al cual
previamente se le habia determinado el sexo. En ocho momentos, cada una hora, se
registrd el alimento visitado, con prueba de alimento. Al finalizar cada evaluacion, la
posicion de las placas en la mesada fue modificada, y el alimento sobre el cual se

posiciono el insecto fue renovado. Este experimento fue repetido siete veces.
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3.4.5. Analisis de datos

Los resultados de las repeticiones de los experimentos de la biologia de ninfas
y de adultos fueron similares, por lo que los datos fueron combinados en los andlisis
estadisticos. La supervivencia de ninfas en cada estadio y la mortalidad total fue
analizada utilizando modelos lineales generalizados con distribucion binomial y
funcion logit (PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). La duracion de cada
estadio (2-5) y el tiempo de desarrollo total de las ninfas fueron analizados mediante
modelos lineales generalizados con distribucion Poisson y funciéon logaritmica
(PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). En todos los casos los resultados son

presentados como la maxima verosimilitud de la distribucién Chi cuadrado.

El peso de los adultos a la emergencia fue analizado con modelos lineales
generales (PROC GLM, SAS Institute, version 9.2), dado que la varianza fue
homogénea y no se encontrd asociacion entre la media y la varianza. Las medias
fueron comparadas utilizando la prueba de Tukey-Kramer Honestamente
Significativa (HSD) (P < 0,05). Las diferencias de peso fresco entre sexos fueron

comparadas con la prueba t Student (P < 0,05).

El analisis de la supervivencia de adultos a través del tiempo se realizd
realizando regresiones lineales simples para cada tratamiento. Los datos fueron
transformados a LN (x+1), de modo de cumplir con los supuestos de la regresion
lineal. Las pendientes (b) de las ecuaciones de cada tratamiento fueron comparadas

con la prueba t de Student (P < 0,05).

El porcentaje de oviposicion fue analizado por medio de modelos lineales
generalizados con distribucion binomial y funcion logit (PROC GENMOD, SAS
Institute, version 9.2). Para el analisis de los datos de la longevidad, del periodo de
preoviposicion, y del nimero de posturas y de huevos totales por hembra, debido a
que son variables discretas que presentaron una fuerte asociacion entre la media y la
varianza, se utilizaron modelos lineales generalizados con distribucion Poisson o
binomial negativa y funcion logaritmica (PROC GENMOD, SAS Institute, version
9.2).
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La viabilidad de los huevos fue analizada con modelos lineales generales
(PROC GLM, SAS Institute, version 9.2), dado que la varianza fue homogénea y no
se encontro asociacion entre la media y la varianza. Las medias fueron comparadas

utilizando la prueba de Tukey-Kramer Honestamente Significativa (HSD) (P < 0,05).

El cambio de peso fresco de los adultos fue analizado con modelos mixtos
(PROC MIXED, SAS Institute, version 9.2), el peso inicial medido en el primer dia
de adulto fue la co-variable y los pesos subsiguientes fueron considerados como
medidas repetidas. La estructura de covarianza que ajustdé fue ANTE (1). Para la
prueba de heterogeneidad de las pendientes, el modelo incluy6 el término de

interaccidn ganancia por tratamiento.

Los datos de frecuencia de visita de los alimentos del ensayo de preferencia
fueron analizados por modelos lineales generalizados mixtos (PROC GLIMIX). Los
distintos alimentos y el sexo fueron considerados efectos fijos, y efectos aleatorios a

las repeticiones y los experimentos.

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Biologia de ninfas

3.5.1.1. Supervivencia y mortalidad total

Los alimentos tuvieron efectos significativos en la supervivencia de ninfas en
los distintos estadios (2do y* = 69,8 gl = 3 P < 0,0001; 3er y* = 63,0 gl =3 P =<
0,0001; 4to > = 8,9 gl =3 P = 0,03; 5to y’= 15,6 gl = 2 P = 0,0004). En el 2do
estadio y 3er estadio la supervivencia de ninfas alimentadas con VIS y VIA, fue
similar y superior a la registrada cuando el alimento fue VIL y FMTR; a su vez, el
valor registrado con VIL fue significativamente superior al de FMTR. Ninguna ninfa
del tratamiento FMTR complet6 4to estadio. En este estadio, las ninfas alimentadas
con VIL, VIA y VIS tuvieron una supervivencia similar. En el 5to estadio s6lo hubo

diferencias entre VIL y VIS (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Supervivencia en los diferentes estadios de ninfas de Piezodorus guildinii
alimentadas con flores maduras de trébol rojo (FMTR), y vainas
inmaduras de lotus (VIL), de alfalfa (VIA) y de soja (VIS). 'Medias en
cada estadio seguidas por la misma letra no difieren significativamente

basado en el estadistico de méxima verosimilitud (P<0,05).

El porcentaje de mortalidad total de ninfas (estadios 2-5) vario en funcion de
los alimentos (y* = 151,5 gl = 3 P < 0,0001). Los valores registrados para cada
alimento fueron diferentes entre si (Cuadro 3.1). La menor mortalidad se registrdé con
VIS. Soélo un pequefio porcentaje de las ninfas que recibieron VIL alcanzaron el
estado adulto (12,4%), mientras que cuando fueron alimentadas con VIA casi la

mitad completaron el estado de ninfa (45,8%).
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Cuadro 3.1.

Tiempo de desarrollo medio (+EEM) y porcentaje de mortalidad total de ninfas de Piezodorus guildinii (2do-5to0)

alimentadas con flores maduras de trébol rojo (FMTR), y vainas inmaduras de lotus (VIL), de alfalfa (VIA) y de soja
(VIS) en condiciones de laboratorio.

Tiempo de desarrollo (dias)

Mortalidad Total
. Total (Estadio 2-5)
Estadio (%)
Alimento N inicial 2do 3er 4to 5to Hembras Machos
FMTR 96 7,6 0,6 al 12,5+4,5a - - - - 100,0 a
[22]° [2]
VIL 109 51040 43+03b 6,1+0,6a 6,4+03a 21,3+0,8a 22,7+1,0a 87,6 b
[40] [27] [21] [14] [7] [7]
VIA 59 5,0+£0,3b 45+0,3b 4,6+03Db 6,0+03a 20,6 £0,5a 19,0 +0,5a 54,2 ¢
[45] [39] [33] [27] [20] [7]
VIS 50 46+0,1b 37+£0,1b 44+0,1b 6,7+0,2a 19,7+0,5a 19,3+0,4a 32,6d
[38] [37] [33] [33] [18] [15]

"Medias en cada columna seguidas por la misma letra no difieren significativamente basado en el estadistico de maxima
verosimilitud (P <0,05).

2 ’ - .
Numero de ninfas que completaron cada estadio
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3.5.1.2. Tiempo de desarrollo

En el 2do (y* = 21,8 gl =3 P < 0,0001), 3ro (3* = 23,1 gl =3 P < 0,0001) y 4to
(X2 =5,9 gl =2 P =0,05) estadio de ninfa, el tiempo de desarrollo varié en funcion
del alimento recibido. La duracion del 2do y 3er estadio fue significativamente
mayor cuando las ninfas fueron alimentadas con FMTR que cuando recibieron los
tres otros alimentos, con los cuales se registr6 un tiempo de desarrollo similar
(Cuadro 3.1). Las ninfas alimentadas con VIL necesitaron mas tiempo para
completar el 4to estadio que cuando recibieron VIA y VIS (Cuadro 3.1). La duracion
del 5to estadio fue similar en los tres alimentos (VIL, VIA y VIS) (=12 gl=2 P =
0,56). El tiempo de desarrollo total (2do hasta 5to estadio) en ambos sexos fue
similar en los tres alimentos que completaron el estado de ninfa (hembras x* = 0,7 gl

=1 P=0,70; machos y* = 3,2 gl =1 P =0,20) (Cuadro 3.1).

3.5.1.3. Peso fresco en la emergencia de los adultos

El peso fresco de las hembras al momento de la emergencia fue similar en los
tres alimentos (tratamiento F>4; = 0,2 P = 0,81) (Cuadro 3.2). Por el contrario, los
machos (tratamiento F527 = 3,9 P = 0,03) que recibieron VIS y VIA fueron més y
menos pesados, respectivamente (Cuadro 3.2). Las hembras fueron mas pesadas que
los machos cuando las ninfas fueron alimentadas con VIL y VIA, mientras que el

peso de ambos sexos fue semejante cuando el alimento fue VIS (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2. Peso fresco medio (= EEM) de los adultos de Piezodorus guildinii en la
emergencia cuando las ninfas fueron alimentadas con flores maduras de
trébol rojo (FMTR), y vainas inmaduras de lotus (VIL), de alfalfa (VIA)

y de soja (VIS), en condiciones de laboratorio.

Peso fresco (mg)

Alimento Hembras Machos

VIL 53,4+23aA' 44,6+ 1,4 abB
VIA 52,6 + 1,6 aA 43,1+32bB
VIS 51,2+2,5aA 493+ 1,1 aA

"'Medias seguidas por la misma letra, minéiscula para las columnas y
mayusculas para las filas no difieren para las pruebas de Tukey-Kramer

(HDS) y prueba t-Student, respectivamente (P < 0,05).

3.5.2. Biologia de adultos

3.5.2.1. Supervivencia y longevidad

En ambos sexos, los adultos alimentados con FMTR tuvieron una tasa de
supervivencia significativamente menor, que con los restantes alimentos, los cuales
fueron semejantes entre si (Cuadro 3.3). A los 43 dias de la emergencia de los
adultos, solo 22% de los machos y 33% de las hembras alimentadas con FMTR eran
supervivientes, mientras que en los otros tres alimentos esa misma edad el porcentaje
de supervivencia de tuvo un rango entre 47,8 y 77,1% para los machos, y de 60,9 a

73,3% para las hembras.

La longevidad de los adultos de ambos sexos varié en funcion de los alimentos
(hembras y* = 37,4; machos y* = 38,6 gl = 3 P < 0,0001). Los adultos menos
longevos (ambos sexos) fueron los que se alimentaron con FMTR; mientras que los
machos mas longevos fueron los alimentados con VIA y en el caso de las hembras
fueron las que recibieron VIA y VIS, aunque el valor de éste ultimo también fue

similar al de VIL (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3. Pendiente de la regresion linear simple (b) entre LN (% Supervivencia+1) y el tiempo, coeficiente de correlacion (r), y
longevidad media (+ EEM) de adultos de Piezodorus guildinii alimentados con flores maduras de trébol rojo (FMTR),
y vainas inmaduras de lotus (VIL), de alfalfa (VIA) y de soja (VIS), en condiciones de laboratorio.

b' r b r Longevidad (dias)’
Alimento Hembras Machos Hembras Machos

FMTR -0,0529 + 0,0061 a 0,98* -0,0557 £ 0,0053 a 0,99* 335+24c 299+24c¢
5756 [52]° [53]

VIL -0,0190 + 0,0026 b 0,97* -0,0255 +0,0025 b 0,99%* 56,6 +50b  445+4,6D
[46] [45]

VIA -0,0148 +0,0027 b 0,95% -0,0198 +0,0058 b 0,90%* 70,5+4,7a 654+45a
[49] [48]

VIS -0,0183 +0,0047 b 0,93* -0,0229 +0,0033 b 0,97* 60,5+29ab 479+32b
[67] [69]

'Pendientes expresadas como LN (% supervivencia+1), valores en cada columna, seguidos por la misma letra no difieren significativamente para
la prueba t (P <0,05).

*Medias en cada columna, seguidas por la misma letra no difieren significativamente basado en el estadistico de maxima verosimilitud (P <
0,05).
3 Numero de adultos.

"P<0,0001.
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3.5.2.2. Desempeiio reproductivo

El desempeiio reproductivo de las hembras varié en funcion del alimento. Los
tratamientos tuvieron efectos altamente significativos en el porcentaje de hembras
que depositaron huevos (x> = 21,3 gl = 2 P < 0,0001). Los mayores valores
correspondieron a los tratamientos VIA (87,7%) y VIS (83,8%), los cuales fueron
semejantes entre si; mientras que con VIL se registrd un valor significativamente

menor (52,2%). Las hembras alimentadas con FMTR no ovipusieron (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4. Desempeiio reproductivo medio (+ EEM) de las hembras de Piezodorus
guildinii en alimentadas con flores maduras de trébol rojo (FMTR), y
vainas inmaduras de lotus (VIL), de alfalfa (VIA) y de soja (VIS) en

condiciones de laboratorio.

o Periodo Numero/hembra Eclosion de
Oviposicion S
preoviposicion Huevos
) (%) Posturas Huevos
Alimento (dias) (%)
FMTR 0 - - - -
[521°
VIL 522b'"  21,1+1,6ab' 4,1+£0,7b" 60,2+10,2b' 58,0+ 6,2 a°
[46] [24] [24] [24] [24]
VIA 87,7 a 18,6£18b 85+1,0a 1344+16,0a 57,5+3,1a
[49] [42] [42] [42] [42]
VIS 83,8 a 258+25a 99+1,0a 1483+149a 58,0£3,1a
[75] [62] [62] [62] [62]

Medias en cada columna seguidas por la misma letra no difieren significativamente

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

Medias seguidas por la misma letra en la columna no difieren significativamente

para la prueba de Tukey-Kramer (HSD) (P < 0,05).

3Numero de hembras.
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El alimento, también afecto la duracion del periodo de preoviposicion (x = 6,6
gl =2 P=0,04), que fue mas corto cuando las hembras fueron alimentadas con VIA
(18,6 dias), y mas largo cuando el alimento fue VIS (25,8 dias). Los valores

correspondientes a VIL (21,1 dias) fueron similares a VIA y VIS (Cuadro 3.4).

Hubo efectos altamente significativos de los alimentos en el nimero de
posturas (x> = 17,94 gl=2 P <0,0001) y de huevos totales por hembra (x> = 15,0 gl
=2 P=0,0005). Las hembras alimentadas con VIA y VIS depositaron un ntimero de
posturas/hembra (8,5 y 9,9; respectivamente) y de huevos totales/hembra (134,4 y
147,5; respectivamente) significativamente mayor que aquellas alimentadas con VIL
(4,1 posturas/hembra y 60,2 huevos totales’/hembra) (Cuadro 3.4). La fertilidad de

los huevos fue similar para los tres alimentos (5, 125 = 0,06 P = 0,94) (Cuadro 3.4).

3.5.2.3. Ganancia de peso

Durante los 43 dias de edad de los adultos, los alimentos tuvieron efectos
diferenciales en la ganancia de peso (interaccion alimento*edad Fj 464 = 25,4 P
<0,0001), y el efecto del alimento en ambos sexos fue similar (interaccion
alimento*sexo F3241 = 1,5 P = 0,22). De acuerdo a la pendiente de la regresion
lineal, durante ese periodo los adultos alimentados con VIA y VIS tendieron a ganar
peso, mientras que los que recibieron VIL mantuvieron el peso inicial, y los que

recibieron FMTR perdieron de peso (Cuadro 3.5, Figura 3.2).
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Cuadro 3.5. Ganancia de peso diaria (mg) de los adultos de Piezodorus guildinii
durante un periodo de 43 dias, cuando fueron alimentados con flores
maduras de trébol rojo (FMTR), y vainas inmaduras de lotus (VIL),
alfalfa (VIA) y soja (VIS) en condiciones de laboratorio.

Pendiente Pendiente #0
Alimento |
(b) Pr> | t|
FMTR -0,303¢ <0,0001
VIL 0,035b 0,3501
VIA 0,181a <0,0001
VIS 0,145a <0,0001

1 . . . . . .
Medias por la misma letra en cada columna no difieren significativamente (Pr

>|t|<0,05).

En la figura 3.2 (A y B) son presentados para los distintos alimentos los
cambios semanales de peso de adultos de ambos sexos desde la emergencia hasta los
43 dias, se observa que si bien el efecto fue mas marcado en las hembras, la
tendencia en los machos fue similar, siendo los cambios en peso de menor magnitud.
Las hembras alimentadas con VIS ganaron peso durante los primeros 15 dias, luego a
la semana siguiente perdieron peso, y a partir de ese momento vuelven a ganar peso
hasta los 43 dias, en consecuencia el peso a los 43 dias fue mayor que el inicial.
Cuando las hembras recibieron VIA como alimento, durante el periodo considerado
nunca se registro pérdida de peso (Figura 3.2 A). En el caso de VIL, las hembras en
los primeros ochos dias de emergidas disminuyeron de peso; a partir de ese momento
hasta los 22 dias incrementaron su peso y luego hasta los 43 dias nuevamente
perdieron; como consecuencia el peso inicial y el de los 43 dias fue similar. Las
hembras que recibieron FMTR, en los primeros 15 dias de edad perdieron peso de

manera importante, en la semana siguiente fue el Gnico momento del periodo

40



considerado donde ganaron peso. Como resultados el peso a los 43 dias fue menor

que el peso inicial (Figura 3.2 A).

EENTR
15 A EVIL
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10 - VIA
ovIs

mg

= Lh
| 1
—

-10 +
-15 -
3 15 22 29 36 43 1-43
Dias
20 A B
15 +
10+

mg

8 15 22 29 36 43 143

Dias

Figura 3.2. Cambio en el peso fresco medio (:EEM) (mg) durante las primeras seis
semanas de vida de los adultos de Piezodorus guildinii alimentados con
flores maduras de trébol rojo (FMTR), y vainas inmaduras de lotus
(VIL), alfalfa (VIA) y soja (VIS) en condiciones de laboratorio: A)

hembras; B) machos.
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3.5.3. Preferencia alimentaria de adultos

Los adultos de P. guildinii mostraron preferencias por algunos de los alimentos
ofrecidos (F3300 = 16,0 P < 0,0001). La respuesta a la oferta de los alimentos fue
similar en ambos sexos (sexo Fj3p9 = 0,6 P = 0,45; interaccion tratamiento*sexo

F3,3()9: 0,9 P= 0,46).

Cuadro 3.5. Numero de visitas realizadas por adultos de P. guildinii a flores maduras
de trébol rojo (FMTR), y vainas inmaduras de lotus (VIL), alfalfa (VIA)

y soja (VIS), en un periodo de ocho horas en el laboratorio.

Alimento N° de visitas'
FMTR 0,35+0,08b
VIL 0,83 +0,16 a
VIA 0,47+0,10b
VIS 1,03+0,19a

' Medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente (Pr

>t <0,05).

De acuerdo al andlisis estadistico, los alimentos quedaron separados en dos
grupos. El mayor numero de visitas se registro en VIS y VIL, mientras que los

alimentos menos visitados fueron VIA y FMTR (Cuadro 3.5).

3.6. DISCUSION

Los frutos de las especies vegetales utilizados como alimento tuvieron un
impacto variable en el desempefio de las ninfas y de los adultos, lo cual es
consecuencia de los distintos atributos fisicos y quimicos (nutrientes y no nutrientes)
que los mismos tienen (Panizzi, 1987; Panizzi y Silva, 2009). A pesar de que a P.

guildinii en varios paises de América del Sur se le conoce como la “chinche de la
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alfalfa”, en las revisiones realizadas no se menciona trabajo alguno que realizara

estudios de la biologia utilizando este alimento. Lo mismo sucedio con VIL y FMTR.

3.6.1. Biologia de ninfas

El tipo de alimento ingerido s6lo tuvo efectos significativos en la supervivencia
y en la mortalidad total de ninfas. Scriber y Slansky (1981) establecen que la calidad
nutricional del alimento (energia, nutrientes y aleloquimicos) tiene importantes
efectos en la sobrevivencia y el crecimiento de los artropodos inmaduros porque

provoca alteraciones en los indices de digestibilidad y asimilacion.

En la supervivencia de las ninfas, las mayores diferencias entre alimentos se
observaron en el 2do y 3er estadio. Las ninfas alimentadas con VIS y VIA tuvieron
una supervivencia similar y significativamente superior a las ninfas que recibieron
VIL y FMTR como alimento, siendo mayor la supervivencia con VIL que con
FMTR. A partir del 4to la supervivencia registrada con VIL fue similar a la de VIA,
lo que indica que las ninfas mayores pueden tener distintos habitos de alimentacion

que las ninfas menores.

Ninguna de las ninfas alimentadas con FMTR alcanzé el estado adulto. Esto
pudo ser debido a que la calidad nutricional de este alimento es inadecuada y/o que la
estructura de las flores haya impedido que las ninfas tuvieran una actividad
alimentaria normal. Este resultado puede parecer contradictorio con el obtenido por
Zerbino et al. (2014a), quienes reportan que en los muestreos de campo realizados en
esta especie vegetal fueron colectadas ninfas entre los meses de noviembre y abril.
Existen diversas explicaciones posibles de estos resultados, las cuales no son
excluyentes entre si. Una de ellas podria ser que el alimento ofrecido (flores
maduras) no estuviera en el estado fenoldgico preciso en el cual las ninfas se
alimentan en el campo. Panizzi (2007) y Panizzi y Silva (2009) establecen que en la
supervivencia, ademas de la especie vegetal, el estado fenoldgico en el cual se
encuentran las plantas tiene importantes efectos, como consecuencia de las

variaciones en la composicion nutricional y de la presencia de compuestos
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secundarios o aleloquimicos. Otra posible explicacion es que las ninfas encontradas
hayan sido originadas de posturas eventualmente depositadas por adultos que
colonizan el cultivo de manera temporaria, en ausencia de otros alimentos (Panizzi y
Silva, 2009). En este caso, las ninfas estarian seriamente amenazadas porque el trébol
rojo como alimento impediria su desarrollo (Panizzi et al., 1980; Panizzi et al.,
2000a; Panizzi, 2007; Panizzi y Silva, 2009). También, podria ser que las ninfas que
encontradas en el trébol rojo fueran de mayores (4to y Sto estadio), las cuales
procederian de otras especies vegetales, dado que en esos estadios se pueden
dispersar (Panizzi et al., 1980). Las ninfas mayores pueden llegar a tener distintos
habitos de alimentacion que las ninfas jovenes (Panizzi, 1997), por lo que quizas
pudieran sobrevivir en este cultivo. Los datos disponibles no permiten dilucidar este
aspecto, dado que en el relevamiento no se registrd el estadio de las ninfas. Por lo

que, en proximos estudios seria necesario obtener esta informacion.

Como consecuencia de la baja supervivencia de ninfas en el 2do y 3er estadio
cuando fueron alimentadas con VIL, se registr6 una mortalidad total muy alta. Estos
resultados podrian ser consecuencia de la falta de nutrientes que son necesarios para
el desarrollo normal y/o de la presencia de sustancias toxicas como pueden ser los
taninos (Panizzi y Silva, 2009). Estos compuestos son una importante defensa
quimica de las plantas, y son considerados factores antinutricionales, dado que su
presencia reduce la digestibilidad y los insectos tienen dificultades de metabolizarlos
(Panizzi y Silva, 2009). Este resultado probablemente explica por qué en el estudio
realizado por Zerbino et al. (2014a) la cantidad total de ninfas colectadas en cultivos

de lotus fue considerablemente menor que en los de alfalfa.

Las ninfas alimentadas con VIA tuvieron una mortalidad intermedia,
significativamente mayor y menor que los valores obtenidos con VIS y VIL,
respectivamente. Generalmente las ninfas de P. guildinii tienen alta mortalidad en
todos los alimentos, atin en los preferidos como las vainas del género Indigofera fue
mas alta del 50%, excepto con [ .endecaphylla Jacq. que fue del 12% (Panizzi, 1992).
El valor de mortalidad total registrado para VIS (32, 6%) fue menor que los
obtenidos por Panizzi et al. (2000a, 2002) y Oliveira y Panizzi (2003) (57,7%; 88% y
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47,6%; respectivamente), y similar al reportado por Gomez et al. (2013) (38%),
cuando las ninfas recibieron un alimento similar. Estas diferencias en el porcentaje
de mortalidad para un mismo alimento, se explican por variaciones en la calidad del
alimento y/o de los insectos utilizados en los diferentes estudios (Panizzi et al.,

2002).

En los tres alimentos en que las ninfas alcanzaron el estado adulto (VIS, VIA y
VIL) el tiempo de desarrollo fue similar, y las diferencias de peso a la emergencia de
los adultos fueron poco importantes. Estos resultados sugieren que aquellas ninfas
que son capaces de sobrevivir, poseen o desarrollarian mecanismos que les permiten

superar la calidad inadecuada del alimento (Panizzi ef al., 2000a, 2002).

3.6.2. Biologia de adultos

Los alimentos afectaron el desempefio de los adultos directamente en la
longevidad y supervivencia a causa de las diferencias en la calidad nutricional, e
indirectamente en el desempefio reproductivo como consecuencia de la
presencia/ausencia de nutrientes que son necesarios para la produccion de huevos
(Oliveira y Panizzi, 2003; Panizzi, 2007; Panizzi y Silva, 2009). También hubo
diferencias en la ganancia de peso en las primeras seis semanas de emergidos los
adultos. El incremento de peso al inicio de la vida adulta, fundamentalmente en la
primera semana, es un hecho comtn entre los hemipteros (Panizzi y Slansky, 1985a;
Panizzi, 1987). El mayor consumo de alimento y el incremento en peso durante el
periodo teneral, en ciertos hemipteros estd asociado con la formacion de cuticula, de
los musculos de vuelo y de las génadas, y con la acumulacion de reservas. En general
el peso tiende a estabilizarse a partir de los 15 dias de emergidos los adultos (Panizzi

y Slansky, 1985a).

Los adultos de ambos sexos que fueron alimentados con FMTR tuvieron una
supervivencia y longevidad significativamente menor que con los otros alimentos, y
durante el periodo de 43 dias perdieron peso. Con este alimento, ninguna de las

hembras deposité huevos, y tampoco se observo que las parejas copularan. Estos
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resultados demuestran que FMTR es un alimento con baja calidad nutricional para
los adultos, lo cual reafirmaria que colonizan el cultivo de manera temporaria, en

ausencia de otros alimentos.

Los restantes alimentos (VIL, VIA y VIS) con los cuales las hembras
produjeron descendencia, tuvieron efectos diferenciales en los distintos aspectos de
la biologia de los adultos, hubo efectos en la longevidad de adultos, en el periodo de
preoviposicion, el porcentaje de hembras que ovipusieron, y en la fecundidad
(nmimero de masas y huevos totales/hembra), s6lo la tasa de supervivencia y el
porcentaje de huevos eclosionados fueron similares en los tres alimentos. Las
diferencias entre estos alimentos en el porcentaje de hembras que ovipusieron y en la
fecundidad demuestra la importancia que tiene la calidad del alimento ingerido en el
desempefio reproductivo de las hembras (Panizzi, 2007). Importantes variaciones en
la fecundidad fueron reportadas en los distintos estudios de biologia comparada con
distintos alimentos (Panizzi y Slansky, 1985a; Panizzi, 1987; Panizzi et al. 2000a,
2002; Oliveira y Panizzi, 2003; Goémez et al., 2013). En diferentes estudios que
evaluaron el porcentaje de eclosion de los huevos depositados por hembras que
recibian diferentes alimentos, Panizzi y Slansky (1985a), Panizzi (1987, 1992),

Panizzi et al. (2002), tampoco encontraron diferencias en esta variable.

El conjunto de datos obtenidos indican que las VIL tienen menor aptitud
nutricional que VIS y VIA (Panizzi, 2000). El hecho que la longevidad de los adultos
alimentados con VIL y VIS fuera similar, pero que existieran importantes en el
desempefio reproductivo, indica que la longevidad es prioritaria a la actividad
reproductiva cuando el alimento tiene una aptitud nutricional poco adecuada, y de
esta manera los adultos de P. guildinii ahorran energia (Panizzi et al., 2000a). Otro
indicador de la menor calidad de VIL como alimento fue que los adultos no ganaron
peso. Por su parte, VIA demostr6 ser un alimento con excelente calidad nutricional
(mayor longevidad de los adultos y porcentaje de oviposicion, periodo de
preoviposicion mas corto, fecundidad més alta y ganancia de peso durante 43 dias).
Con este alimento los adultos acumularon reservas y el desvio de nutrientes para la

produccion de huevos no afectd el tiempo de vida de los adultos, como sucede con
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los alimentos de aptitud media y baja (Panizzi y Silva, 2009). Panizzi y Slansky
(1985a) establecen que la calidad el alimento tiene efectos sobre el momento de
inicio de la oviposicion. Las diferencias encontradas en la duracion del periodo de
preoviposicion, significativamente mas corto en el VIA que en VIS, sugiere que la
concentracion de compuestos que intervienen en el proceso de maduracion de los
ovarios es mayor en VIA, que en VIS, o que VIA contiene otros compuestos que
favorezcan este proceso (Slansky y Panizzi, 1987). Estos resultados explican los
obtenidos por Zerbino et al. (2014a), donde establecieron que la alfalfa es la planta

hospedera alternativa preferida.

Los valores obtenidos para las distintas variables consideradas en la biologia de
los adultos cuando fueron alimentados con VIS, en general se encontraron dentro del
rango de valores reportados en otros trabajos, en los cuales el alimento fue vainas de
soja en un estado fenoldgico similar al utilizado en este trabajo, con excepcion del
porcentaje del porcentaje de hembras que depositaron huevos y el porcentaje de
eclosion de huevos (Panizzi y Slansky, 1985a; Panizzi ef al. 2000a, 2002; Oliveira y
Panizzi, 2003; Gémez et al., 2013). Los valores de longevidad reportados por estos
autores para machos y hembras fue 19,1-79,1 dias y 28,1-88,1 dias, respectivamente
y el obtenido en este estudio con VIS fue de 47,9 y 60,5 dias. El periodo de
preoviposicion registrado en las hembras alimentadas con VIS fue de 25,8 dias, y en
esos trabajos el rango se encuentra en un rango de 18 a 59,9 dias. El porcentaje de
oviposicioén alcanzado con VIS (83,7%), fue considerablemente mas alto que los
valores reportados en esos estudios (30 - 50%). La fecundidad (9,9 posturas/hembra
y 147.5 huevos totales/hembra) también se encontrd dentro del limite superior del
rango de valores reportados (2,2 - 9,0 posturas/hembra y 28,0 - 164,6 huevos
totales/hembra). Los trabajos consultados reportan valores de viabilidad de los
huevos provenientes de hembras alimentadas con VIS algo mayores (62 y 75,5%)
(Panizzi et al., 2000a, 2002; Oliveira y Panizzi, 2003), que los registrados en este
trabajo (58%). Las amplitudes en los rangos de estas variables podrian estar dadas
por la calidad de los insectos, y/o por la calidad del alimento recibido en el estado
adulto y/o en el estado de ninfa (Panizzi y Slansky, 1985a). El cambio de alimento de

ninfa a adulto tiene efectos significativos en el desempeiio de los adultos, una
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adecuada alimentacion en el estado de ninfa puede disminuir parcialmente los efectos
deletéreos de una alimentacion pobre en estado adulto (Panizzi, 1987). Panizzi et al.
(2000a, 2002) y Oliveira y Panizzi (2003), alimentaron las ninfas con vainas de soja

inmaduras, mientras que en este estudio recibieron chauchas, mani y granos de soja.

3.6.3. Preferencia alimentaria

Los adultos de P. guildinii tuvieron reacciones diferenciadas en relacion a los
alimentos evaluados, las cuales deben estar vinculadas a estimulos olfativos, visuales
y/o mecanicos recibidos. En los insectos fitofagos con aparato bucal pico suctor, que
particularmente basan sus decisiones para aceptar o rechazar un alimento en las
sefiales mecéanicas y quimicas recibidas a nivel celular, muy poco se conoce sobre la

identidad exacta de estas senales (Ventura et al., 2000; Schoonhoven et al. 2005).

Las diferencias encontradas en las visitas a los alimentos, no se ajustan a la
aptitud nutricional demostrada por los mismos en el estudio de la biologia comparada
(Schoonhoven et al., 2005). La teoria Optima del forrajeo predice que adultos
fitofagos deberian preferir alimentarse de aquellos hospederos donde el desarrollo y

la reproduccion son 6ptimos (Stephens y Krebs, 1986).

Existen considerables evidencias que los insectos compensan las deficiencias
nutricionales de dos maneras, o seleccionan el alimento adecuado o regulan la
cantidad que ingieren (Simpson y Raumheimer, 1993). Estos mecanismos
probablemente son los que determinaron que las vainas verdes de soja y de lotus

fueron los alimentos visitados con mayor frecuencia.

Los resultados obtenidos en el estudio de preferencia y en la biologia
comparada, confirman que VIS es uno de los alimentos preferidos de este insecto.
Silva et al. (2013), determinaron que la diferente preferencia de Euchistus heros (F.)
por variedades de soja, estuvo asociada a los compuestos no volatiles,

particularmente altos tenores de azucares.

La mayor frecuencia de insercién del estilete observada en VIL, pudo

responder a la necesidad de consumir grandes cantidades de alimento como manera
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de compensar la baja calidad nutricional de este alimento (Simpson y Simpson,
1990). También, la insercién del estilete pudo haber sido un comportamiento de

prueba.

La menor visita a VIA, puede indicar que las concentraciones de compuestos
quimicos que atraen a los adultos de P. guildinii que contienen estas vainas son muy
bajas o nulas, o que esos compuestos pueden encontrarse en otras partes de la planta.
También podria ser que otros factores estén involucrados en el proceso de seleccion
de este alimento. La ocurrencia estacional del insecto en cultivos de alfalfa, el valor
del porcentaje de constancia y la abundancia de ninfas y adultos, asi como el buen
desempefio reproductivo y la longevidad de los adultos, indican que este es el
hospedero alternativo preferido por el insecto y que tiene adecuada aptitud

nutricional.

Los resultados obtenidos, demuestran que el comportamiento alimentario de
este insecto es muy complejo, y que una misma actividad como la insercion del
estilete puede responder a distintos comportamientos. Por lo tanto seria conveniente
realizar este tipo de estudio utilizando la grafica de penetracion eléctrica (EPG), el
cual permitiria cuantificar y realizar comparaciones estadisticas de los distintos

comportamientos que ocurren dentro de la planta (Backus ef al., 2007).

Todas estas inferencias deberan ser dilucidadas en futuras investigaciones. Es
fundamental conocer los perfiles bioquimicos de los tres alimentos y determinar los
mecanismos que interviene en la seleccion del alimento por parte de los adultos de
este insecto. Esto va a colaborar en el desarrollo de alternativas no quimicas y
proporcionar informacién de ecologia quimica que puede ser muy util en el

establecimiento de programas de manejo sustentables.

3.7. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio, inéditos en cuanto a los alimentos evaluados,
indican que la calidad del alimento tuvo efectos en algunos aspectos de la biologia de
ninfas y adultos de P. guildinii, y permitieron establecer el rol que cumplen las

leguminosas forrajeras (alfalfa, lotus y trébol rojo) en la historia de vida de este
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insecto, a pesar de las incertidumbres que quedaron planteadas respecto a la
seleccion y preferencia del alimento por parte de los adultos. A partir de los
resultados surge la necesidad de conocer los atributos quimicos (nutrientes y no

nutrientes) de los alimentos evaluados.

Panizzi (2000) distingue dos grandes grupos de especies vegetales, las plantas
hospederas que son aquellos en las cuales los hemipteros fitéfagos se desarrollan y
reproducen, y las plantas alternativas que son las que utilizan como abrigo y/o como
fuente de nutrientes y agua, pero no reproducen. De acuerdo a ello y a los resultados

obtenidos se puede establecer que:

- El trébol rojo es una planta alternativa, porque las ninfas no pueden completar
el ciclo y los adultos no generan descendencia. Por estas caracteristicas este
cultivo, que probablemente es fuente de agua y nutrientes cuando las otras
especies vegetales no estdn disponibles, no contribuye sustancialmente a la
poblacion total que ingresa al cultivo de soja.

- Ellotus, debe ser calificado como hospedero alternativo secundario, dado que
como fuente de alimento tiene efectos negativos en la supervivencia de
ninfas, y la longevidad de los adultos y en el desempeio reproductivo de las
hembras es inferior a cuando se alimentan con vainas inmaduras de alfalfa.

- Las vainas inmaduras alfalfa, aunque las ninfas tuvieron una mortalidad
mayor que en soja, es el componente mas importante en la historia de vida de
P. guildinii, porque la longevidad de los adultos de ambos sexos y el
desempefio reproductivo de las hembras es igual o superior a cuando se

alimentan con vainas inmaduras de soja.
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4. EFECTO DE LOS FACTORES ABIOTICOS (TEMPERATURA Y
FOTOPERIODO) EN LA BIOLOGIA DE PIEZODORUS GUILDINII

4.1. RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del fotoperiodo y la temperatura en
la biologia de ninfas y adultos de Piezodorus guildinii (Westwood). Fueron
consideradas cuatro condiciones (14:10, 12:12, 10:14 hL:0a25°C,y 10:14 h L:O a
20 °C), manteniendo la humedad relativa a 80 = 10%. El estado de ninfa tuvo una
menor duracion a 14hL-25 °C (21,5 dias), mientras que la mayor duracion se registro
a 10hL-20 °C (42 dias). La mayor y menor mortalidad de ninfas fue registrada en
10hL-20 °C y 14hL-25 °C (73,8 y 23,4% respectivamente). El peso promedio de las
hembras adultas recién emergidas en el tratamiento 14hL-25 °C fue
significativamente superior a los restantes tratamientos, los cuales fueron similares
entre si. No fueron detectadas diferencias en la ganancia de peso de los adultos. Los
menores valores de longevidad de adultos se registraron a 14hL-25 °C, mientras que
los mayores se registraron a 10hL-20 °C (38,6 vs. 98,8 dias). El comportamiento
reproductivo de las hembras vari6 con las condiciones evaluadas. El maximo
porcentaje de oviposicion se registrdo a 14hL-25 °C, y el minimo con 10hL-20 °C
(84,5 vs. 24,2%). El nimero de posturas solo fue afectado por el fotoperiodo; las
hembras criadas a 14hL y 12hL (25 °C) realizaron mas posturas que en 10hL a 25 y
20 °C. El numero de huevos por hembra vari6 con el fotoperiodo y la temperatura; el
mayor valor se registro a 14hL-25 °C y el menor a 10hL-20 °C (196,2 vs. 21,7
huevos/Q). El porcentaje de huevos eclosionados fue similar en los diferentes
fotoperiodos a 25 °C, y significativamente superior al de 10hL-20 °C. El periodo de
incubacion fue mas largo a 10hL-20 °C, y mas corto a 14hL-25 °C (7 vs. 4,1 dias).
Los resultados obtenidos sugieren que entre 30-35° de latitud S, P. guildinii no se
reproduce en la entrezafra del cultivo de soja, que se corresponde aproximadamente

con las condiciones de 10hL-20 °C evaluadas en este estudio.

Palabras Clave: Piezodorus guildinii, biologia, fotoperiodo, temperatura
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4.2. ABSTRACT

The effect of photoperiod and temperature on the biology of nymphs and adults of
Piezodorus guildinii (Westwood) was studied in the laboratory. Four different
conditions were tested (14:10, 12:12 and 10:14 h L:D at 25 °C, and 10:14 h L:D at 20
°C), at 80 = 10% RH. The shortest nymph development time was recorded at 14hL-
25 °C (21.5 days) and the longest at 10hL-20 °C (42 days). The highest nymph
mortality rate was recorded at 10hL-20 °C and the lowest at 14hL-25 °C (84.5 vs.
24.2%). Newly emerged females reared at 14hL-25 °C were heavier than those of the
remaining treatments. Fresh body weight gain (mg) occurred only during the first
week of adult life. Adult survivorship was highest at 10hL-20 °C and lowest at
14hL-25 °C. Total longevity was shortest when adults were held at 14hL-25 °C and
longest at 10hL-20 °C (38.6 vs. 98.8 days). The maximum percentage of ovipositing
females occurred at 14hL-25 °C and the minimum at 10hL-20 °C. Females
maintained at 14hL-25 °C and 12hL-25 °C produced similar and greater number of
egg masses than females at 10hL-25 °C and 10hL-20 °C. The number of eggs/female
was the greatest at 14hL-25 °C and the lowest at 10hL-20 °C (196.2 vs 21.7 eggs/9Q).
Egg viability was similar under different photophases at 25 °C, while it was
significantly reduced at 10hL-20 °C (54 vs. 4.1%). The longest egg incubation period
was recorded at 10hL-20 °C and the shortest at 14hL-25 °C (7 vs. 4.1 days). These
laboratory results suggest that P. guildinii does not reproduce during the time its
preferred host, soybean (Glycine max (L.) Merrill) is unavailable at latitudes of S
30°-35°, which corresponds approximately to the conditions tested at 10hL.-20 °C.

Key Words: Piezodorus guildinii, biology, photoperiod, temperature
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4.3. INTRODUCCION

La naturaleza variable de los factores abiodticos y bidticos determina que las
condiciones favorables para el crecimiento, desarrollo y reproduccion de los insectos
no sean permanentes. El fotoperiodo y la temperatura pueden ser considerados los
principales factores abioticos que afectan la biologia y el comportamiento de los

insectos (Danks, 1987).

Algunos autores consideran que el fotoperiodo es el factor abidtico que influye
mas en la estacionalidad de los insectos dado que varia de manera previsible (Beck,
1980; Danks, 2007). Mientras que para los insectos el fotoperiodo es altamente
reconocible, aun cuando las diferencias dia a dia son relativamente pequenas, la
temperatura es un factor menos informativo porque tiene fluctuaciones entre afios
(Danks, 2007). A pesar de que la temperatura muestra claras tendencias en el largo
plazo, resulta dificil para los insectos integrar esta informacion de manera que le
permita una respuesta estacional (Danks, 2007). Por lo tanto, si bien puede tener
efectos por si misma, en general actia modificando o reforzando los efectos del

fotoperiodo (Leather et al., 1993).

Se considera que en zonas templadas el fotoperiodo es el factor abidtico
principal en la regulacion del proceso de diapausa de los hemipteros pentatomidos
(Ali y Ewiess, 1977; Musolin y Numata, 2003b). En el caso particular de los
heterdpteros, en general a medida que aumentan las horas de luz se acelera el
desarrollo, se reduce la mortalidad de ninfas y aumenta la fecundidad de los adultos;
mientras que el desarrollo de huevos y ninfas, y la produccién de huevos aumentan
hasta que la temperatura alcanza cierto nivel, después de la cual estas variables
disminuyen (Ali y Eiweiss, 1977; Slansky y Panizzi, 1987; Higuchi, 1994;
Chocorosqui y Panizzi, 2002; Mourdo y Panizzi, 2002; Musolin y Numata, 2003a;
Chocorosqui y Panizzi, 2003).

Existen muchos ejemplos de respuestas al fotoperiodo corto (12 horas o
menos) y la induccion de la diapausa en Heteroptera. Algunos de ellos son Eurydema
rugosa (Numata y Yamamoto, 1990), Oebalus poecilus (Dallas) (Albuquerque, 1989,
1993), Dolycoris baccarum (L.) (Hodek y Hodkova, 1993), Aelia fieberi (Scott)
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(Nakamura y Numata, 1997), Dybowskyia reticulata (Nakamura y Numata, 1998),
Euchistus heros (F.) (Mourdo y Panizzi, 2000, 2002), Dichelops melacanthus
(Dallas) (Chocorosqui y Panizzi, 2003) y Nezara viridula (L.) (Musolin y Numata,
2003a). En algunas especies de insectos se ha encontrado que la temperatura puede
modificar las respuestas al fotoperiodo y en consecuencia la induccién a la diapausa
(Kobayashi y Numata, 1995). La exposicion a bajas temperaturas puede reforzar el
efecto del fotoperiodo corto en la induccion de la diapausa (Chocorosqui y Panizzi,
2002). Para los pentatomidos Halyomorpha halys (Stal) y Scotinophara lurida
(Burmeister), Niva y Takeda (2003) y Cho et al. (2008), registraron un incremento
en el porcentaje de individuos que ingresaban en diapausa cuando habia una

disminucion de la temperatura en fotoperiodos cortos.

A pesar de la importancia econdémica que tiene Piezodorus guildinii
(Westwood) para el cultivo de soja en el Cono Sur de América del Sur,
particularmente en Uruguay, los estudios de biologia fueron realizados sin tener en
cuenta los efectos de estos factores abioticos (Fraga y Ochoa, 1972; Panizzi y Smith,
1977; Panizzi et al., 1980; Costa y Link, 1982; Panizzi y Slansky, 1985a, b; Panizzi,
1992; Cividanes y Parra, 1994; Serra y La Porta, 2001; Arroyo y Kamawura, 2003;
Massoni y Frana, 2007). El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del
fotoperiodo y de la temperatura en el desarrollo de las ninfas, longevidad de los

adultos, ganancia de peso y en la performance reproductiva.

4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1.Rutina de mantenimiento de la cria de insectos

Al inicio del experimento, en octubre, se colectaron adultos de P. guildinii, en
el campo de INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay (S 34° 20' W 57° 41"), los cuales
en el laboratorio fueron colocados en cajas de pléstico transparente (25 x 20 x 20
cm) forradas con papel de filtro y en la tapa del recipiente se colocaron hilos de 30
cm de largo de lana sintética para que las hembras realicen la oviposicion (Silva y

Panizzi, 2008). El alimento proporcionado fue vainas verdes de poroto Phaseolus
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vulgaris L., semillas de soja Glycine max (L.) Merrill y mani Arachis hypogaea L. El
alimento fue reemplazado dia por medio y diariamente se les suministrd6 agua
destilada, para lo que se utilizd un algodén humedecido en un contenedor plastico
(1,0 cm ©). Las condiciones de temperatura y humedad fueron 25 + 1 °C, 80 + 10%
RH y un fotoperiodo de 14:10 h L:O (Tres luces TLD 18W/54-765 dispuestas
horizontalmente a 20 cm de distancia de los contenedores). Para mantener la

humedad, el papel de filtro fue rociado con agua todos los dias.

Las posturas fueron retiradas, y previo a la aplicacion de los tratamientos
fueron mezcladas con el objetivo de evitar efectos maternales. Para evaluar el efecto
del fotoperiodo y la temperatura en la biologia de ninfas y adultos, las cuatro
condiciones (tratamientos) evaluadas fueron: 14:10, 12:12, y 10:14 h L:O a 25 £ 1
°C, y 10:14 h L:O a 20 = 1 °C. Cada camara de crecimiento consté de cuatro luces
tipo Day light TLT 20W/54 RS colocadas verticalmente en la puerta. El fotoperiodo
de 14:10 h L:O y 25 °C represent6 aproximadamente las condiciones del solsticio de
verano, mientras que el fotoperiodo de 10:14 h L:D y 20 °C simul6 las condiciones

del otofio en un rango de latitud entre 30° y 35° S.

4.4.2. Biologia de huevos v ninfas

Los huevos fueron acondicionadas en placas de Petri de 9,0 de @ % 1,5 cm,
cubiertas con papel de filtro humedecido, las cuales fueron colocados en camaras de
cria con las condiciones de fotoperiodo y temperatura de cada tratamiento descritas
anteriormente. Cada postura permanecid6 en evaluacion durante un periodo
aproximado de tres semanas, cuando se observo la presencia de hongos
contaminantes. Diariamente se evalué la eclosion. La humedad relativa fue
mantenida constante a 80 + 10%. Las camaras fueron monitoreadas diariamente
utilizando registradores HOBO ®, modelo U23-001 (Onset Computer, Pocasset,
Massachusetts). Las ninfas de primer estadio solo recibieron agua destilada y en el
primer dia del segundo estadio fueron colocadas en forma individual en cajas
plasticas de poliestireno cristal (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) recubiertas de papel de filtro

humedecido. Las ninfas recibieron el mismo tratamiento respecto al alimento y
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suministro de agua que los adultos de la cria de insectos. Diariamente se registro el
cambi6 de estadio y la mortalidad, y al emerger los adultos se determind el sexo y el
peso fresco con una balanza electronica (OHAUS Pioneer™) (aproximacién 0,1 mg).
Para cada tratamiento se determino la duracion del estado de huevo, de cada estadio
y total del estado de ninfa, y la supervivencia de cada estadio ninfal y la mortalidad
total. Cada individuo fue considerado una réplica (n > 30). Este experimento fue

repetido dos veces y las cadmaras de cria fueron reasignadas por sorteo.

4.4.3. Biologia de adultos

Las posturas obtenidas y acondicionadas como fue descrito anteriormente,
fueron dispuestas en las cuatro condiciones de fotoperiodo y temperatura
establecidas. La humedad relativa se mantuvo constante (80 = 10%). La temperatura
y humedad de las camaras fueron monitoreadas utilizando registradores HOBO®
modelo U23-001. Durante el primer estadio las ninfas s6lo fueron mantenidas con
agua destilada y en el primer dia del segundo estadio, grupos de 10 ninfas fueron
colocados en cajas plasticas de poliestireno cristal (11,0 x 11,0 X 3,5 cm) forradas en
el fondo con papel de filtro humedecido. Cuando emergieron los adultos, en cada
tratamiento se formaron aproximadamente 30 parejas; cada una de ellas fue colocada
en una caja plastica con el fondo forrado con papel de filtro humedecido. La
metodologia para el mantenimiento de las ninfas y de las parejas de adultos (alimento
y agua) fue la misma que la descrita en la cria de insectos. Desde el momento de la
emergencia, una vez por semana y hasta la muerte se registro el peso fresco de
ambos sexos, para lo cual se utiliz6 una balanza electréonica (OHAUS Pioneer™)
(aproximacion 0,1 mg). Cuando murié un integrante de la pareja, el mismo no fue
reemplazado. Diariamente se registré la mortalidad, el nimero de huevos y la

emergencia de ninfas.

Para cada tratamiento se calculd la supervivencia y la longevidad de ambos
sexos y el efecto de los tratamientos en la actividad reproductiva fue evaluado a
través del porcentaje de hembras que ovipusieron, del periodo de preoviposicion, del

numero de posturas por hembra y del nimero de huevos totales por hembras, y de la
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viabilidad de los huevos. El disefio experimental fue de parcelas completamente al
azar y cada pareja fue considerada una réplica. Este experimento fue repetido dos

veces, y las camaras de cria fueron reasignadas por sorteo.

4.4.4. Analisis de datos

La duracion del estado de huevo, de cada estadio y el tiempo de desarrollo total
de las ninfas fueron analizados mediante modelos lineales generalizados con
distribucion Poisson y funcion logaritmica (PROC GENMOD, SAS Institute, version
9.2). La supervivencia de ninfas en cada estadio y la mortalidad total fue analizada
utilizando modelos lineales generalizados con distribucion binomial y funcién logit
(PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). En todos los casos los resultados son

presentados como la maxima verosimilitud de la distribucién Chi cuadrado.

El peso fresco de los adultos a la emergencia fue analizado con modelos
lineales generales (PROC GLM, SAS Institute, version 9.2), dado que la varianza fue
homogénea y no se encontrd asociacion entre la media y la varianza. Las medias
fueron comparadas utilizando la prueba de Tukey-Kramer Honestamente
Significativa (HSD) (P < 0,05). Las diferencias de peso fresco entre sexos fueron

comparadas con la prueba t Student (P < 0,05).

El andlisis de la supervivencia de adultos a través del tiempo se realizo
mediante regresiones lineales simples para cada tratamiento. Para cumplir con los
supuestos de la regresion lineal, los datos fueron transformados a LN (x +1). Las
pendientes (b) de las ecuaciones fueron comparadas con la prueba t de Student (P <

0,05).

El porcentaje de oviposicion fue analizado por medio de modelos lineales
generalizados con distribucion binomial y funcién logit (PROC GENMOD, SAS
Institute, version 9.2). Para el analisis de los datos del periodo de preoviposicion, el
nimero de posturas y de huevos totales por hembra, y la longevidad, debido a que
son variables discretas que presentaron una fuerte asociacion entre la media y la

varianza, se utilizaron modelos lineales generalizados con distribuciéon Poisson o
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binomial negativa y funcion logaritmica (PROC GENMOD, SAS Institute, version
9.2).

La viabilidad de los huevos fue analizada con modelos lineales generales
(PROC GLM, SAS Institute, version 9.2), dado que la varianza fue homogénea y no
se encontrd asociacion entre la media y la varianza. Las medias fueron comparadas

utilizando la prueba de Tukey-Kramer Honestamente Significativa (HSD) (P < 0,05).

El cambio de peso fresco de los adultos fue analizado con modelos lineales
generales mixtos (Proc MIXED, SAS Institute, version 9.2), el peso inicial medido
en el primer dia de adulto fue la co-variable y los pesos subsiguientes fueron
considerados como medidas repetidas. La estructura de covarianza que ajustd fue
ANTE (1). Para la prueba de heterogeneidad de las pendientes, el modelo incluy6 el

término de interaccion ganancia por tratamiento.

Los resultados de las repeticiones de los dos experimentos fueron similares,

por lo que los datos fueron combinados en los analisis estadisticos.

4.5. RESULTADOS

4.5.1.Biologia de huevos

Los tratamientos impuestos tuvieron un efecto altamente significativo en el
periodo de incubacion de los huevos de P. guildinii (> = 23,4 gl =3 P < 0,0001). A
medida que hubo acortamiento de la fotofase y la temperatura disminuy¢ el periodo
de incubacion de huevos fue mayor. La disminucion de la fotofase de 14 a 12 hL a
25 °C, caus6 un incremento significativo en la duracién del periodo de incubacion de
4,1 a 5,8 dias. Por su parte, la disminucion de la temperatura de 25 a 20 °C en
fotofase corta provocd un aumento significativo en el tiempo requerido para la

emergencia de huevos de 5,8 a 7,1 dias (Cuadro 4.1).
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Cuadro 4.1. Tiempo de desarrollo medio (+ EEM) de huevos y ninfas de Piezodorus guildinii, y porcentaje de mortalidad total de

ninfas, en diferentes fotoperiodos y temperaturas en condiciones de laboratorio.

Condiciones

10h-20°C

10h-25°C

12h -25°C

14h - 25 °C

Tiempo de desarrollo (dias) Mortalidad
Estadio Total Total
(Estadio 1-5) (%)
Huevo ler 2do 3er 4to Sto Hembras Machos
70+02a' 46+02a 93+03a 87+05a 80+03a 11,7+04a 419+09a 422+ 1,2a 73,8 a
[1497T [83] [64] [48] [39]
58+0,1b 34+0,1b 55+02b 48+02b 49+02b 63+02b 24,5+£0,5b 25,1 +0,4b 50,7b
[75] [68] [57] [50] [37]
54+0,1b 2,8+0,1b 53+02b 4,6+02b 45+02bc 6,7+0,2b 24,5+0,5b 23,9 +0,4bc 40,0b
[55] [46] [41] [37] [32]
41+0,1c 3,1£02b 53+04b 4,7+05b 3,7+03¢c 5,1+04c 21,2+ 0,8b 22,0+0,5¢ 234 c
[47] [44] [42] [39] [36]

1 . . . . . . . , . , .
Medias en cada columna, seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes basado en el estadistico de mdxima

verosimilitud (P<0,05).

2 ’ . .
Numero de ninfas que completaron cada estadio.
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4.5.2.Biologia de ninfas

4.5.2.1.Supervivencia y mortalidad total

En la supervivencia de ninfas hubo efecto de los tratamientos entre los estadios
2do y 4to (2do x* = 51,2 gl =3 P < 0,0001; 3er > = 9,3 gl= 3 P =0,02; 4to x> =9,2 gl
=3 P =0,03). En el 5to estadio la supervivencia fue similar en todos los tratamientos

(x*= 4,6 gl = 3 P=0,20).

b aaa Bababa bab aa a aaa

100 B10h-20%C
] ] — — B10h-25C
B12h-25%C
30
014 h-25%C
G0
%%
Supervivencia
P 40 -
20
1]
2do Jer Jto Sto

Estadio ninfal

Figura 4.1. Supervivencia de ninfas de Piezodorus guildinii en los diferentes estadios
para las distintas condiciones de fotoperiodo y temperatura. 'Medias en
cada estadio seguidas por la misma letra no difieren significativamente

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

En la supervivencia de ninfas, las mayores diferencias entre tratamientos
ocurrieron en el 2do estadio. El descenso de la temperatura de 25 a 20 °C en 10 h de
fotofase tuvo un efecto mas notorio, que la disminucion de la duracién de la fotofase
a 25 °C. En este estadio, el menor valor de supervivencia de ninfas se registrdé con
10h-20 °C (55,7%), mientras que en los tratamientos con distintas fotofases a 25 °C

los valores obtenidos estuvieron en el rango de 83,6 a 93,6%, los cuales fueron
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similares entre si (Figura 4.1).

A partir del tercer estadio en el tratamiento 10hL-20 °C la supervivencia de las
ninfas fue mayor que en el 2do estadio; mientras que en el resto de los tratamientos
los valores registrados en todos los estadios fueron similares. Esto determin6 que las
diferencias entre tratamientos fueran cada vez menos marcadas, mientras que en el
3er y 4to estadio sé6lo hubo diferencias entre los valores de los tratamientos de 10h-
20 °Cy 14hL-25 °C. En el 5to estadio la supervivencia ninfal de todos los fue similar

(Figura 4.1).

La mortalidad total de ninfas (estadios 2-5), vari6 en funcién de los cambios en
la fotofase y la temperatura (x> = 47,0 gl =3 P < 0,0001). Se registré un aumento a
medida que la duracion de la fotofase y la temperatura disminuyeron. A 14hL-25 °C
la mortalidad total de ninfas fue menor (23,4%) que los valores registrados a 12 y
10hL a 25 °C (40 y 50,7%, respectivamente), los cuales fueron similares entre si.
Cuando la temperatura descendid de 25 a 20 °C en condiciones de fotofase corta (10
h) la mortalidad total de ninfas aument6 significativamente de 50,75 a 73,8%

(Cuadro 4.1).

4.5.2.2. Tiempo de desarrollo

El tiempo de desarrollo del estado de ninfa vari6 significativamente en funcion
de los tratamientos (1er estadio Xz = 18,3 gl =3 P =0,0004) (estadios 2do xz =66,70;
3ero X2 = 66,49; 4to x2 = 58,6; 5to x2 =116,0 gl =3 P < 0,0001). Durante los tres
primeros estadios, la tasa de desarrollo fue similar en los tratamientos con diferente
fotofase y 25 °C. Por su parte, en el 4to y Sto estadio la duracion de la fotofase tuvo
efectos en el tiempo de desarrollo, los cuales se completaron de manera mas rapida y
mas lenta en condiciones de fotofase larga (14 h) y corta (10 h), respectivamente. En
cambio, la disminucién de la temperatura en condiciones de fotofase corta provoco

un aumento significativo en la duracion de todos los estadios (Cuadro 4.1)

Los tratamientos impuestos tuvieron efectos en ambos sexos en la duracion del

estado de ninfa (hembras y* = 156,2; machos x> = 155,3 gl =3 P < 0,0001), aunque
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los factores (fotofase y temperatura) incidieron de manera diferente. En las hembras
la duracion del estado de ninfa fue similar en las tres fotofases a 25 °C, con un rango
de 21,2 a 24,5 dias. En los machos la duracién de la fotofase tuvo efectos en el
tiempo de desarrollo, a 10 hL (25,1 dias) fue significativamente mayor que con una
fotofase de 14 hL (22,0 dias). La disminucién de la temperatura de 25 a 20 °C en
condiciones de fotofase corta aumento significativamente el tiempo que necesitaron
las ninfas de ambos sexos en completar el estado en condiciones de fotoperiodo corto

(Cuadro 4.1).

4.5.2.3. Peso fresco de los adultos en la emergencia

En el peso fresco de los adultos recién emergidos, ambos sexos tuvieron una
respuesta diferencial a los tratamientos. En las hembras recién emergidas hubo efecto
de los mismos (£ 3,351 = 10,4 P < 0,0001), y fueron significativamente mas pesadas
cuando estuvieron en condiciones de fotoperiodo largo (14h-25 °C) que en los

restantes tratamientos (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Peso fresco medio (= EEM) de los adultos de Piezodorus guildinii en la
emergencia, mantenidos en diferentes fotoperiodos y temperaturas en

condiciones de laboratorio.

Peso fresco (mg)

Condiciones Hembras Machos

10h-20°C 49,84 + 0,69 bA' 43,71 £ 0,54 aB
10h-25°C 51,55+1,07bA 45,34+ 0,96 aB
12h-25°C 49,93 +0,72 bA 46,37 = 0,66 aB
14h-25°C 56,70 £1,37 aA 46,68 = 1,68 aB

"Medias seguidas por la misma letra, mintiscula para las columnas y
mayusculas para las filas no difieren significativamente para las pruebas de

Tukey-Kramer (HDS) y prueba t-Student, respectivamente (P < 0,05).
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Por el contrario el peso fresco de los machos fue similar en todas las
condiciones de fotoperiodo y temperatura evaluadas (£ 3143 = 2,2 P = 0,09). Las
hembras fueron mas pesadas que los machos en todas las condiciones evaluadas

(Cuadro 4.2).

4.5.3. Biologia de adultos

4.5.3.1. Supervivencia y longevidad

La supervivencia de adultos disminuy6 con el tiempo en todos los tratamientos.
Las variaciones registradas fueron diferentes en los sexos. En las hembras en las
diferentes fotofase a 25 °C la disminucion en la supervivencia fue similar y mayor
que la registrada a 10hL-20 °C (Cuadro 4.3). Por el contrario en la supervivencia de
los machos hubo efecto de ambos factores. El valor de la pendiente del tratamiento
de fotoperiodo largo (14hL-25 °C) fue significativamente mayor que los obtenidos
para 12 y 10 h de luz a 25 °C, los cuales fueron similares entre si, y a la vez estos

ultimos fueron mayores que el correspondiente a 10hL-20 °C (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Pendiente de la regresion lineal simple (b) entre LN (% Supervivencia+1) y el tiempo, coeficiente de correlacion (r), y

longevidad media (+ EEM) de adultos de Piezodorus guildinii en diferentes fotoperiodos y temperaturas en

condiciones de laboratorio.

b' r b r Longevidad (dias)*
Tratamientos Hembras Machos Hembras Machos
10h-20°C -0,005+0,001b 0,91* -0,007 £ 0,001 ¢ 0,96 * 107,4+129a 94,1+119a
337 [33]
10h-25°C -0,022 + 0,005 a 0,91 * -0,019 + 0,003b 0,96 * 628+6,13b 634=+7,1b
[33] [35]
12h-25°C -0,020+ 0,002 a 0,97 * -0,018 £ 0,002 b 0,98 * 50,8+5,7bc  60,3+£6,3b
[37] [37]
14h-25°C -0,025+ 0,004 a 0,96 * -0,043 £ 0,005 a 0,97 * 46,1 £54 ¢ 31,2+3,8¢
[32] [32]

0,05).

‘Numero de adultos.

4 " Pp<0,0001.
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La variacion en la duracion de la fotofase y en la temperatura tuvieron efectos
estadisticamente significativos en la longevidad de los adultos, con una respuesta
similar en los dos sexos (hembras x> = 21,7; machos y* = 29,7 gl = 3 P < 0,0001)
(Cuadro 4.3). Los adultos mas y menos longevos fueron los que estuvieron expuestos
a condiciones de fotofase corta (10 h) y 20 °C (? = 107,4 y & = 94,1 dias) y larga
(14 h) y 25°C (Q = 46,1y & = 31,2 dias), respectivamente (Cuadro 4.3).

4.5.3.2. Desempefio reproductivo

El desempeio reproductivo de las hembras vari6 en funcion de los cambios en
la duracion de la fotofase y en la temperatura. Los tratamientos tuvieron efectos
altamente significativos en el porcentaje de hembras que ovipusieron (x> = 27,2 gl =
3 P<0,0001). El méximo y minimo valor fue registrado en los tratamientos 14hL-25
°C (84,5%), y 10hL-20 °C (24,2%), respectivamente. Por su parte, los valores
obtenidos en 12hL-25 °C (61,5%) y 10hL-25 °C (62,1%), fueron diferentes de los

otros dos tratamientos y similares entre si (Cuadro 4.4).

Hubo efectos altamente significativos de los tratamientos en la duracion del
periodo de preoviposicion, del nimero de posturas y de huevos por hembra (x> =
62,9; x2 = 60,6; X2 =29,9 gl =3 P <0,0001, respectivamente), y de la viabilidad de
los huevos (F377 = 15,0 P < 0,0001). El periodo de preoviposicion mas corto se
registro6 cuando las hembras fueron mantenidas en condiciones de 14h-25 °C (8,0
dias), mientras que el mas largo fue con 10hL-20 °C (50,1 dias). Para esta variable
los valores correspondientes a 12hL-25 °C (11,3 dias) y a 10hL-25 °C (14,5 dias),
fueron similares entre si y diferentes del mayor y menor valor, aunque los valores

fueron mas cercanos a 14hL-25 °C (Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.4. Desempeiio reproductivo medio (+ EEM) de las hembras de Piezodorus

guildinii en diferentes fotoperiodos y temperaturas en condiciones de

laboratorio.
o Periodo Numero/hembra Eclosion de
Oviposicion
preoviposicion Huevos
(%)
Tratamientos ’ (dias) Posturas Huevos (%)
10h-20°C 242¢'"  50,1+£22,0a" 3,1+1,0b" 21,7+50d" 4,1+4,5b
[337° [8] [7] [7] [7]
10h-25°C 62,1b 145+220b 3606b 482+79c¢c 54,6+9,1a
[30] [16] [16] [16] [19]
12h-25°C 61,50 11,3+14b 6,9+09a 1063+29,5b 43,6+5,3a
[39] [19] [25] [22] [24]
14h-25°C 84,5a 8,0+0,4c 88+1,4a 196,2+34,7a 642+3,7a
[33] [26] [27] [27] [27]

Medias en cada columna seguidas por la misma letra no difieren significativamente

basado en el estadistico de méxima verosimilitud (P < 0,05).

Medias seguidas por la misma letra en la columna no difieren significativamente

para la prueba de Tukey-Kramer (HSD) (P < 0,05).

3 ,
Numero de hembras.

En el numero de posturas so6lo la duracion de la fotofase tuvo efecto

significativo. Cuando las hembras fueron mantenidas con 14 y 12 h de luz a 25 °C,

depositaron la mayor cantidad de posturas

(8,8 y 6,9 posturas/hembra,

respectivamente), valores que fueron similares entre si y mayores que los

correspondientes a los tratamientos con fotofase corta (10 h) (25 y 20 °C) (3,6 y 3,1



posturas/hembra, respectivamente), los cuales fueron semejantes entre si (Cuadro

4.4).

La fecundidad, expresada como el nimero total de huevos por hembra fue
diferente en todos los tratamientos. Los mayores y menores valores registrados
correspondieron a 14hL-25 °C (196,2 huevos) y 10hL-20 °C (21,7 huevos),
respectivamente (Cuadro 4.4). En cambio, la fertilidad de los huevos provenientes de
las hembras mantenidas en diferentes fotofase a 25 °C fue similar. El descenso de la
temperatura de 25 a 20 °C con 10 h de fotofase causé una disminucién significativa

en la viabilidad de los huevos de 54,6% a 4,1%, respectivamente (Cuadro 4.4).

4.5.3.3. Ganancia de peso

Durante las dos primeras semanas de vida, los adultos ganaron peso, siendo
considerablemente mayor la ganancia en las hembras que en los machos (Figura 4.2
A, B). Sin embargo, los cambios en el peso fresco fueron similares en todas las

condiciones evaluadas (interaccion tratamiento*edad F3 949 = 1,5 P =0,22).
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Figura 4.2. Cambio en el peso fresco medio (:EEM) (mg) durante las primeras seis
semanas de vida de los adultos de Piezodorus guildinii para las distintas

condiciones de fotoperiodo y temperatura: A) hembras; B) machos.

4.6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los dos experimentos indican que ambos factores,
la duracién de la fotofase y la temperatura, tuvieron efectos en la biologia de ninfas y
adultos. La importancia de uno u otro, fue variable en los distintos estados del

insecto y en las diferentes variables consideradas en cada estado.
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4.6.1. Biologia de huevos

El periodo de incubacion de los huevos aumenté significativamente a medida
que la fotofase y la temperatura disminuyeron. En diferentes especies de
pentatdmidos se ha constatado que existe variacion en la respuesta a estos factores
abidticos. En E. heros la duracion de la fotofase tuvo un efecto similar al
determinado en este estudio para P. guildinii (Mourdo y Panizzi, 2000). Por el
contrario el periodo de incubacion de huevos de N. viridula y O. poecilus fue similar
cuando vari6 la duracién de la fotofase (Ali y Ewiess, 1977; Albuquerque, 1989,
1993). Esto puede ser debido a que los embriones de las diferentes especies de
pentatdmidos tienen diferente sensibilidad a los cambios en la duracion de la
fotofase, o ser efecto de diferentes calidades de luz utilizadas en los diferentes

trabajos.

Respecto al efecto de la temperatura, Cividanes y Parra (1994) reportaron que
en condiciones de fotoperiodo largo (14 h) los huevos de P. guildinii eclosionaron
mas rapido cuando la temperatura se incrementé de 20 a 26 °C; y no encontraron
diferencias dentro del rango de 26 a 28 °C. El periodo de incubacion a 26 °C (4,2
dias) fue similar al registrado en este trabajo en condiciones similares (14 h y 25 °C)
(4,1 dias). Sin embargo, Cividanes y Parra (1994) en condiciones de 20 °C
determinaron un periodo de incubacién mayor (9 dias) que el obtenido en este
experimento en fotofase corta (10 h) y la temperatura 20 °C (7 dias). Esta diferencia
podrian ser atribuida al hecho de que los insectos de ambos estudios fueron
colectados en dos regiones con diferentes regimenes climaticos, subtropical y
templado, respectivamente (Latitud S 23° 18' y S 34° 20', respectivamente). La
temperatura umbral para el desarrollo de un insecto y/o los grado dias requeridos
para completar el desarrollo puede variar con la latitud como resultado de
adaptaciones locales a las condiciones climaticas (Stacey y Fellowes, 2002). En
general, a bajas temperaturas las especies que tienen umbrales de desarrollo mas
bajos tienen una tasa de desarrollo mas rapida que aquellas que tienen umbrales mas

altos (Trudgill et al., 2005).
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Diferentes trabajos referidos a otras especies de pentatdomidos establecen, tal
cual los resultados obtenidos en este estudio, que la disminucion de la temperatura
provoca un incremento en el tiempo de desarrollo de los huevos. En condiciones de
fotoperiodo corto (10 h), el periodo de incubacion de huevos de N. viridula a 20 °C
fue significativamente mas largo que a 25 °C (Ali y Ewiess, 1977). Cuando los
huevos de D. melacanthus fueron incubados en fotoperiodo largo (14 h) a 20 °C no

emergieron ninfas (Chocorosqui y Panizzi, 2002).

4.6.2. Biologia de ninfas

En algunos aspectos de la biologia de ninfas, como la supervivencia y tasa de
desarrollo de las ninfas, el descenso de la temperatura en condiciones de fotofase
corta (10 h) tuvo un efecto mas notorio, que el acortamiento de la fotofase a 25 °C.

En cambio la variacion de ambos factores tuvo efectos en la mortalidad total.

Los resultados de supervivencia obtenidos, sugieren que la supervivencia de
ninfas permanece inalterada cuando la fotofase se reduce a 25 °C, y que por el
contrario la disminucién de la temperatura en fotofase corta tiene importantes efectos
negativos. El 2do estadio demostrd ser el mas sensible de todos a las temperaturas
iguales o menores 20 °C. Panizzi y Smith (1977) también encontraron que la
mortalidad de las ninfas de 2do estadio de P. guildinii era muy alta. Dichelops
melacantus mostro tener la misma sensibilidad cuando fue criada en condiciones de

fotofase corta a 20 °C (Chocorosqui y Panizzi, 2002).

La disminucion en el largo de la fotofase y en la temperatura causé un aumento
en la mortalidad total de ninfas. Cividanes y Parra (1994) encontraron que en
condiciones de fotofase larga la mortalidad de ninfas de P. guildinii fue similar
cuando las temperaturas eran de 26 °C y 20 °C. Los resultados obtenidos en ambos
trabajos, sugieren que las ninfas sélo tienen una menor adaptabilidad a las bajas
temperaturas (iguales o menores a 20 °C) cuando se desarrollan en fotofase corta. Por
lo tanto es posible inferir que en las regiones templadas donde el insecto esta

presente, las ninfas no podrian sobrevivir desde mediados de otofio y durante el
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invierno. En el estudio de la ocurrencia estacional realizado por Zerbino et al.
(2014a), se reporta que las ninfas estuvieron ausentes en los muestreos realizados

entre junio y noviembre.

En otras especies de pentatdmidos también se observo que la mortalidad total
de ninfas varié como consecuencia de la duracion de la fotofase. Mourao y Panizzi
(2000) observaron que la mortalidad de ninfas de E. heros fue mayor en condiciones
de fotoperiodo corto en comparacion al fotoperiodo largo (56,7 vs. 28,3%).
Chocorosqui y Panizzi (2003) determinaron que a 25 °C la mayor mortalidad total de
ninfas de D. melacanthus (60%) se registré en condiciones de fotoperiodo corto.
Estos autores obtuvieron 100% de mortalidad cuando las ninfas eran criadas a 20 °C
en condiciones de fotoperiodo largo (Chocorosqui y Panizzi, 2002). Por el contrario,
Ali y Ewiess (1977), determinaron que la variacion en la duracion de la fotofase,
tiene un efecto menos notorio en la mortalidad de ninfas de N. viridula, que cuando

se produce un descenso de la temperatura de 25 a 20 °C en una misma fotofase.

La disminucion del largo de la fotofase a 25 °C provoco un incremento en el
tiempo necesario para completar los mismos so6lo en los estadios 4to y 5to. Como
consecuencia del efecto del largo de la fotofase en la duracion de los distintos
estadios ninfales, el tiempo de desarrollo del estado de ninfa fue similar en las tres
fotofases cuando la temperatura fue 25 °C. Resultados similares fueron reportados
por Albuquerque (1989) para O. poecilus. Por el contrario, otras especies de
pentatémidos, como N. viridula, E. heros y D. melacanthus, completaron el estado
en menos tiempo cuando la duraciéon de la fotofase fue mayor (Ali y Ewiess, 1977;
Chocorosqui y Panizzi, 2003; Mourdo y Panizzi, 2000). Estas diferencias en el efecto
del largo de la fotofase en la duracion del estado de ninfas de las distintas especies,
sugiere que tienen distinta sensibilidad a las horas de luz y/o que la misma puede
manifestarse en distintos estados de desarrollo (Saulich y Musolin, 2012), lo cual
destaca la importancia que tiene realizar estudios locales para determinar el efecto de
los factores abioticos en la biologia y comportamiento de los insectos (Ali y Ewiess,

1977).
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En el tiempo de desarrollo del estado de ninfa, la disminuciéon de la
temperatura acentud de forma significativa el efecto de la fotofase corta; ambos
sexos requirieron un 40% mas de tiempo para completar este estado cuando la
temperatura disminuy6 de 25 a 20 °C. Los valores de duracion del estado de ninfa de
P. guildinii determinados por Cividanes y Parra (1994) en condiciones de 14 h a 26
°C (20,2 dias) y a 20 °C (44,2 dias) fueron similares a los obtenidos en este estudio
para los tratamientos 14 h a 25 °C (21,2 dias) y 10 h a 20 °C (41,9 dias). Ambos
resultados indicarian que la temperatura ejerce un efecto mayor que el fotoperiodo en

el desarrollo del estado de ninfa.

Similares resultados fueron obtenidos en otras especies de pentatomidos.
Chocorosqui y Panizzi (2003) encontraron también que la temperatura tuvo efectos
significativos en la duracion del estado de ninfa de D. melacanthus, estableciendo
que los valores tendieron a ser mayores cuando la temperatura disminuyo6 y que por
debajo de 20 °C las ninfas no se desarrollaron. Ali y Ewiess (1977), determinaron
que la tasa de desarrollo de las ninfas de N. viridula disminuyd cuando la
temperatura aumentd en un rango de temperaturas entre 20 y 30 °C en diferentes

fotoperiodos.

El peso de los adultos al momento de la emergencia vario con los tratamientos
en forma diferencial en los dos sexos. Los machos fueron insensibles a las
variaciones en la duracion de la fotofase y en la temperatura, mientras que en las
hembras se produjo una reducciéon en el peso cuando la duraciéon de la fotofase
disminuy6 de 14 a 12 h. Otros autores encontraron el mismo efecto de la duracion de
la fotofase en el peso de los adultos al momento de la emergencia, cuando estudiaron
distintas especies de pentatdomidos. Mourdo y Panizzi (2000) para E. heros, y
Chocorosqui y Panizzi (2003) para D. melacanthus observaron que el peso de las
hembras tendid6 a ser mayor en condiciones de fotoperiodo largo, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Por el contrario Ali y Ewiess
(1977) encontraron que sélo la variacion de la temperatura produjo efectos en el peso
fresco de adultos recién emergidos de N. viridula; los adultos fueron mas pesados

cuando la temperatura de desarrollo de las ninfas fue de 20 °C en comparacion con
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25 °C.

4.6.3. Biologia de adultos

A diferencia de las respuestas obtenidas con las ninfas, ambos factores
(duracion de la fotofase y temperatura) tuvieron efectos importantes en la
supervivencia y longevidad de los adultos, asi como también en el rendimiento
reproductivo de las hembras. La ganancia de peso de los adultos en ambos sexos fue

similar en todas las condiciones evaluadas.

La variacién en la duracion de la fotofase y en la temperatura tuvo efectos
diferenciales en la supervivencia de los adultos de ambos sexos. En las hembras, solo
el descenso de la temperatura en condiciones de fotofase corta tuvo efectos negativos
en la supervivencia. Por el contrario en los machos hubo efectos de ambos factores.
A 25 °C la tasa de disminucion de la supervivencia aumentd significativamente
cuando la fotofase fue de 14 h, y la disminucion de la temperatura de 25 a 20 °C en
condiciones de fotofase corta acentud el efecto nocivo de la reduccion del largo de la

fotofase.

También, la duracion de la fotofase y la temperatura tuvieron efectos en la
longevidad de los adultos, con una respuesta similar en ambos sexos. Los adultos
fueron mas longevos cuando se desarrollaron en condiciones de fotofase corta y 20
°C; y por el contrario su vida fue mas corta cuando fueron mantenidos en condiciones

de fotofase larga a 25 °C.

Panizzi y Smith (1977) en Curitiba, Brasil obtuvieron valores similares de
longevidad cuando adultos de P. guildinii fueron mantenidos en invernaculo durante
verano e invierno. Los autores encontraron que en verano e invierno las hembras
vivian 41,2 dias y 96,6 dias, respectivamente; y los machos 34,0 y 112,5 dias,
respectivamente. Por el contrario, Cividanes y Parra (1994) en experimentos de
laboratorio determinaron que en condiciones de fotoperiodo largo (14 h) la
longevidad de los adultos disminuyé cuando la temperatura se redujo de 26 a 20 °C.

El analisis conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo, y los reportados por
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Panizzi y Smith (1977) y por Cividanes y Parra (1994), sugieren que podria existir

interaccion entre la respuesta de esta variable con el fotoperiodo y la temperatura.

Los mayores valores de tasa de supervivencia y de longevidad en condiciones
de fotofase corta y bajas temperaturas probablemente esté explicada por las menores
tasas metabolicas que tienen los insectos en esas condiciones (Tauber et al., 1986);
las hembras particularmente realizan menor gasto de reservas en la produccion de
huevos como consecuencia de una disminucion de la actividad reproductiva (Slansky

y Panizzi, 1987).

Si bien el porcentaje de hembras que ovipusieron y el periodo de
preoviposicion variaron en funcion de la duracion de la fotofase y de la temperatura,
la disminucién de ésta ultima en condiciones de fotofase corta tuvo un efecto
negativo mas marcado que la reduccion de las horas de luz a 25 °C. Cividanes y
Parra (1994) para hembras de P. guildinii criadas en condiciones de fotoperiodo
largo a 20 °C, reportaron valores de oviposicion similares (24%) a los obtenidos en
este trabajo en condiciones de fotoperiodo corto e igual temperatura, y determinaron
que el periodo de preoviposicion de las hembras a 20 °C (47 dias) en condiciones de
fotoperiodo largo (14 h) fue mayor que a 26 °C (13 dias). Musolin y Numata (2003a)
para N. viridula establecieron que a 20 °C los efectos del fotoperiodo fueron mayores
en la duracion del periodo de preoviposicion. Por su parte, Hodek y Hodkova (1993)
para D. baccarum determinaron que la reduccion en el largo de la fotofase y la
disminucién de la temperatura afectaron de manera negativa la duracion del periodo

de preoviposicion.

El efecto de la duracion de la fotofase y de la temperatura en el numero de
posturas y de los huevos totales por hembras fue diferente. Mientras que el nlimero
de posturas decrecio s6lo con la reduccion en la duracién de la fotofase, el numero
total de huevos por hembra fue menor en la medida que ambos factores
disminuyeron. Cividanes y Parra (1994) observaron en condiciones de fotoperiodo
largo que la temperatura afectd el nimero de huevos por hembra de P. guildinii, con
valores significativamente mayores a 26 °C (310 huevos/hembra) que a 20 °C (28

huevos/hembra).
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Respecto al efecto de ambos factores sobre otras especies de pentatomidos,
Chocorosqui y Panizzi (2003) reportaron que las hembras de D. melacanthus en
condiciones de fotoperiodo largo (14:10 y 13:11 h L:O) tuvieron una mayor
actividad reproductiva, con mayores valores de porcentaje de oviposicion, de numero
de posturas y de huevos totales por hembra que cuando eran expuestas a fotoperiodo
corto (12:12 y 10:14 h L:0O). Resultados similares fueron obtenidos por Mourdo y
Panizzi (2002), cuando estudiaron la biologia de E. heros, quienes observaron que en
condiciones de dia corto 10:14 h L:O los huevos que produjeron las hembras no
fueron fértiles. Para D. baccarum, Hodek y Hodkova (1993) determinaron mayor
fecundidad cuando las hembras se desarrollaron en condiciones de dia largo que en
dia corto. Sin embargo, Ali y Ewiess (1977) encontraron que los parametros
reproductivos de N. viridula fueron similares cuando las hembras fueron expuestas a

distintos fotoperiodos (10:14 h L:O and 14:10 h L:O).

La fertilidad de los huevos fue similar en las distintas fotofases cuando la
temperatura fue 25 °C, pero hubo disminucioén significativa cuando la temperatura
descendi6 de 25 a 20 °C en fotofase corta. Cividanes y Parra (1994), determinaron en
condiciones de fotoperiodo largo (14 h) que la viabilidad de los huevos de P.
guildinii fue similar cuando fueron expuestos a 26 y 20 °C. Los resultados de este
trabajo y los obtenidos Cividanes y Parra (1994) sugieren que podria existir

interaccion entre el fotoperiodo y la temperatura en la viabilidad de los huevos.

4.7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que los factores abioticos, fotoperiodo y
temperatura, tuvieron diferentes efectos en las diferentes variables evaluadas de la
tabla de vida del insecto. La variacién de ambos factores tuvo efectos en el tiempo de
incubaciéon de huevos y en la mortalidad total de ninfas. El descenso de la
temperatura reforzo el efecto negativo del acortamiento de la fotofase en la
supervivencia y la tasa de desarrollo de las ninfas. Con la disminucién de ambos
factores hubo un aumento en la supervivencia y longevidad de los adultos, y el

desempefio reproductivo de las hembras se vio comprometido.
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Estos estudios demostraron la importancia y el rol de la temperatura y el
fotoperiodo como factores ambientales reguladores del desarrollo y la estacionalidad
de P. guildinii. En la region geografica entre 30°-35° de latitud S, este insecto
hibernaria como adulto y podria no reproducirse entre la mitad del otofio y la
primavera, cuando su huésped preferido, el cultivo de soja, no estd disponible, lo cual
corresponde aproximadamente a las condiciones evaluadas de 10 h de fotofase y 20

°C.
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5. DETERMINACION DE FORMAS ESTACIONALES EN ADULTOS DE
PIEZODORUS GUILDINII: CAMBIOS MORFOLOGICOS Y
FISIOLOGICOS

5.1. RESUMEN

El objetivo de estos estudios de laboratorio y campo fue evaluar las variaciones por
efecto del fotoperiodo y la temperatura en la morfometria, el color del cuerpo,
contenido de lipidos, desarrollo de los 6rganos reproductivos y en la actividad
alimentaria de Piezodorus guildinii (Westwood). En el laboratorio fueron evaluadas
tres condiciones diferentes (14:10 y 10:14 h L:O a 25 °C, y 10:14 h L:O a 20 °C), a
80 + 10% HR. Los adultos en 14hL-25 °C, fueron mas grandes y tuvieron menor
contenido de lipidos que en 10hL-20 °C. El mayor porcentaje de hembras con banda
del pronoto y conectivo claro se registré con 10hL (20 y 25 °C). El fotoperiodo y la
temperatura tuvieron efectos en la condicion del aparato reproductivo de los adultos.
A los 15, 30 y 45 dias de edad, en 14hL-25 °C, 0% de las hembras exhibio el ovario
inmaduro; por el contrario en 10hL-20 °C, durante ese periodo el porcentaje de
hembras con ovario inmaduro vari6 entre 60 y 33%. Los testiculos tuvieron mayor y
menor tamano, en 14hL-25 °C y en 10hL-20 °C, respectivamente. El porcentaje de
machos con saco ectodérmico expandido fue mayor en 14hL-25 °C que en 10hL-20
°C. Los adultos en condiciones de fotofase corta tuvieron menor actividad
alimentaria a 10hL-20 °C que a 14hL-25 °C. Durante dos afios fueron colectados
semanalmente adultos en diferentes especies vegetales, los cuales mostraron
diferencias en la morfologia y fisiologia en las diferentes estaciones del ano. En
otoflo e invierno, los adultos de ambos sexos mostraron los mismos cambios que
fueron observados en el laboratorio en 10hL-20 °C. Los resultados obtenidos indican
que en esas condiciones los adultos de P. guildinii ingresan en diapausa reproductiva,
acumulan reservas energéticas (lipidos), tienen estructuras reproductivas inmaduras,
cuerpo mas pequefio, actividad alimentaria menor y particularmente las hembras

mostraron la banda del pronoto y el conectivo con coloracion clara.

Palabras clave: Piezodorus guildinii, caracteristicas fenologicas y fisioldgicas,

actividad alimentaria, fotoperiodo, temperatura.
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5.2. ABSTRACT

The effect of photoperiod and temperature on Piezodorus guildinii (Westwood) adult
body morphometry and color, lipid content, development of reproductive organs, and
feeding activity at different ages was studied in the laboratory and in the field. At the
laboratory, three different conditions were tested (14:10 and 10:14 h L:D at 25 °C,
and 10:14 h L:D at 20 °C), at 80 = 10% RH. Adults at 14 hL (25 °C) were larger and
showed lower lipid content than those reared at 10 hL (20 °C). Highest proportions
of females with clear pronotum band and connexivum were recorded at 10 hL (20
and 25 °C). The ovary condition was affected by photoperiod and temperature. At 15,
30 and 45 days of age under 14 h photophase at 25 °C, the proportions of females
that exhibited ovary immature remained constant at 0%; in contrast, at 10 hL (20 °C)
it declined from 60 to 33%. Testes size was affected by photoperiod and
temperature; males at 14 hL (25 °C) and at 10 hL (20 °C) showed the largest and the
smallest testes, respectively. The proportion of males with ectodermal sac expanded
was greater at a 14 hL (25 °C) than at a 10 hL (20 °C). Adults at 10 hL (20 °C) after
20 days showed less feeding activity than under 14 hL (25 °C). In the field adults
were sampled weekly during two years. Adults collected in different seasons showed
differences in morphology and physiology. In autumn and winter, both sexes showed
the same changes that were recorded in the laboratory under short photophase and 20
°C. The results indicate that under these environment conditions adults of P. guildinii
enter into reproductive diapause, accumulate energy reserves (lipids), show
undeveloped reproductive structures, smaller body, and less feeding activity, and

particularly females show clear coloration of the pronotum band and connexivum.

Key Words: Piezodorus guildinii, phenological and physiological traits, feeding

activity, photoperiod, temperature.
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5.3. INTRODUCCION

La habilidad de los insectos para pasar los periodos adversos en estado de
dormancia, les permite explotar recursos estacionales fluctuantes y colonizar zonas
que de otra manera les seria imposible habitar (Danks, 2003; Kostal, 2006). La
diapausa, que es un tipo de dormancia, es un proceso dinamico que se caracteriza por
la reduccién o detencion de las actividades metabdlicas, lo que implica cambios
morfoldgicos, fisiologicos, epidérmicos, bioquimicos y de comportamiento (Tauber
et al., 1986, Hodek, 2002; Kostal, 2006). Como consecuencia de estos cambios, el
metabolismo y la maquinaria bioquimica de los insectos sufren reajustes sustanciales

(Danks, 1987).

Los hemipteros fitéfagos de la region templada, en general, enfrentan las
condiciones ambientales adversas como adultos en diapausa reproductiva (Mansingh,
1971, Saulich y Musolin, 2012). La acumulacion de reservas energéticas, el aparato
reproductor inmaduro, y cambios en el tamafio, la forma y la coloracion del cuerpo,
son algunos de los fendmenos mas notables que ocurren en pentatomidos durante
este periodo (McPherson, 1974; Ali y Ewiess, 1977; Ito, 1985; Albuquerque 1989,
1993; Hodek y Hodkova, 1993; Kobayashi y Numata, 1995; Nakamura y Numata,
1997; Mourdo y Panizzi, 2002; Chocorosqui y Panizzi, 2003; Musolin y Numata,
2003a; Niva y Takeda, 2003; Musolin, 2012). Si bien la detencién de la alimentacion
es otro de los procesos caracteristicos de la diapausa, en climas con inviernos
moderados, algunas especies continiian con la alimentacion (Shearer y Jones, 1996;

Chocorosqui y Panizzi, 2003; Saulich y Musolin, 2012).

La duracién de la fotofase y la temperatura son los factores abidticos que estan
asociados a la diapausa (Ali y Ewiess, 1977; Ichimori et al., 1990; Higuchi, 1994;
Panizzi y Silva, 2009). Estudios con diferentes especies de pentatomidos que
evaluaron el efecto de la duracion de la fotofase en la diapausa reproductiva,
determinaron que la misma es inducida cuando tiene una duracion igual o menor a 12
horas (Ali y Ewiess, 1977; Albuquerque, 1989, 1993; Hodek y Hodkova, 1993;
Kobayashi y Numata, 1995; Nakamura y Numata, 1997; Mourdo y Panizzi, 2002;
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Chocorosqui y Panizzi, 2003; Musolin y Numata, 2003a; Niva y Takeda, 2003). En
algunas especies, como Nezara viridula (L.), la respuesta a las horas de luz en la
induccion de la diapausa es estable en un rango de temperaturas (Musolin y Numata,
2003a); pero en otros casos la temperatura modifica el efecto del largo de la fotofase
(Numata et al., 1993; Hodek y Hodkova, 1993; Kobayashi y Numata, 1995; Niva y
Takeda, 2003; Saulich y Musolin, 2012). La principal funcion de la temperatura es
indicar el momento 6ptimo de induccion de la diapausa, mientras que en afios calidos
se retrasa, en afios frios ocurre antes; por lo tanto la interaccion del fotoperiodo y la
temperatura crea un mecanismo de regulaciéon ecoldgica fiable a la aparicion

oportuna de este proceso (Saulich y Musolin, 2012).

A nivel internacional, el conocimiento sobre la ecologia de Piezodorus
guildinii (Westwood) es limitado. En este capitulo se presenta la informacion
generada en distintos experimentos que tuvieron como objetivo determinar el efecto
del fotoperiodo y de la temperatura en la ocurrencia de formas estacionales y de
diapausa en adultos. Para ello fueron realizados ensayos en el laboratorio donde se
evalué como la variacion en la duracion de la fotofase y en la temperatura provoca
cambios en la morfologia (cambios en la morfometria y en el color del cuerpo) y en
la fisiologia (desarrollo de los 6rganos reproductivos de los machos y las hembras, en
el contenido de lipidos, y en la actividad de alimentacién) de los adultos;
paralelamente se realizaron las mismas evaluaciones morfoldgicas y fisiologicas en
adultos colectados en el campo durante dos afios, con el objetivo de verificar los

resultados obtenidos en el laboratorio.

5.4. MATERIALES Y METODOS

5.4.1.Rutina de mantenimiento de la cria de insectos

Al inicio del experimento, se colectaron adultos de P. guildinii en el campo de
INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay (S 34° 20' W 57° 41"). En el laboratorio, los
insectos fueron colocados en cajas de plastico transparente (25 x 20 x 20 cm)

forradas con papel de filtro y en la tapa del recipiente se colocaron hilos de 30 cm de
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largo de lana sintética para la oviposicion de las hembras (Silva y Panizzi, 2008). El
alimento proporcionado fue vainas verdes de poroto Phaseolus vulgaris L., semillas
de soja Glycine max (L.) Merrill y mani Arachis hypogaea L. El alimento fue
reemplazado dia por medio y diariamente se les proporcion6 agua destilada, para lo
que se coloco un algodoén en un contenedor plastico (1,0 cm ). Las condiciones de
temperatura y humedad fueron 25 + 1 °C y 80 + 10% RH, con un fotoperiodo de
14:10 h L:O (Tres luces TLD 18W/54-765 dispuestas horizontalmente a 20 cm de
distancia de los contenedores). Para mantener la humedad, el papel de filtro fue

rociado con agua todos los dias.

Los huevos fueron acondicionados en placas de Petri de 9,0 de @ % 1,5 cm,
cubiertas con papel de filtro humedecido y fueron colocados en camaras de
crecimiento con las condiciones de fotoperiodo y temperatura de cada tratamiento.
La humedad relativa fue mantenida constante a 80 = 10%. Las camaras fueron
monitoreadas diariamente utilizando registradores HOBO ®, modelo U23-001
(Onset Computer, Pocasset, Massachusetts). Durante el primer estadio, las ninfas
solo recibieron agua destilada. En el primer dia del segundo estadio, grupos de 10
ninfas fueron colocados en cajas plasticas de poliestireno cristal (11,0 x 11,0 x 3,5
cm) que en el fondo contenian papel de filtro humedecido. La metodologia de
mantenimiento de las ninfas (alimento y agua) fue la misma que la descrita en la

rutina de mantenimiento de la cria de insectos.

5.4.2. Efecto del fotoperiodo v la temperatura en la morfologia v fisiologia de

adultos

Para evaluar el efecto del fotoperiodo y la temperatura en la determinacion de
formas estacionales, en el contenido de lipidos, en el desarrollo del aparato
reproductor y en la actividad alimentaria, fueron evaluadas tres condiciones
diferentes (tratamientos): 14:10 y 10:14 hL:Oa25+1°C,y 10:14 hL:O a 20 + 1
°C. Cada camara de cria constd de cuatro luces tipo Day light TLT 20W/54 RS
colocadas verticalmente en la puerta de la incubadora. El fotoperiodo de 14:10 h L:O

y 25 °C representd aproximadamente las condiciones del solsticio de verano,
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mientras que el fotoperiodo de 10:14 h L:O y 20 °C simul6 las condiciones del otofio

en un rango de latitud entre 30° y 35° S.

5.4.2.1. Cambios morfoldgicos y fisioldgicos

Cuando emergieron los adultos en cada tratamiento, fueron formadas parejas.
Cada una de ellas fue acondicionada en cajas plasticas de poliestireno cristal (11,0 x
11,0 % 3,5 cm) con el fondo forrado con papel de filtro humedecido. El alimento y el
agua fueron proporcionados de la manera descrita anteriormente. A los 1, 15, 30 y 45
dias de emergidos los adultos, aproximadamente 30 parejas de cada tratamiento

fueron muertas por congelamiento en el freezer.

De cada integrante de las parejas, previamente identificado, se obtuvo una foto
digital a los efectos de realizar la evaluacion morfométrica con el software Image
Pro-Express 5.1. Las variables consideradas fueron: el largo desde el apice de las
yugas hasta el final de los hemiélitros, el ancho en la region del pronoto, y el borde
lateral del pronoto (Silva y Panizzi, 2010). También se evalu6 el color del cuerpo de
los adultos. Mientras que en los machos no mostraron cambios notorios en la
coloracion del cuerpo, las hembras pudieron ser caracterizadas por el color de la
banda del pronoto y del conectivo (Zerbino et al., 2014b). EI color de la banda del
pronoto varid entre crema y purpura. Las hembras fueron tipificadas como claras
cuando el color fue crema o anaranjado, y oscuras cuando tuvieron la banda del
pronoto de color rosa o purpura (Figura 5.1). El conectivo también tuvo diferentes
coloraciones que variaron entre el blanco y el parpura. Las hembras fueron
caracterizadas como claras cuando el conectivo fue de color blanco o blanco y rosa, y

como oscuras cuando fue rosa, rosa y negro, o purpura (Figura 5.1).
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a) Banda del pronoto
Claro Oscuro

Naranja Rosa Parpura

b) Conectivo

Claro Oscuro

Blanco Blanco-Rosa  Rosa Rosa-Negro Plrpura

Figura 5.1. Tipificacion de las hembras de Piezodorus guildinii de acuerdo al color

de a) banda del pronoto y b) conectivo.

Posteriormente, las parejas de adultos de cada tratamiento y edad fueron
divididas en dos grupos. En uno de ellos se realiz6 la determinacion del contenido de
lipidos de acuerdo a la metodologia descrita por Panizzi y Hirose (1995), para lo cual
se utilizo el extractor Twisselman. Los insectos identificados por sexo, tratamiento y
edad, fueron llevados a estufa a 60 °C durante 48 horas a fin de determinar el peso
seco (PS) con una balanza electrénica (Scientech SA 210) (con 0,01 mg). Luego
fueron acondicionados en forma individual en una bolsa de tejido de 3,0 cm x 4,0
cm, con la debida identificacion (sexo, tratamiento, edad) y colocados en tubos de
celulosa de 7,5 x 3,0 cm, a razon de seis individuos por tubo, los cuales recibieron el

reflujo del extractor quimico. Se utilizé éter de petréleo como extractor quimico, el
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cual fue colocado en un matraz a razén de 250 ml. El equipo recibi6 calor hasta que
el extractor quimico alcanzé 120 °C. El tiempo de extraccion considerado fue de dos
horas. Al finalizar este periodo, los insectos fueron llevados a estufa (60 °C) por un
periodo de 15 horas, para posteriormente determinar el peso sin lipidos (PM). El

porcentaje de lipidos totales de cada insecto se obtuvo mediante la siguiente formula:

% Lipidos en peso seco= [(PS-PM)/PS] X 100

En el segundo grupo de parejas de adultos se realizd la determinacion del
desarrollo de los d6rganos reproductivos. Los insectos fueron fijados con alfileres
entomologicos en la region anterior del pronoto y fueron retirados las alas, el
escutelo y las placas que cubren la region dorsal del abdomen. Para tener una
correcta vision de los organos reproductivos se limpié la cavidad abdominal con

alcohol 70%.

Figura 5.2. Tipificacion del estado de desarrollo del ovario de hembras de

Piezodorus guildinii 1) desarrollado, 2) intermedio, y 3) inmaduro.

De acuerdo al estado de desarrollo de los ovarios las hembras fueron
clasificadas en tres categorias (Mourdo y Panizzi, 2002): 1) ovario desarrollado con
huevos, 2) ovario desarrollado sin huevos, y 3) ovario atrofiado (Figura 5.2). En los
machos se evalué la condicion del saco ectodérmico (colapsado o expandido) de

acuerdo con Esquivel (2009). También, fue extraido uno de los testiculos de la
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cavidad abdominal, se obtuvo una foto digital y se realizd la medicion de su largo

con el software Image Pro-Express 5.1 (Figura 5.3).

Figura 5.3. Tipificacion del estado de aparato reproductor masculino de Piezodorus
guildinii, testiculos desarrollado (1) e inmaduro (2), y saco ectodérmico

expandido (3) y colapsado (4).

Los machos fueron clasificados en inmaduros o desarrollados de acuerdo al
tamanio del testiculo. Se consideraron desarrollados cuando el tamano del testiculo se
encontraba dentro del rango de la media mayor + un error estandar de la media
mayor, ¢ inmaduros cuando los valores se encontraban dentro del rango de la media

menor =+ un error estandar de la media menor.
5.4.2.2. Actividad alimentaria

En la evaluaciéon de la actividad alimentaria fueron considerados mas de 50
adultos de cada tratamiento. En el momento de la emergencia fueron acondicionados
en forma individual en cajas plasticas de poliestireno cristal (11,0 x 11,0 x 3,5 cm)
con el fondo forrado con papel de filtro humedecido. Los insectos fueron

alimentados con vainas verdes de poroto, semillas de soja y mani. El alimento y el
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agua fueron proporcionados de la misma manera que en la cria. La evaluacion de la
actividad alimentaria fue realizada cada 10 dias, desde el décimo dia y hasta los 40
dias de emergidos los adultos. Previo a cada evaluacion, los adultos permanecieron
en ayuno durante dos dias donde s6lo recibieron agua. Finalizado este periodo, los
insectos recibieron una chaucha de soja inmadura (R 5.5) durante un periodo de 24
horas. Posteriormente, y hasta el ayuno precedente de la siguiente evaluacion,
volvieron a recibir el alimento basado en vainas verdes de poroto, semillas maduras
de soja y mani. Cada insecto fue considerado una réplica. La actividad alimentaria
fue evaluada mediante el registro del numero de vainas alimentares que atravesaron
la pared de la chaucha de soja (Bowling, 1980). Al finalizar cada evaluacion, las
chauchas fueron individualmente sumergidas en una solucion de fucsina acida (1g de
fucsina + 2 ml de alcohol absoluto + 300 ml de agua), durante 30 minutos. Luego se
las enjuagd con agua a los efectos de eliminar los excesos del colorante, y cada

chaucha se abrid y se observé en el microscopio estereoscopico.

5.4.3. Determinacién de formas estacionales: cambios morfoldgicos vy fisioldgicos en

adultos colectados en el campo

Cuando se realizdé el estudio de estacionalidad (Capitulo 2), los adultos
colectados durante los dos afnos en cada muestreo fueron llevados al laboratorio
donde fueron muertos por congelamiento. Posteriormente fueron sexados, y con cada
insecto se procedio a realizar la evaluacion morfolégica (morfometria y cambio de
color de las hembras) y fisiologica (% de lipidos y desarrollo del aparato
reproductor) con la misma metodologia descrita en el ensayo de laboratorio (item
5.2.1.2). La categorizacion de los machos en inmaduros y maduros de acuerdo al
tamafio del testiculo, fue realizada considerando los valores determinados

previamente en el ensayo de laboratorio.

5.4.4. Analisis de datos

5.4.4.1.Efecto del fotoperiodo y la temperatura en la morfologia y fisiologia de

94



adultos

Cada experimento fue repetido dos veces, y las camaras de cria fueron
reasignadas por sorteo. El disefio experimental fue factorial con parcelas divididas en
bloques al azar, con diferente nimero de submuestras por tratamiento. La parcela
mayor fueron los tratamientos, y las pequefias fueron las ocho combinaciones dadas
por el sexo y la edad. Las variables morfométricas (largo del cuerpo, ancho del
pronoto, y largo del margen lateral del pronoto), el contenido de lipidos, y el tamafio
de los testiculos fueron analizados con modelos lineales generales mixtos (PROC
MIXED, SAS Institute, version 9.2). Las medias fueron comparadas por contrastes

(Pr>|t]<0,05).

El porcentaje de hembras que presentaron la banda y el conectivo claro u
oscuro fueron analizadas mediante modelos lineales generalizados con distribucion
binomial (PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). El modelo considerd los
efectos del tratamiento, de la edad y la interaccion tratamiento con edad. Las
proporciones de las hembras con diferente estado de desarrollo del ovario fueron
analizadas mediante un modelo lineal generalizado (PROC GENMOD, SAS
Institute, version 9.2). Los datos correspondientes a 1 dia de edad fueron analizados
mediante la distribucion binomial y la funcion logit, porque en esta edad sélo se
registraron los estados intermedio e inmaduro, mientras que los datos obtenidos a los
15, 30, y 45 dias de edad se analizaron utilizando distribuciéon multinomial y la
funcién cumlogit. Cada edad se analizé individualmente. El porcentaje de machos
con diferente estado de desarrollo de los testiculos y la condicion del saco
ectodérmico se analizaron utilizando el modelo lineal generalizado con distribucion
binomial y la funcion logit (PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). Cada

edad se analiz6 individualmente.

Los datos de actividad de alimentaria se analizaron con modelos lineales
generalizados mixtos con distribucion de Poisson y la funcion logaritmica (PROC
GLIMMIX, SAS Institute, version 9.2). El nimero de vainas medido a los 10 dias de
emergidos los adultos fue la co-variable y las subsiguientes evaluaciones realizadas a

los 20, 30 y 40 dias fueron consideradas como medidas repetidas en el tiempo. La
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estructura de covarianza que ajust6 fue AR (1). Para la prueba de heterogeneidad de
las pendientes, el modelo incluyé el término de interaccion edad*tratamiento. Las

medias de los tratamientos fueron comparadas por contrastes (Pr > | t | <0,05).

5.4.4.2. Determinacion de formas estacionales: cambios morfologicos y fisiologicos

en adultos colectados en el campo

En cada afio de muestreo, se calculd para cada mes la media de los datos
morfométricos (largo del cuerpo, ancho del pronoto, y largo del margen lateral del
pronoto), el contenido de lipidos, y el largo del testiculo. Todas estas variables
continuas cumplieron con los principios de normalidad, homogeneidad e
independencia, por lo que fueron analizadas con modelos lineales generales (PROC
GLM, SAS Institute, version 9.2). EI modelo utilizado consider6é al mes y el afio
como efectos fijos; en el caso de las variables morfométricas y de los lipidos
también se tuvo en cuenta el efecto del sexo y la interaccion mes*sexo. Las medias
fueron comparadas utilizando la prueba de Tukey-Kramer honestly significant (HSD)

con una probabilidad de P <0,05.

Las variables expresadas como porcentaje fueron analizadas utilizando
modelos lineales generalizados (PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2). Para
el color de la banda del pronoto y del conectivo de las hembras, y la condicion de
desarrollo del saco ectodérmico y de los testiculos de los machos se considerd la
distribucion binomial y la funcidon logit. El porcentaje de hembras con distintos
estados de desarrollo del ovario fue analizado utilizando la distribucién multinomial
con la funcidon cumlogit. En todos los casos, el modelo considerd al mes y al afio
como efecto fijo. Los resultados son presentados como la méxima verosimilitud de la

distribucion Chi cuadrado.
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5.5. RESULTADOS

5.5.1. Efecto del fotoperiodo v la temperatura en la morfologia v fisiologia de adultos

5.5.1.1. Tamafio y coloracion del cuerpo

Los anélisis estadisticos de las variables morfométricas indican que hubo
efecto estadisticamente significativo de los tratamientos (fotofase/temperatura) en el
largo del cuerpo (F>, =61,7 P=0,01), el ancho del pronoto (F,,=44,2 P=0,02),y
del borde lateral del pronoto (F>», = 29,1 P = 0,03). Ambos sexos fueron
estadisticamente diferentes en las variables morfométricas (largo del cuerpo: Fi 53 =
394,7 P < 0,0001; ancho del pronoto: Fess = 314,1 P < 0,0001; margen lateral del
pronoto: Feza = 156,9 P < 0,0001); mientras que el efecto de los tratamientos fue
semejante en ambos sexos (interaccidon tratamiento*sexo largo del cuerpo: Fseg3 =
1,5 P =0,21; ancho del pronoto: F>ez4 = 2,63 P = 0,07; margen lateral del pronoto:
Fr634 = 1,4 P =0,26). En las tres variables morfométricas, hubo efecto significativo
de la edad (largo del cuerpo: F3es3 = 21,9 P < 0,0001; ancho del pronoto: F3eg4 =
13,2 P < 0,0001; margen lateral del pronoto: Fies4 = 12,6 P < 0,0001). Este
resultado no era esperado y bioldgicamente no tiene explicacion, dado que los
insectos adultos no crecen, y su tamafio esta determinado por el tamafio alcanzado en
el ultimo estadio de ninfa. Estas diferencias probablemente estén dadas por la
asignacion de los grupos. Sin embargo, el efecto de los tratamientos fue similar en
todas las edades consideradas (interacciones tratamiento*edad largo del cuerpo:
Fees3 = 1,5 P = 0,18; ancho del pronoto: Fees4 = 1,4 P = 0,22; borde lateral del
pronoto: Fges3 = 09 P = 0,51). En las tres variables, la interaccion
tratamiento*edad*sexo no fue significativa (largo del cuerpo: Fges3 = 0,5 P = 0,80;
ancho del pronoto: Fges4 = 0,5 P = 0,84; margen lateral del pronoto: Fees4 = 0,4 P =
0,86).
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Cuadro 5.1. Tamafio medio de los adultos (= EEM) (mm) de Piezodorus guildinii en

diferentes condiciones de fotoperiodo y temperatura en el laboratorio.

Condiciones Largo Ancho Largo lateral Testiculos
del cuerpo pronoto borde pronoto
10h-20°C 9,54+£0,03b 5,03+0,0lb 196+0,0lb 1,41+0,02¢
10h-25°C 9,50+0,02b 5,01+0,01b 196+0,01b 1,50+0,02b
14h-25°C 9,80+0,03a 5,18+0,01la 2,05+0,0la 1,74+0,02a
Hembras 9,80+ 0,02A 520+0,0l1A 2,04+0,01 A
Machos 9,36+0,02B 495+0,01B 1,94+0,01B

"'Medias seguidas por la misma letra mintiscula y mayuscula en cada columna no

difieren significativamente (Pr > | t | <0,05).

En todas las variables morfométricas el mayor valor se registr6 en condiciones
de 14hL-25 °C. El tamaio del cuerpo de los adultos de esta especie estuvo controlado
solamente por el largo de la fotofase, y la temperatura, al menos en condiciones de

fotofase corta, no tuvo efectos en el tamafo del cuerpo (Cuadro 5.1).

El porcentaje de hembras con banda del pronoto y conectivo claro vari6 con los
tratamientos de manera diferencial segun la edad (interaccion tratamiento*edad
banda del pronoto 2 = 27,0 gl = 6 P < 0,0001; conectivo ¥2 = 354 gl =6 P <
0,0001). En ambas caracteristicas, en todas las edades, el porcentaje de hembras que
tuvieron el tipo claro fue significativamente mayor en condiciones de fotofase corta
(10hL-20 °C) que en fotofase larga (14hL-25 °C) (Figura 5.4 A y B). A partir de los
15 dias de la emergencia de las hembras, los porcentajes correspondientes a los
tratamientos de fotofase corta (10 h) y diferentes temperaturas (25 °C y 20 °C) fueron
similares entre si (Figura 5.4 A y B). En las distintas fotofases a 25 °C los porcentajes
de hembras con banda del pronoto y conectivo claro fueron similares en todas las
edades. Por el contrario, en 10hL-20 °C, en las dos caracteristicas, hubo una
disminucion significativa en los valores, que en la banda del pronoto se registrd entre

el dia 1 y 15 de edad y luego se mantuvo constante (Figura 5.4 A), mientras que en el

98



conectivo la declinacion del porcentaje fue gradual y se pudo registrar hasta los 45

dias (Figura 5.4 B).
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Figura 5.4. Porcentaje de hembras adultas (%) de Piezodorus guildinii en distintas
edades con la banda del pronoto (A) y el conectivo (B) tipo claro, para
las diferentes condiciones de fotoperiodo y temperatura de laboratorio.
?Valores seguidos por la misma letra mintiscula dentro de cada edad y
por la misma letra mayuscula para un mismo tratamiento en las diferentes
edades no difieren significativamente basado en el estadistico de maxima

verosimilitud (P < 0,05).
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5.5.1.2. Contenido de lipidos

El andlisis estadistico para el contenido de lipidos en el cuerpo de los adultos,
expresado como porcentaje de peso seco, indica que el tratamiento (F», = 3,4 P =
0,23), el sexo (F13s5 = 2,8 P = 0,09), y la interaccion sexo*edad (F33s5 = 0,2 P =
0,87) no tuvieron efectos estadisticamente significativos. Por su parte, las
condiciones de fotofase y temperatura impuestas, tuvieron efectos diferenciales en

las distintas edades (interaccion tratamiento*edad Fi 355 = 2,3 P = 0,03).

aaal aaa abb aab ——
TAAA* ABBA BABA BB A @100-25°C
O14h-25°C
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301 1 + 11
" h I h
Lipidos _
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() T T
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Figura 5.5. Contenido medio (= EEM) de lipidos en el cuerpo (%) de adultos de
Piezodorus guildinii en distinta edades para las diferentes condiciones
de fotoperiodo y temperatura de laboratorio. '“Valores seguidos por la
misma letra mintscula dentro de cada edad y por la misma letra
mayuscula para un mismo tratamiento en las diferentes edades no

difieren significativamente (Pr > | t | <0,05).

El contenido de lipidos de los adultos con 1 y 15 dias de edad fue similar en
todos los tratamientos. A los 30 y 45 dias de edad los adultos que se desarrollaron en

10hL-20 °C registraron un porcentaje de lipidos significativamente superior que los
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mantenidos en 14hL-25 °C. Respecto al efecto de la temperatura en fotofase corta, se
destaca que los adultos a los 30 y 45 dias de edad tuvieron un contenido de lipidos

diferente y similar, respectivamente (Figura 5.5).

5.5.1.3. Desarrollo de los 6rganos del aparato reproductor

El fotoperiodo, la temperatura y la edad tuvieron efectos en el desarrollo de los
ovarios. En las hembras recién emergidas (1 dia), los porcentajes de los distintos
estados de desarrollo del ovario registrados en cada condicion evaluada, fueron
similares en los tres tratamientos (y° = 5,3 gl = 2 P = 0,07). En ese momento ninguna

hembra registr6 el ovario desarrollado (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Porcentaje de hembras adultas de Piezodorus guildinii con diferente
grado de desarrollo de los ovarios en distintas edades, para las diferentes
condiciones de fotoperiodo y temperatura de laboratorio. Valores
seguidos por la misma letra en cada edad no difieren significativamente

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

A los 15, 30 y 45 dias de edad hubo efecto estadisticamente significativo de los

tratamientos (15 dias x2 = 24,6; 30 dias Xz = 42.4; 45 dias Xz =339;gl=2P<
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0,0001). Cuando las hembras tuvieron 15 dias de emergidas, los valores registrados
en las dos fotofases (14 h y 10 h) a 25 °C fueron similares entre si y diferentes de los
obtenidos con 10hL-20 °C (Figura 5.6). En el dia 30, los tres tratamientos fueron
diferentes entre si, mientras que en el dia 45, los porcentajes registrados a 14 h de luz
y 25 °C fueron diferentes de los obtenidos en 10 h de luz en las dos temperaturas (20

y 25 °C), los cuales fueron similares entre si.

Entre los 15 y 45 dias de la emergencia, en las condiciones de 14 y 10 h de luz
y 25 °C, el porcentaje de hembras que tenia el ovario inmaduro se mantuvo estable en
0 y 20%, respectivamente. Por el contrario, en 10 hL-20 °C, este porcentaje

disminuyd de 60 a 33% (Figura 5.6).

El tamafo de los testiculos varid significativamente en funciéon de las
variaciones de la fotofase y de la temperatura (tratamiento F>, = 93,3 P=0,01) y de
la edad (F 3202 = 22,8 P < 0,0001). La variaciones causada por los tratamientos
fueron en todas las edades (interaccion tratamiento*edad Fgz02 = 1,9 P = 0,08). La
disminucion de la fotofase y de la temperatura redujo su tamafio, y los tres
tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Cuadro 5.1). El tamafio de los
testiculo de los machos con un dia de edad fue mas pequefio (1,38 + 0,02 mm) que el
de aquellos con 15 (1,55 £ 0,02 mm), 30 (1,57 + 0,02 mm) y 45 dias de emergidos
(1,60 = 0,02 mm), los cuales fueron similares entre si.

A partir de los resultados obtenidos, se considerd que los machos que tenian
testiculos con tamafio entre 1,21 y 1,54 mm tenian su aparato reproductor inmaduro,
y lo tenian desarrollado aquellos con valores iguales o mayores a 1,55 mm. El
analisis del los datos del estado de desarrollo del aparato reproductor de los machos
(de acuerdo al tamafio del testiculo) indica que hubo efecto significativo de los
tratamientos en las cuatro edades consideradas (dia 1 x> =9,7 gl =2 P = 0,008; dia 15
y*=25,6 gl =2 P<0,0001; dia 30 y*= 11,4 gl =2 P=0,003; dia 45 > = 13,9 gl =2
P =0,001). En todas las edades, el porcentaje de machos con testiculos desarrollados
fue significativamente mayor en condiciones de 14hL-25 °C que en 10hL-20 °C
(Figura 5.7 A). Las diferencias entre los tratamientos de fotoperiodo corto y

diferentes temperaturas no fueron claras.
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Figura 5.7. Porcentaje de machos adultos de Piezodorus guildinii con diferente grado
de desarrollo de los testiculos (A) y del saco ectodérmico (B) en distintas
edades, para las diferentes condiciones de fotoperiodo y temperatura de
laboratorio. Valores seguidos por la misma letra en cada edad no difieren

significativamente basado en el estadistico de maxima verosimilitud (P <

0,05).
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gl =2 P=0,44). A los 15, 30 y 45 dias de edad hubo efecto de las condiciones de
fotofase y temperatura evaluadas (dia 15 x> = 16,6 gl =2 P = 0,0002; dia 30 x* =14,3
gl =2 P=0,001; dia 45 y* = 6,4 gl = 2 P = 0,04). En estas edades, el porcentaje de
machos con el saco ectodérmico expandido fue significativamente mayor en 14 hL-

25 °C que en 10 hL-20 °C (Figura 5.7 B).

5.5.1.4. Actividad alimentaria

El nimero de vainas alimentarias presentes en las chauchas de soja varié con
los tratamientos de manera diferencial en las diferentes edades (interaccion
tratamiento*edad F3473= 11,9 P < 0,0001). Si bien hubo diferencias entre los sexos
(F122= 23,4 P <0,0001), el efecto de los tratamientos fue similar en ambos casos
(interaccion tratamiento*sexo Fh22= 2,5 P = 0,09). Para los machos se registrd un
mayor nimero de sitios de alimentacion que para las hembras (2,60 vs. 1,47 vainas

alimentarias/adulto/dia).

Cuadro 5.2. Actividad alimentaria de los adultos de Piezodorus guildinii durante 24

horas en diferentes condiciones de fotoperiodo y temperatura en el

laboratorio.
Numero de vainas
alimentarias/adulto/dia’
Condiciones Pendiente (Media = EEM)
LN(x)
10h-20°C -0,044 a 1,43+0,18b
10h-25°C -0,035a 1,90 £0,20 b
14h-25°C -0,011Db 2,77+0,25a

1 . . . .
Medias seguidas por la misma letra en cada columna no difieren

significativamente (Pr > |t | < 0,05).
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La actividad alimentaria sélo estuvo controlada por el fotoperiodo. Los adultos
mantenidos en condiciones de fotofase larga (14hL-25°C), depositaron en todas las
edades un nimero similar de vainas alimentarias (pendiente #0 Pr > | t | =0,14). Por el
contrario, cuando se desarrollaron en condiciones de fotofase corta y diferente
temperatura (25 y 20 °C), a medida que los adultos envejecieron se registr6 una
reduccion significativa en el nimero de vainas alimentarias, la cual fue similar en
ambos tratamientos (pendiente #0 Pr > | t | = <0,0001; ambos tratamientos) (Cuadro
5.2). Durante el periodo de evaluacion, el nimero medio de vainas alimentarias
producidas por los adultos en condiciones de fotofase larga a 25 °C fue
significativamente mayor que en los tratamientos con 10 h de luz y diferentes

temperaturas (20 y 25 °C), los cuales fueron similares entre si (Cuadro 5.2).

5.5.2. Determinacién de formas estacionales: cambios morfoldgicos vy fisioldgicos de

adultos colectados en el campo

5.5.2.1. Tamafio y coloracién del cuerpo

Las tres variables morfométricas variaron significativamente en funcion de los
meses (largo del cuerpo Fi;23 = 8,4 P < 0,0001; ancho de pronoto Fi123 =4,5 P =
0,0012; largo del margen lateral del pronoto Fi;23 = 5,4 P = 0,0003) y del sexo
(largo del cuerpo F 3= 64,0 P <0,0001; ancho de pronoto F 3= 24,0 P < 0,0001;
largo del margen lateral del pronoto Fj,;3 = 16,1 P = 0,0005). En los dos afios los
resultados obtenidos fueron semejantes (largo del cuerpo Fj»3 = 0,05 P = 0,85;
ancho de pronoto F»3 = 0,3 P = 0,59; largo del margen lateral del pronoto Fi,3 =
0,00 P = 0,98). Los cambios registrados en ambos sexos en los distintos meses
(interacciéon mes*sexo) fueron similares (largo del cuerpo Fii23 = 1,3 P = 0,30;
ancho de pronoto F;,3 = 0,7 P = 0,73; largo del margen lateral del pronoto F;,3 =

0,6 P =0,81).

En el Cuadro 5.3 se presentan los valores medios (:EEM) de las tres variables
morfométricas. Los adultos colectados en febrero tuvieron un largo del cuerpo

significativamente mas grande que los interceptados en otofio (entre abril y junio), en

105



invierno (entre julio y setiembre) y en dos meses de la primavera (octubre y
noviembre). Los adultos recolectados al final de la primavera (diciembre) tuvieron
un largo del cuerpo intermedio entre esos grupos. Los valores del ancho del pronoto
y del largo del margen lateral de los adultos colectados en febrero fueron mayores
que los de los adultos capturados en los meses de mayo-junio, y mayo-julio,

respectivamente.
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Cuadro 5.3. Horas de luz (promedio mensual), tamafio del cuerpo y de testiculos (mm) de los adultos de Piezodorus guildinii

colectados en el Departamento de Colonia en diferentes meses del afio (X = EEM). (Afos 2011-2013)

Horas de Largo del cuerpo  Ancho del pronoto  Margen lateral Largo del

Mes luz (mm) (mm) del pronoto testiculo
(h) (mm) (mm)

Octubre 12,98 10,23 £0,14 cd 5,30+0,07abc 2,10+ 0,02abcd 1,68 +0,03 ab
Noviembre 13,94 10,28 + 0,12 bed 5,30+0,04 abc  2,10+£0,02abcd 1,76+0,00 a
Diciembre 14,43 10,35 £ 0,19 abcd 5,39+ 0,08 ab 2,16 £ 0,04 abc 1,77 £ 0,06 a
Enero 14,16 10,69 + 0,19 ab 5,50+ 0,10 ab 2,21 £ 0,05 ab 1,81 £0,05a
Febrero 13,32 10,74+ 0,19 a 5,55+£0,08 a 224+0,04 a 1,82+£0,04 a
Marzo 12,28 10,54 + 0,16 abc 5,49 + 0,06 ab 2,19+ 0,04 ab 1,77+ 0,07 a
Abril 11,20 10,27 £ 0,12 bed 535+0,05abc 2,11 +0,02abcd 1,58 +0,06 bc
Mayo 10,31 10,03 +£0,08 d 5,19+ 0,04 be 2,02+ 0,02 cd 1,49 + 0,03 dc
Junio 9,87 9,96+ 0,14 d 501 £0,18 ¢ 1,99 + 0,04 d 1,35+0,04d
Julio 10,09 10,30+ 0,12bcd  5,33+£0,07abc 2,05+ 0,03 bed 1,39+£0,00d
Agosto 10,87 10,11 +£0,07d 5,32 +£0,04abc  2,09+0,01l abcd 1,41+0,05d
Setiembre 11,90 10,27+0,09 bed 533 +0,08abc 2,11 £0,06 abcd 1,46 +0,21dc
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Cuadro 5.3. (cont.)

Sexo Largo Ancho Margen lateral
del cuerpo del pronoto del pronoto
(mm) (mm) (mm)
Hembras 10,51 £0,07 A 5,44 +0,03 A 2,15+0,02 A
Machos 10,12+ 0,04 B 5,24+£0,04 B 2,08 +0,01 B

' Medias seguidas por la misma letra minascula y maytscula no difieren significativamente para la prueba de Tukey’s

HSD (P < 0,05).

?Valores medios para latidud S 34° 20' y longitud W 57° 41' (Fuente: USNO, 2012).
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Figura 5.8. Porcentaje de hembras adultas (%) de Piezodorus guildinii con diferente
coloracion de la banda del pronoto (A) y del conectivo (B), en los
distintos meses del afio. (Anos 2011-2013). Medias seguidas por la
misma letra no difieren significativamente basado en el estadistico de

maxima verosimilitud (P <0,05).

El color de la banda del pronoto vari6 significativamente de acuerdo al mes de
colecta (° =528,8 gl = 11 P < 0,0001). Los resultados de ambos afios fueron
semejantes (y° = 0,55 gl = 1 P = 0,47). Desde el final del otofio y durante el invierno,
entre junio y setiembre, la mayoria de las hembras tuvieron la banda del pronoto

clara (> 80%), mientras que desde la mitad de la primavera hasta la mitad del verano
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(noviembre a febrero) un alto porcentaje de las hembras mostraron la banda del
pronoto oscura (> 90%) (Figura 5.8 A). El porcentaje de hembras con conectivo de
diferente color también varié con los meses de colecta (y* = 633,9 gl = 11 P <
0,0001), y el afio no tuvo efecto significativo (y* = 0,3 gl = 1 P = 0,57). El porcentaje
mayor de hembras con el conectivo claro (> 85%), fue registrado al final del otofio
(junio) y durante el invierno (julio a setiembre), al tiempo que la mayoria de las
hembras que tuvieron el conectivo oscuro (> 90%) fueron colectadas entre la mitad

de la primavera y la mitad de verano (noviembre a febrero) (Figura 5.8 B).

5.5.2.2. Contenido de lipidos

El contenido de lipidos de los adultos vari¢ significativamente de acuerdo al
mes en el que fueron colectados (F1123 = 37,6 P < 0,0001). Los valores obtenidos en
ambos afios fueron semejantes (F23 = 0,35 P = 0,56). Machos y hembras tuvieron
un contenido de lipidos similar (F 23 = 1,54 P =0,23) y en ambos sexos la variacion

en los meses fue semejante (interaccion mes*sexo Fi;23 = 0,34 P =0,97).

Los adultos colectados durante otofio e invierno (abril a setiembre) tuvieron un
contenido de lipidos significativamente mayor que los interceptados en primavera-
verano (octubre a febrero) (Figura 5.9). El valor correspondiente al mes de marzo fue

intermedio entre ambos grupos.
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Figura 5.9. Contenido medio (= EEM) de lipidos del cuerpo (%) de adultos de
Piezodorus guildinii en los distintos meses del afio. (Afios 2011-2013).

Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente para

la prueba de Tukey’s HSD: P < 0,05).

5.5.2.3. Desarrollo de los 6rganos reproductivos

El grado de desarrollo de los ovarios vari6 en funcion del mes de colecta de las
hembras (y* = 456,0 gl = 11 P < 0,0001); los resultados obtenidos en los dos afios de
muestreo fueron similares (y* = 0,1 gl = 1 P = 0,74). De acuerdo a los porcentajes de
hembras con diferente estado de desarrollo de los ovarios, los meses quedaron
estadisticamente separados en tres grupos (Figura 5.10). En el primer grupo, que
incluye los meses de otofio e invierno (abril a setiembre), un alto porcentaje (> 80%)
de las hembras tuvieron el ovario inmaduro, alcanzando valores de 100% entre los
meses de julio y setiembre. Este periodo se caracteriza porque la duracion promedio
del dia es < 11 h (Cuadro 5.3). En el segundo grupo que estuvo integrado por los
meses de noviembre a febrero (primavera/verano), cuando la fotofase es > 13 h
(Cuadro 5.3), la mayoria de las hembras (> 80%) tuvo el ovario desarrollado.
Particularmente, en diciembre y enero, ninguna de las hembras mostr6 los ovarios

inamduros. Los meses de octubre y marzo, constituyeron el tercer grupo, y se
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caracterizaron porque la mitad de las hembras tuvieron el ovario desarrollado. En

ellos las horas de luz promedio se encuentran entre de 12 y 13 h (Cuadro 5.3).
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Figura 5.10. Porcentaje de hembras de Piezodorus guildinii con diferente grado de
desarrollo de los ovarios en los distintos meses del afio. (Afos 2011-
2013). Medias seguidas por la misma letra no difieren
significativamente basado en el estadistico de méxima verosimilitud (P

<0,05).

El mes de colecta tuvo efecto significativo en el largo de los testiculos (F1.11 =
51,7 P < 0,0001), y el efecto afio no fue significativo (F;;; = 1,5 P = 0,23). Los
machos interceptados entre noviembre y marzo (mitad de primavera y verano)
tuvieron testiculos significativamente mas grandes que aquellos capturados entre
mayo y setiembre (mitad del otofio e invierno), mientras que los colectados en
octubre y abril (comienzo de primavera y otoflo, respectivamente) tuvieron un

tamafio intermedio (Cuadro 5.3).
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Figura 5.11. Porcentaje de machos adultos de Piezodorus guildinii con diferente
grado de desarrollo de los testiculos (A) y del saco ectodérmico (B) en
los distintos meses del afio. (Afios 2011-2013). Valores seguidos por la
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El porcentaje de machos con diferente grado de desarrollo de los testiculos
también vari6 en funcion del mes (x> = 225,1 gl = 11 P < 0,0001), pero no con el afio
de colecta (3> = 0,0 gl = 1 P = 0,95). Desde la mitad del otofio hasta el final del
invierno (mayo a setiembre), cuando la duracion del dia es menor a 12 h, la mayoria
de los machos (> 70%) tuvo los testiculos inmaduros, mientras que durante la
primavera y verano (octubre a marzo), cuando el dia tiene una duracién mayor a 12
h, una alto porcentaje (> 85%) mostr6 los testiculos desarrollados. El mes de abril

fue un mes de transicién, ambos grupos estuvieron representados en 50% (Figura

5.11 A).

El porcentaje de machos con distinta condicion del saco ectodérmico varié con
el mes de colecta (x> = 274,3 gl = 11 P < 0,0001), y los resultados para los dos afios
fueron semejantes (x> = 0,8 gl = 1 P = 0,38). Desde la mitad del otofio (mayo) hasta
la mitad del invierno (agosto) la mayoria de los machos (> 80%) tuvieron el saco
ectodérmico colapsado, mientras que entre la mitad de la primavera (noviembre)
hasta la mitad del verano (febrero) un alto porcentaje lo tuvieron expandido (> 80%);

el valor mas alto correspondio6 a febrero (95%) (Figura 5.11 B).

5.6. DISCUSION

5.6.1. Efecto del fotoperiodo v la temperatura en la morfologia v fisiologia de

adultos

Los resultados del experimento de laboratorio indican que el fotoperiodo y la
temperatura tuvieron efectos en la morfologia y fisiologia de los adultos. En
condiciones de fotofase corta los adultos mostraron caracteristicas como la
disminucién en el tamafo del cuerpo, la acumulacién de reservas energéticas, la
ocurrencia de estructuras reproductivas inmaduras, la menor frecuencia en la
actividad alimentaria, y los cambios en la coloraciéon del cuerpo de las hembras, que
sugieren que los adultos de P. guildinii en condiciones abioticas desfavorables
utilizan como estrategia la diapausa reproductiva. En general, en condiciones de

fotofase corta el descenso de la temperatura aceler6 y aumentd la tendencia a la
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diapausa, lo que sugiere que la principal funcion de la temperatura es indicar el
momento 6ptimo de induccién de la diapausa (Saulich y Musolin, 2012).

El tamafio del cuerpo de los adultos de P.guildinii estuvo bajo control de la
duracion de la fotofase, y fue significativamente mas grande en condiciones de dia
largo (14 h) que en fotofase corta (10 h). La variacion en la temperatura, al menos en
condiciones de dia corto, no tuvo efectos significativos en el tamafio del cuerpo.

Distintos autores estudiaron el efecto de factores abiodticos en el tamafio y
forma de diferentes especies de pentatomidos. En las especies que presentan espinas
en el pronoto, como Euchistus servus (Say), E. heros (Fabr.), Oebalus poecilus
(Dallas) y Dichelops melacanthus (Dallas), los autores encontraron que el largo de la
fotofase afecta el tamafio y la forma de la misma (McPherson, 1974; Albuquerque,
1989, 1993; Mourao y Panizzi, 2002; Chocorosqui y Panizzi, 2003). Por su parte,
Niva y Takeda (2003) reportaron que el ancho de la cabeza y del pronoto de
Halyomorpha halys (Stdl) en condiciones de fotoperiodo corto se redujo
significativamente. Nakamura (2002) determiné que los adultos de Dolycoris
baccarum (L.), mantenidos en condiciones de fotoperiodo largo (16:8 h L:0O) tenian
un tamafio mayor que los desarrollados en condiciones de fotoperiodo corto (12:12 h
L:0).

El tamafio del cuerpo es uno de los caracteres mas importantes de un insecto
adulto, que afecta numerosos aspectos fisiolégicos como la capacidad de soportar
temperaturas extremas, de almacenar energia o nutrientes, la fecundidad y la
supervivencia (Danks, 1987; Hon¢k, 1993; Nylin y Gotthard, 1998; Chown y Gaston,
2010). Los resultados obtenidos en este experimento y los reportados por Zerbino et
al. (2013) indicarian que el tamafio del cuerpo de P. guildinii esta asociado con la
actividad reproductiva, la tasa de supervivencia, y la longevidad.

Los machos, a diferencia de las hembras, no mostraron cambios notorios en la
coloracion del cuerpo. Las hembras mostraron variaciones en el color de la banda del
pronoto y del conectivo como consecuencia de la duracion de la fotofase y de la
edad, por lo que estas caracteristicas podrian ser inexactas al momento de determinar
el estado de dormancia de adultos colectados en el campo. Similares resultados

encontraron Chocorosqui y Panizzi (2003) respecto a la variacion en la coloracion
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abdominal de los adultos del pentatomido D. melacanthus.

Los cambios estacionales en la coloracion del cuerpo, tipicos de muchos
heteropteros, a menudo son controlados por el fotoperiodo y generalmente estan
asociados con el estado fisioldgico de los individuos (Musolin y Numata, 2003a;
Musolin et al. 2007; Saulich y Musolin, 2007, 2012). Varios estudios con diferentes
especies de pentatomidos determinaron que los cambios de color estan relacionados a
la diapausa, como el caso de E. servus, E. tristigmus tristigmus (Say), N. viridula, O.
ypsilongriseus (DeGeer), Plautia stali (Scott), y Thyanta calceata (Say) (referencias
en Saulich y Musolin, 2012). En general, las principales tendencias en los cambios
de coloracion asociados a la condicion de diapausa son colores marrones en el cuerpo
o color mate o claro en los integumentos. Esto les proporciona una proteccion pasiva
de los predadores, haciéndolos menos visibles (Saulich y Musolin, 2012).

El contenido de lipidos en los adultos de ambos sexos aumento, en la medida
que la duracién de la fotofase y la temperatura disminuyeron. Este resultado sugiere
que para sobrevivir en el invierno, P.guildinii acumularia lipidos. Resultados
similares fueron obtenidos en otras especies de pentatomidos (Panizzi y Hirose,
1995; Jones y Westcoutt, 2002; Mourao y Panizzi, 2002; Chocorosqui y Panizzi,
2003; Niva y Takeda, 2003). Las diferencias en el contenido de lipidos se
manifestaron cuando los adultos tenian tiempo de emergidos, lo que sugiere que el

proceso de acumulacion de reserva se iniciaria en el estado adulto.

El desarrollo del aparato reproductor de ambos sexos estuvo influenciado por
los factores abioticos evaluados. La reduccion de la fotofase disminuyo
significativamente el porcentaje de individuos con O&rganos reproductivos
desarrollados. Al igual que en otras especies de insectos, el descenso de la
temperatura acentuo el efecto negativo del acortamiento de la fotofase (Danks, 1987;
Cho et al., 2008; Saulich y Musolin, 2012), lo que sugiere que la respuesta al
fotoperiodo en esta especie no es termoestable como en el caso de N. viridula y de

Arma custos (Fabr.) (Musolin, 2012; Volkovich y Saulich, 1994).

La lenta disminuciéon en el porcentaje de hembras que mostraron el ovario

inmaduro en condiciones de fotofase corta a 20 °C, y la continua ocurrencia de
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ovarios intermedios, indicaria que en algunos individuos la exposicion a estas
condiciones retrasa pero no impide el desarrollo del ovario, tal como lo observaron
Spurgeon y Brent (2010) en Lygus hesperus (Knight). Saulich y Musolin (2009)
consideran que en algunos casos, especialmente en especies que hibernan como
adultos, la ausencia de oviposicion es causada por la supresion directa de la
maduracidon y/o oviposicion, debido a las bajas temperatura del ambiente, mas que
por la induccion a la diapausa reproductiva. Zerbino et al. (2013) cuando evaluaron
el comportamiento reproductivo de P.guildinii, encontraron que el periodo de
preoviposicidon tuvo una duracion cinco veces menor en fotofase larga (14 h) a 25 °C
que en fotofase corta (10 h) a 20 °C. Ademas, en fotofase larga a 25 °C se registraron
los valores mas altos del porcentaje de hembras que ovipusieron, el numero de
posturas y total de huevos /hembra. La disminucion de la temperatura incremento el
efecto negativo de la fotofase corta; las hembras mantenidas con 10 h de luz a 20 °C
registraron valores significativamente més bajos de todas las variables, incluyendo el

porcentaje de eclosion de huevos (4%).

El porcentaje de hembras con ovarios inmaduros registrado en este estudio, fue
menor que los reportados en estudios de laboratorio para otras especies de
pentatomidos. Higuchi (1994) determin6 que en condiciones de fotofase corta (12 h o
menos), mas del 80% de las hembras de P. hybneri de 15 dias de edad tuvieron el
ovario inmaduro. Mourdo y Panizzi (2002), establecieron que a los 30 dias de edad el
90% de las hembras de E. heros tuvieron el ovario inmaduro cuando fueron
mantenidas a 10 h de luz y 25 °C. Chocorosqui y Panizzi (2003), en el estudio de la
biologia de adultos de D. melacanthus, encontraron que cuando la fotofase era de 11
h y la temperatura de 25 °C, el 80% de las hembras de 20 dias de edad tenian los
ovarios inmaduros. Musolin y Numata (2003a) reportaron que en condiciones de
fotofase corta (10 h) y 25 °C, el 100% de las hembras de N. viridula con 60 dias de

edad tenia el ovario inmaduro.

A pesar de que los testiculos de los machos criados en condiciones de fotofase
corta ocuparon una porcion significativamente mas pequena de la cavidad abdominal

que los desarrollados en fotofase larga, su apariencia fue normal, y resulto imposible

117



determinar diferencias en el estado de desarrollo por observacion en microscopio
estereoscopico, sin realizar la medicién. Probablemente debido a que los testiculos de
esta especie son pequefios. Sin embargo, lo mismo fue observado en N. viridula (Ali
y Ewiess, 1977; Esquivel, 2009), que es una especie que tiene testiculos de mayor
tamafio. En otros pentatdomidos las diferencias entre los testiculos inmaduros y
maduros es tan notable, que no es necesario realizar mediciones para determinar la
condicion del aparato reproductor de los machos. En E. heros Mourdo y Panizzi
(2002) observaron que los testiculos inmaduros tenian un largo de 1mm o menos, y
Chocorosqui y Panizzi (2003) en D. melacanthus determinaron que si bien los
testiculos inmaduros tenian aspecto normal, eran considerablemente més pequefios
que los desarrollados. En estos dos estudios, los autores determinaron que en
condiciones de fotoperiodo corto a los 20 dias de edad el 90% de los machos
tuvieron los testiculos inmaduros.

Algunos autores (Ali y Eweiss, 1977; Esquivel, 2009; Spurgeon y Brent, 2010)
consideran que en aquellas especies en las que resulta dificultoso determinar el
estado de desarrollo de los machos en base al tamafio de los testiculos, es muy util la
evaluacion del saco ectodérmico. En este estudio, el porcentaje de machos con el
saco ectodérmico expandido cuando se desarrollaron en fotofase larga fue
significativamente mayor que cuando fueron criados en fotofase corta. La
disminucion de la temperatura no acentuo el efecto negativo de la reduccion de las

horas de luz.

Los resultados obtenidos en este experimento y los reportados por Zerbino et
al. (2013) indican que los adultos de ambos sexos de P. guildinii incrementan su
tendencia a ingresar en estado de diapausa reproductiva en condiciones de dia corto
(10 h) y temperaturas de 20 °C. La incidencia de la diapausa observada en este
estudio de laboratorio fue menor comparada a otros pentatdmidos (Mourao y Panizzi,
2002; Chocorosqui y Panizzi, 2003). Spurgeon y Brent (2010) encontraron que los
adultos de L. hesperus provenientes de muestreos de campo exhibieron una respuesta
mayor y mas consistente al fotoperiodo corto y bajas temperaturas que los insectos

evaluados en experimentos de laboratorio.
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La duracion de la fotofase afectd el comportamiento alimentario de los adultos
de ambos sexos. Los desarrollados en fotofase larga (14 h) tuvieron una actividad
alimentaria mayor que aquellos que permanecieron en condiciones de fotofase corta
(10 h). Por otra parte, en los adultos mantenidos en fotofase larga la actividad
alimentaria de los adultos permanecié estable durante el transcurso del tiempo,
mientras que en los que se criaron en fotofase corta disminuy6. Los adultos fueron

insensibles a los cambios de temperatura, al menos en condiciones de fotofase corta.

Los estudios referidos a la evaluacion del efecto del fotoperiodo y la
temperatura en la actividad alimentaria de pentatomidos son escasos. Mourdo y
Panizzi (2002) para adultos de E. heros, determinaron que la actividad alimentaria se
incrementd con el largo de la fotofase y tendidé a disminuir o disminuy6 con la edad
de los insectos. Estos autores determinaron que cuando la fotofase fue de 12 h o
menos, la disminucion en la actividad alimentar ocurri6 entre la primer y segunda
semana de vida de los adultos, y cuando la fotofase era de 14 h ocurri6 entre la
segunda y tercer semana. Niva y Takeda (2003) encontraron que ninfas del 5to
estadio H. halys tuvieron menor actividad alimentaria con 12 h, respecto a cuando

recibieron 16 h de luz.

El hecho que los machos hayan tenido una actividad alimentaria
significativamente superior que las hembras, concuerda con datos de trabajos
realizados con anterioridad (Panizzi et al., 1995). Esta es una caracteristica particular
de esta especie. En otros pentatomidos como N. viridula, E. heros y Acrosternum
hilare (Say), ambos sexos registran similar actividad (Bowling, 1980; Simmons y

Yeargan, 1988; Panizzi ef al., 1995).

5.6.2. Determinacion de formas estacionales: cambios morfoldgicos v fisiologicos de

adultos colectados en el campo

Los adultos de P. guildinii colectados en las distintas estaciones del afio
mostraron diferencias en la morfologia y fisiologia. Aquellos interceptados en

primavera-verano comparados con los capturados en otofio-invierno, mostraron
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diferencias en el tamafio del cuerpo, contenido de lipidos, desarrollo de los o6rganos
reproductivos, y particularmente las hembras tuvieron diferencias en el color en la

banda del pronoto y en el conectivo.

Durante otofio e invierno, cuando la fotofase es menor a 12 h y la temperatura
se encuentra por debajo de 20 °C, los adultos mostraron caracteristicas particulares
que indican diapausa reproductiva. En esta época, un porcentaje mayor de hembras y
machos mostré oOrganos reproductivos inmaduros, los adultos de ambos sexos
tuvieron un tamafio de cuerpo mas pequefio y mayor contenido de lipidos; y
particularmente, un alta porcentaje de hembras tuvo la banda del pronoto y el
conectivo claro. Estos resultados confirman los obtenidos por Zerbino et al. (2014b)
en el laboratorio. Por lo tanto el cambio de color de la banda del pronoto y el

conectivo puede ser considerado como una caracteristica que indica diapausa.

Las proporciones de hembras y machos con 6rganos reproductivos inmaduros
registradas en los meses de otofio/invierno (abril a setiembre), sugieren que la
diapausa en los machos es mas corta y menos intensa que en las hembras. De esta
manera, los machos estarian fisiolégicamente listos para copular las hembras cuando
¢éstas finalizan la diapausa. Estudios con diferentes especies de pentatdémidos
muestran que la diapausa reproductiva es inducida cuando la fotofase es igual o
menor a 12 h (Ali y Ewiess, 1977; Albuquerque, 1993; Hodek y Hodkovéa, 1993;
Kobayashi y Numata, 1995; Nakamura y Numata, 1997; Mourdo y Panizzi, 2002;
Chocorosqui y Panizzi, 2003; Musolin y Numata, 2003a; Niva y Takeda, 2003).

La categorizacion del estado fisioldgico de los machos (maduros e inmaduros),
realizada en base a los datos obtenidos en el laboratorio de acuerdo al tamafio del
testiculo, fue pertinente para determinar el estado de desarrollo del aparato
reproductor de los machos provenientes del campo. Dado que los resultados referidos
al porcentaje de machos con diferente grado de desarrollo de acuerdo al testiculo y
saco ectodérmico fueron similares, en esta especie en la que resulta dificultoso
determinar el estado de desarrollo en base a la observacion del testiculo, resulta mas
practico evaluar la condicion del saco ectodérmico (Ali y Eweiss, 1977; Esquivel,

2009; Spurgeon y Brent, 2010).

120



5.7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en estos estudios demuestran la ocurrencia de formas
estacionales diferentes y permiten establecer que durante el otofio e invierno, cuando
la duracion del dia es igual o menor a 12 h, los adultos permanecen en estado de
diapausa reproductiva con acumulacion de reservas energéticas, estructuras
reproductivas inmaduras, cambios en el tamafio del cuerpo y en su coloracion, y con
menor frecuencia en la actividad alimentaria. Las caracteristicas asociadas a la
diapausa observadas en los adultos colectados en el campo confirman los resultados

previamente obtenidos en el laboratorio.
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6. DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. DISCUSION GENERAL

La informacion generada en esta tesis doctoral amplia el conocimiento sobre la
bioecologia de Piezodorus guildinii (Westwood), uno de los principales insectos
plaga del cultivo de soja en algunas regiones de las Américas (Baur y Baldwin, 2006;
Castiglioni et al., 2008; Zerbino, 2010; Zerbino et al., 2010; Kamminga et al., 2012;
Antonio Panizzi, 2011 com. pers.). A pesar de su importancia econdémica a nivel
nacional, poco se conocia sobre la estrategia de supervivencia durante el periodo en
que los factores bidticos (escasez de alimento) y abiodticos (horas de luz y
temperatura) son desfavorables, y sobre la funcion que cumplen las distintas especies

vegetales en la historia de vida de este insecto.

Al igual que otros heteropteros, la disponibilidad de alimento, la duracion de la
fotofase y la temperatura, demostraron ser los factores principales que regulan la
estacionalidad del insecto, afectando distintos aspectos de la biologia de ninfas y
adultos, el desempefio reproductivo de las hembras, y el comportamiento alimentario
(Ali y Ewiess, 1977; Albuquerque, 1993; Hodek y Hodkova, 1993; Kobayashi y
Numata, 1995; Nakamura y Numata, 1997; Musolin y Numata, 2003b; Mourdo y
Panizzi, 2002; Chocorosqui y Panizzi, 2003; Niva y Takeda, 2003; Panizzi, 1997,
2000; Panizzi y Silva, 2009; Zerbino et al., 2013, 2014b).

Con los estudios realizados fue posible conocer la ocurrencia estacional del
insecto en distintas especies vegetales y determinar la época en que se produce la
dispersion desde y hacia el cultivo de soja, y también se pudo establecer el rol que
cumplen las distintas especies vegetales y definir cudl es el huésped alternativo mas
importante en la biologia del insecto. La informacion obtenida es un aporte para
concebir tacticas de manejo que puedan ser aplicadas previo a que el insecto colonice

el cultivo de soja (Panizzi y Parra, 2009).

En el sur-oeste del Uruguay, entre 33° 55 y 34° 17’ de latitud Sur, cuando el
alimento preferido, la soja, estd ausente, P. guildinii es encontrado en al menos 15

especies vegetales y cinco sitios de hibernacion (rastrojos de soja y sorgo, borde de
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gramilla de soja, corteza y hojarasca de eucaliptus). De todos ellos, las leguminosas
alfalfa Medicago sativa L., trébol rojo Trifolium pratense L., y lotus Lotus
corniculatus L., los arbustos azarero Pittosporum undulatum Ventenat y ligustro
Ligustrum lucidum Aiton, las cafias Phyllostachys sp., y la hojarasca de Eucalyptus
sp, son los habitat donde el insecto es mas abundante y su presencia se registra

durante un periodo de tiempo mas prolongado.

Algunas de las plantas alternativas en las que los adultos son encontrados,
como el azarero, las canas, el araza Psidium sp., la catalpa Catalpa bignoides Walter,
el guaviyG Mpyrciantes pungens (Berg) Legrand, el roble australiano Grevillea
robusta A.Cunn., la acacia Acacia melanoxylon R.Br., el cotoneaster Cotoneaster
lacteus W. W. Sm., y el maiz Zea mays L. no se encuentran mencionadas en las
diferentes prospecciones realizadas en otras regiones de América del Sur (Ferreira y
Panizzi, 1982; Panizzi y Slansky, 1985b; Costa et al., 1995; Bunde et al., 2010;
Garlet et al., 2010). Esto enfatiza una vez mas, la importancia que tiene realizar
estudios locales para determinar las plantas y sitios que utiliza el insecto (Panizzi,

1997; Panizzi, 2000).

De acuerdo al estudio de ocurrencia estacional en distintas especies vegetales y
sitios de hibernacion, en la region de estudio las generaciones de este insecto se
desarrollarian en la siguiente sucesion de plantas huéspedes y/o habitat: al inicio del
otofio, cuando la soja se cosecha, las ninfas mayores y los adultos se dispersan hacia
las leguminosas forrajeras, fundamentalmente alfalfa; al mismo tiempo los adultos
pueden comenzar a trasladarse hacia plantas perennes como el azarero, ligustro, y
caflas del género Phyllostachys sp., las cuales probablemente son utilizadas como
abrigo. Este desplazamiento es méximo en el inicio del otofio. Asimismo, en este
momento los adultos también pueden iniciar el movimiento hacia los sitios de
hibernacion, como la hojarasca de Eucalyptus sp., que son utilizados como refugio,
aunque el mayor desplazamiento ocurre al inicio del invierno, cuando la poblacion en
las leguminosas forrajeras y plantas perennes disminuye considerablemente (Zerbino

et al., 2014b).
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La alfalfa, comparada con las otras leguminosas, es la especie vegetal donde se
desarrollan las poblaciones mas importantes; los adultos y las ninfas se encuentran
con mayor abundancia y durante un periodo de tiempo mas prolongado (hasta 11
meses) (Zerbino et al., 2014a). Esto indica que la alfalfa es el principal enlace antes y
después del cultivo de soja (Fraga y Ochoa, 1972; Panizzi y Slansky, 1985a). Las
vainas inmaduras de esta especie vegetal tienen una adecuada aptitud nutricional para
el desarrollo de este insecto. Las ninfas se desarrollan y su mortalidad es menor que
en otras leguminosas forrajeras, y los adultos tienen una longevidad y desempefio
reproductivo similar que los que se alimentan con vainas inmaduras de soja (Scheirs

et al., 2000, 2005).

Todas estas caracteristicas permiten establecer que el cultivo de alfalfa es un
componente muy importante en la historia de vida de P. guildinii; por lo tanto, esta
debe ser la especie vegetal en la cual habria que concentrar esfuerzos para desarrollar
tacticas de control a aplicar durante la primavera, que impidan el desarrollo de la
poblacidon que va a colonizar la soja, y que permitan disminuir el impacto del insecto
en el cultivo. En aquellas regiones del pais donde este cultivo no ocupe un area de
consideracion, las intervenciones deben ser planificadas para el cultivo de lotus, que
si bien demostro ser una planta huésped secundaria y un alimento de menor calidad
nutricional que la alfalfa, el insecto se desarrolla y se reproduce. El trébol rojo nunca
debera ser considerado para este tipo de acciones, porque es un componente con
importancia menor en la historia de vida del insecto, que no contribuye al incremento
de la poblacion que ingresa al cultivo de soja, dado que las ninfas menores no se

desarrollan y los adultos no se reproducen.

El control biolégico cumple una funcién muy importante en programas de
manejo de plagas holisticos. En este contexto es necesario replantearlo, porque el
control biologico cldsico para agroecosistemas altamente perturbados como los
cultivos anuales no ha resultado eficiente; por el contrario, la conservacion de los
enemigos naturales residentes y la mejora de su habitat en ambientes menos
perturbados o de vegetacion perenne tienen gran potencial de uso en cultivos anuales

(Ehler, 2000). En el caso particular de P. guildinii, este tipo de estrategia deberia ser
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considerada para aplicar en el cultivo de alfalfa. Para ello es fundamental profundizar
en el conocimiento en otros aspectos de la ecologia de la plaga y de sus enemigos

naturales a escala de predio y de paisaje (Ehler, 2000).

A partir de los resultados de la biologia comparada y de la preferencia
alimentaria, surge la necesidad de conocer los atributos quimicos (nutrientes y no
nutrientes) de las vainas inmaduras de alfalfa. La identificacion de compuestos que
estimulan la oviposicion tiene potencial de uso en la manipulacion del
comportamiento de los insectos en el campo. También, seria importante conocer los
mecanismos mediante los cuales los adultos son atraidos para colonizar y utilizar la

alfalfa como alimento.

A menudo, los adultos se dispersan desde el huésped utilizado en estado de
ninfa a otras especies vegetales en las cuales se van a alimentar y reproducir. Este
cambio de alimento de ninfa a adulto, es un evento comun en la biologia de los
pentatdmidos que puede tener impactos variables, positivo, negativo o simplemente
no afecta el desempefio de los adultos. Dado que para la region de estudio la
secuencia de plantas en la cual el insecto se desarrolla y reproduce con mas éxito es
alfalfa, soja, alfalfa, es fundamental evaluar el efecto que tiene este cambio de
alimento (Panizzi y Silva, 2009). Disponer de esta informacion es importante al

momento de disefar estrategias para el manejo de este insecto en la entrezafra.

La informaciéon obtenida indica que al igual que muchas especies de
Heteroptera (Pentatomidae), en las distintas estaciones del afio los adultos de P.
guildinii tienen diferencias morfoldgicas y fisiologicas, como consecuencia de las
variaciones en el fotoperiodo y la temperatura y que la diapausa reproductiva en
estado adulto es la estrategia de supervivencia que desarrolla cuando los factores
bidticos y abidticos son desfavorables (Ali y Ewiess, 1977; Albuquerque, 1993;
Hodek y Hodkova, 1993; Kobayashi y Numata, 1995; Nakamura y Numata, 1997;
Musolin y Numata, 2003b; Mourdo y Panizzi, 2002; Chocorosqui y Panizzi, 2003;
Niva y Takeda, 2003, Zerbino et al., 2013, 2014a, 2014Db).

En el otofo e invierno un alto porcentaje de los adultos de ambos sexos tienen

los organos reproductivos inmaduros. La ausencia de ninfas durante el otofio,
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invierno e inicio de la primavera, indican que las ninfas que alcanzan el estado adulto
en el otofio no se reproducen hasta la primavera siguiente (Zerbino et al., 2014a).
Zerbino et al. (2013, 2014b) en el laboratorio, determinaron que el porcentaje de
mortalidad de las ninfas, y la longevidad y supervivencia de los adultos eran mayores
cuando se desarrollaron en condiciones de fotofase corta (10 h) y temperatura de 20
°C. La comparacion de las proporciones de hembras y machos con organos
reproductivos inmaduros en otono e invierno (abril a setiembre) sugiere que la
diapausa en los machos es mas corta y menos intensa. De esta forma los machos
estarian fisiolégicamente prontos para la copula, cuando las hembras finalizan la

diapausa (Zerbino et al., 2014a).

Durante la diapausa, la estructura de sistemas externos e internos puede ser
modificadas, lo cual a menudo resulta en cambios de color y de tamafio del cuerpo
(Danks, 1987). En marzo el tamafo del cuerpo de los adultos comienza a disminuir
gradualmente hasta alcanzar el minimo al finalizar el otofio (junio). Zerbino et al.
(2014Db) en el laboratorio determinaron que el tamafio del cuerpo se encuentra bajo
control del fotoperiodo, y que en condiciones fotoperiodo corto los insectos son mas
pequetios. El tamafo del cuerpo es uno de los caracteres mas importantes de un
insecto adulto, que afecta numerosos aspectos fisioldgicos como la capacidad de
soportar temperaturas extremas y de almacenar energia o nutrientes, la fecundidad y
la supervivencia (Danks, 1987; Hon¢k, 1993; Nylin y Gotthard, 1998; Chown y
Gaston, 2010). Los machos, a diferencia de las hembras, no muestran cambios
notorios en la coloracion del cuerpo. La mayoria de las hembras entre los meses de
junio y setiembre, tienen la banda del pronoto y el conectivo de tipo claro, y por el
contrario de tipo oscuro desde noviembre hasta febrero. En el laboratorio, para
ambas caracteristicas y en todas las edades, Zerbino et al. (2014b), encontraron que
ambos tipos, claro y oscuro, estuvieron asociados a condiciones de fotofase corta

(10h-20 °C) y fotofase larga (14h- 25 °C), respectivamente.

En el momento que el porcentaje de hembras con la banda del pronoto y el
conectivo tipo claro comienza a aumentar, también aumenta la proporcion de

hembras con ovarios inmaduros. Los cambios estacionales en la coloracion del
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cuerpo, tipicos de muchos heteropteros, que estan regulados por las horas de luz, en
general se relacionan con la diapausa (Musolin y Numata, 2003a; Musolin ef al.,

2007; Saulich y Musolin, 2007, 2012; Zerbino et al., 2014a, b).

Cuando los adultos de ambos sexos tiene los drganos reproductivos inmaduros
en el otofio e invierno, se produce un aumento en las reservas del cuerpo (Zerbino et
al., 2014a). La acumulacion de reservas energéticas es uno de los fendmenos mas
caracteristicos de un insecto que estd en estado de diapausa (Danks, 1987; Ito, 1985;
Chocorosqui y Panizzi, 2003); esto les permite sobrevivir y prolongar la longevidad
de los adultos durante los periodos adversos (Ito, 1985; Panizzi y Hirose, 1995).
Zerbino et al. (2014b) reportaron que cuando la duracion de la fotofase y la
temperatura disminuyd, los adultos acumularon lipidos y la actividad reproductiva se

redujo.

La detencién o disminucion de la alimentacion es otro de los procesos
caracteristicos de la diapausa (Shearer y Jones, 1996; Chocorosqui y Panizzi, 2003;
Saulich y Musolin, 2012). En el laboratorio, los adultos de ambos sexos tuvieron
menor actividad alimentaria cuando la duracién de la fotofase tuvo una duracion de
10hL (Zerbino et al., 2014b); por lo tanto, es pertinente suponer que los adultos que
pasan el invierno no se alimentan hasta el comienzo de la primavera. Panizzi y Silva
(2009) reportan que durante el invierno en el estado de Paran4, Brasil, (24° latitud S)
los adultos de P.guildinii se alimentan. En esta region, durante el otofio-invierno el
dia tiene una duraciéon mayor que en nuestra latitud, lo cual confirmaria que la

actividad alimentaria de P. guildinii se encuentra bajo control del fotoperiodo.

La diapausa desarrollada por P. guildinii es facultativa, su induccion estd
controlada por la respuesta al largo del dia, y la temperatura modifica el efecto del
fotoperiodo (Zerbino et al., 2013, 2014b). La principal funcidon de la temperatura es
indicar el momento 6ptimo de induccion de la diapausa, por lo que la interaccion del
fotoperiodo y la temperatura crea un mecanismo de regulacion ecologica fiable para
determinar el inicio oportuno de este proceso (Saulich y Musolin, 2012). Como
respuesta al calentamiento global, este insecto podria desarrollar actividad

reproductiva durante el periodo del afio en el cual en la actualidad desarrolla
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diapausa reproductiva. Como resultado podria haber un incremento en el nimero de
generaciones y consecuentemente un incremento en el niimero de insectos que
colonicen el cultivo de soja, lo que incrementaria las pérdidas que causa este insecto
(Musolin, 2007). En este escenario, se justifican aun mas el desarrollo de tacticas de

manejo durante el periodo de ausencia del cultivo de soja.

6.2. CONCLUSIONES

La informacion generada servird de base para el desarrollo de un programa de
manejo holistico, eficiente y ecolégicamente compatible de P. guildinii. El alimento,
la duracion de la fotofase y la temperatura demostraron ser los principales factores
que regulan la estacionalidad de P. guildinii, afectando distintos aspectos de la

historia de vida del insecto.

En la region litoral Sur del Uruguay, durante la primavera-verano se registran
al menos dos generaciones. Este insecto se alimenta y reproduce en su huésped
preferido, la soja, durante un breve periodo del afo, y la alfalfa es la principal planta
huéped en la entrezafra, por lo que debe ser la especie vegetal en la cual habria que
concentrar esfuerzos para desarrollar tacticas de control a aplicar durante la
primavera, que impidan el desarrollo de la poblacion que va a colonizar la soja, y que

permitan disminuir el impacto del insecto en el cultivo.

Durante el otofio y el invierno, cuando el dia tiene una duracién menor a 12 h,
y la temperatura media esta por debajo de los 17 °C, los adultos, que se desplazan
hacia plantas alternativas u ocupan sitios de hibernacidn, se encuentran en estado de
diapausa reproductiva, mostrando caracteristicas especiales como la acumulacion de
reservas energéticas (lipidos), drganos reproductivos inmaduros, menor tamafnio del
cuerpo y una disminucion en la actividad alimentaria. Las hembras en particular, en
este periodo cambian el color de la banda del pronoto y el conectivo rosado o

purpura, caracteristico del verano, por colores mas claros.
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6.3. PERSPECTIVAS

En el contexto del manejo de plagas, el objetivo de la ecologia del paisaje
agricola es entender como poblaciones de insectos plaga y enemigos naturales usan
parches adyacentes de habitat, y de esta manera poder idear estrategias de manejo de
plagas a nivel regional, del paisaje o de predios, de acuerdo a la movilidad del
insecto. En el caso de los hemipteros fitéfagos, que son insectos poco moviles,

disenar estrategias a escala de paisaje o predio es lo adecuado.

Los resultados sobre el conocimiento de la estacionalidad de este insecto y de
los factores abidticos involucrados en la misma, asi como también el rol que cumplen
las distintas plantas huéspedes, sugieren que una variedad de tacticas de manejo en
las leguminosas forrajeras durante la primavera, particularmente alfalfa, podrian ser
exploradas para el manejo de este insecto. Para ello es fundamental profundizar en el
conocimiento en aspectos de la ecologia de la plaga y sus enemigos naturales a

escala de predio y de paisaje.
Seria necesario generar informacion a nivel de campo y de laboratorio sobre:

1) Interaccion alfalfa-P.guildinii

e Distancia de dispersion de los adultos desde alfalfa hacia cultivos de
soja y viceversa. Esta informaciéon es fundamental para el disefio de
estrategias de manejo a escala del paisaje.

e Perfil quimico de las vainas de alfalfa (nutrientes y no nutrientes) para
identificar compuestos que permitan la manipulacion de insectos en el
campo (ej. los que estimulan la oviposicion).

e Efecto del cambio de la fuente de alimento (soja-alfalfa y viceversa)
de ninfa a adulto en el desempefio de los adultos. A menudo las ninfas
se dispersan desde un huésped a otro donde los adultos se van a
alimentar y reproducir. El cambio del alimento puede tener impactos
variables. Disponer de esta informacion es importante al momento de
disefar estrategias para el manejo en aunsencia del cultivo de soja.

e Comportamiento alimentario utilizando la grafica de penetracion

eléctrica (EPG), el cual permitiria cuantificar y realizar
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comparaciones estadisticas de los distintos comportamientos que

ocurren dentro de la planta

2) Interacciones alfalfa-P.guildinii-enemigos naturales

Especies de predadores y parasitoides, fundamentalmente de huevos,
que habitan las leguminosas forrajeras en primavera en la region
Litoral Sur, previo a la colonizacion de la soja, con el objetivo de
conocer cuales especies predominan y su estacionalidad. La predacion
de huevos de la primera generacion puede tener efectos en la ecologia
de P. guildinii de dos maneras, puede reducir el tamafio de la
poblacion que coloniza la soja, pero también podria disminuir la
abundancia de los parasitoides de huevos.

Impacto de la practicas de manejo de la vegetacion espontanea y de la
alfalfa (pastoreo y/o los cortes en franjas) aplicadas en la primavera,
sobre la dinamica poblacional de P. guildinii, de los predadores y de
los parasitoides de huevos.

Interacciones tritréficas en el laboratorio. El estudio del complejo de
semioquimicos relacionados a las plantas huéspedes puede ayudar a
identificar compuestos quimicos que sean atrayentes o repelentes de

P. guildinii o que atraigan y retengan los enemigos naturales.
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ABSTRACT

The effect of photoperiod and temperature on the biology of nymphs and adults of Piezodorus
guildinii (Westwood) was studied in the laboratory. Four different conditions were tested
(14:10, 12:12 and 10:14 h L:D at 25 °C, and 10:14 h L:D at 20 °C), at 80 + 10% RH. The short-
ost nymph development time was recorded at 14:10 h L:D (25 °C) (21.5 days) and the longest
at 10:14 h L:D (20 °C) (42 days). The highest nymph mortality rate was recorded at 10:14 h
L:D (20 °C) and the lowest at 14:10 h L:D (25 °C) (84.5 vs. 24.2%). Newly emerged females
reared at 14:10 h L:D (25 °C) were heavier than those of the remaining treatments. Fresh
body weight gain (mg) occurred only during the 1st week of adult life. Adult survivorship was
highest at 10:14 h L:D (20 °C) and lowest at 14:10 h L:D (25 °C). Total longevity was shortest
when adults were held at 14:10 h L:D (25 °C) and longest at 10:14 h L:D (20 °C) (38.6 vs. 98.8
days). The maximum percentage of ovipositing females occurred at 14:10 h L:D (25 °C) and
the minimum at 10:14 h L:D (20 °C). Females maintained at 14:10 h L:D (25 °C) and 12:12 h
L:D (25 °C) produced similar and greater number of egg masses than females at 10:14 h L:D
(25 °C) and 10:14 h L:D (20 °C). The number of eggs/female was the greatest at 14:10 h L:D
(25 °C) and the lowest at 10:14 h L:D (20 °C) (196.2 vs. 21.7 eggs/ ? ). Egg viability was similar
under different photophases at 25 °C, while significantly reduced at 10:14 h L:D (20 °C) (54 vs.
4.1%). The longest egg incubation period was recorded at 10:14 h L:D (20 °C) and the shortest
at 14:10 h L:D (25 °C) (7 vs. 4.1 days). These laboratory results suggest that P. guildinii does
not reproduce during the time its preferred host soybean is unavailable at latitude 30°-35° S,
which corresponds approximately to the conditions tested at 10:14 h 1:D (20 °C).

Key Words: Piezodorus guildinii, biology, photoperiod, temperature

RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del fotoperiodo y 1a temperatura en la biologia
de ninfas y adultos de Piezodorus guildinii (Westwood). Fueron consideradas cuatro condi-
ciones (14:10, 12:12, 10:14 h L:D a 25 °C, y 10:14 h L:D a 20 °C), manteniendo la humedad
relativa a 80 = 10%. El estado de ninfa tuvo una menor duracién a 14:10 h L:D v 25 °C (21.5
dias), mientras que la mayor duracidn se registré a 10:14 h L:D y 20 °C (42 dias). La mayor y
menor mortalidad de ninfas fue registradaen 10:14 hL:Da20°Cy 14:10hL:Da 25 °C (73.8y
23.4% respectivamente). El peso promedio de las hembras adultas recién emergidas registrado
on el tratamiento 14:10 h L:D a 25 °C fue significativamente superior a los correspondientes
en los restantes tratamientos, los cuales fueron similares entre si. No fueron detectadas dife-
rencias en la ganancia de peso de los adultos. Los menores valores de longevidad de adultos
se registraron a 14:10 h L:D a 25 °C, mientras que los mayores se registraron a 10:14 h L:D y
20 °C (38.6 vs. 98.8 dias). El comportamiento reproductivo de las hembras varié con las condi-
ciones evaluadas. El maximo porcentaje de oviposicion se registré a 14:10 h L:D y 25 °C, y el
minimo a 10:14 h L:D y 20 °C (84.5 vs. 24.2%). El numero de posturas sélo fue afectado por el
fotoperiodo; las hembras criadas a 14:10 h L:D y 12:12 h L:D a 25 °C realizaron mds posturas
que en las condiciones de 10:14 h L:D a 25 y 20 °C. El nimero de huevos por hembra varié con
el fotoperiodo y la temperatura; el mayor valor se registré a 14:10 h L:D y 25 °C y el menor a
10:14 h L:Dy 20 °C (196.2 v=. 21.7 huevos/ ¢ ). El porcentaje de huevos eclosionados fue similar
en los diferentes fotoperiodos a 25 °C, y significativamente superior al de 10:14 h L:D y 20
°C. El periodo de incubacién fue més largo a 10:14 h L:D y 20 °C, y mds corto a 14:10 h L:D ¥
25 °C (7 vs. 4.1 dias). Los resultados obtenidos indican que P. guildinii no se reproduce en la
entrezafra del cultivo de soja entre S 30°-35° de latitud, que se corresponde aproximadamente
con las condiciones de 10:14 h L:D y 20 °C evaluadas en este estudio.

Palabras Clave: Piezodorus guildinii, biologia, fotoperiodo, temperatura
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Insects have developed various physiologi-
cal adaptation strategies to survive adverse en-
vironments. Diapause is an important adaptive
mechanism for dormancy during periods of unfa-
vorable conditions (Tauber et al. 1986). The most
conspicuous aspect of reproductive diapause in
females is a halt in the process of oogenesis. En-
vironmental factors, especially photoperiod and
temperature, influence insect biology and behav-
ior, and can be considered the main abiotic factors
regulating diapause (Ali & Ewiess 1977; Ichimori
et al. 1990). Temperature acts both in isolation
and in conjunction with other cues. Thermoperi-
od fluctuates between years, which make it a less
important seasonal indicator than photoperiod.
However, temperature acts to modify or reinforce
the effects of photoperiod (Leather et al. 1993).

Studies that associate photoperiod and tem-
perature with reproductive diapause have been
conducted with several species of pentatomids
(Saulich & Musolin 2012). Albuquerque (1993)
observed under laboratory conditions that dia-
pause was induced in Oebalus poecilus (Dallas)
under short days. Hodek & Hodkova (1993) es-
tablished that photoperiod is an important factor
for the diapause regulation of Dolycoris baccarum
(L.). Adults of Aelia fieberi (Scott) were induced to
diapause under short photophases (Nakamura &
Numata 1997). Mourio & Panizzi (2002) observed
that Euschistus heros (F.) underwent reprodue-
tive diapause, induced by a photophase of 12 h
or less. Chocorosqui & Panizzi (2003) determined
that Dichelops melacanthus (Dallas) presented
reproductive oligopause under laboratory condi-
tions, induced by 11 and 12 h light and character-
ized by the occurrence of periodic feeding, even
under typical winter photophases. Nezara virid-
ula (L.) responds to photoperiod not only quali-
tatively (diapause versus reproduction), but also
quantitatively: photophase duration results in a
graded response in the beginning of copulation
and oviposition (Musolin & Numata 2003).

Piezodorus guildinii (Westwood) (common
names: Neotropical green stink bug and small
green stink bug in South America; red-banded
stink bug in the USA) is a Neotropical stink bug
species ranging from Argentina to the southern
United States (Panizzi & Slansky 1985a). It is
an important pest of soybean in the Southern
Cone of South America and the most abundant
stink bug in Uruguay and Argentina, being more
common than the cosmopolitan southern green
stink bug, N. viridula. In this geographic region,
F. guildinii causes the largest economical losses
to soybean crops (Zerbino 2010). In the United
States it has been reported since the early 1900’s
(Kirkaldy 1909), and since then it has been re-
ported in several states including South Carolina,
Florida, Georgia, and New Mexico (McPherson &
McPherson 2000). Several authors had previously
reported the red-banded stink bug on soybean in
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the United States (references in Panizzi and Slan-
sky 1985a; Panizzi & Slansky 1985b, c; McPher-
son et al. 1993), though it was not considered an
economic pest. However, during the last decade
it reached threshold levels and required insecti-
cide sprays in southern Louisiana soybean crops
(Baur & Baldwin 2006). More recently, it was
considered a top soybean pest in southern USA
(Kamminga et al. 2012). Feeding on a wide range
of cultivated and non-cultivated plant hosts, with
a particular fondness for legumes, the red-banded
stink bug is capable of causing severe economic
damage in soybean, alfalfa, and other bean crops
(Panizzi & Slansky 1985a).

A considerable amount of work has been done
on this species in Brazil (references in Panizzi et
al. 2000, and in McPherson & McPherson 2000).
Although several authors have studied its biol-
ogy (Fraga & Ochoa 1972; Panizzi & Smith 1977;
Panizzi et al. 1980; Costa & Link 1982; Panizzi
& Slansky 1985a, b; Panizzi 1992; Cividanes &
Parra 1994; Serra & La Porta 2001; Arroyo & Ka-
mawura 2003; Massoni & Frana 2007), there is
limited available information about the ecology
of this insect. An understanding of the biotic and
abiotic factors involved in the seasonality of this
bug is essential to implement holistic and envi-
ronmentally compatible soybean pest manage-
ment programs. This laboratory study was car-
ried out to evaluate the influence of photoperiod
and temperature on nymph development, adult
longevity, weight gain, and reproductive perfor-
mance of P. guildinii.

MaTERIAL AND METHODS
Insects, Origin and Routine Maintenance

Adults of P. guildinii were collected in 2011 at
INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay (S 34° 20
‘W 57° 41’). They were taken to the laboratory and
20 pairs were placed in a clear plastic box (25 x
20 x 20 cm) to obtain eggs (Silva & Panizzi 2008).
They were fed with green bean pods Phaseolus
vulgaris (L.), dry soybean seeds Glycine max (L.)
Merrill, and raw shelled peanuts Arachis hypo-
gaea (L.). Insects were maintained at 25 + 1 °C,
80 + 10% RH, and 14 h photophase. Food was re-
placed on alternate days and distilled water was
supplied every day by using moistened cotton in
a plastic container (1.0 cm diameter). Egg masses
were removed daily, mixed to avoid genetic effect,
and divided into four groups in order to assign the
treatments. To evaluate the effect of photoperiod
and temperature on egg, nymph and adult biol-
ogy, four different conditions (treatments) were
tested: 14:10, 12:12, and 10:14 h L:D at 25 + 1
°C, and 10:14 h L:D at 20 = 1 °C. A photoperiod of
14:10 h L:D at 25 °C represents the approximate
conditions recorded at the summer solstice, while
a photoperiod of 10:14 h L:D at 20 °C represents

149



the approximate conditions recorded at the win-
ter solstice at a range of latitude between 30° to
35° 8.

Egg and Nymph Biology

Eggs were held in Petri dishes (9.0 x 1.5 cm)
lined with moistened filter paper and main-
tained at the four conditions of photoperiod
and temperature (treatments) described. Rela-
tive humidity was kept constant at 80 + 10%.
Chamber temperatures were monitored daily
using HOBO® data loggers, model U23-001
(Onset Computer, Pocasset, Massachusetts) at
1h intervals. During the 1st instar, nymphs
were maintained only with distilled water. On
the first day of the 2nd stadium, nymphs from
each treatment were individualized in plastic
boxes (11.0 x 11.0 x 3.5 cm) lined with moist-
ened filter paper. They were fed the same food
as adults and distilled water was supplied as
described above. Nymphs were maintained at
the same conditions tested for the egg stage. In-
star change and mortality were recorded daily.
Upon emergence, adults were separated by sex
and weighed on an electronic scale (OHAUS
Pioneer™) (to the nearest 0.1 mg).

Egg and instar duration, total development
time and nymph mortality were calculated for
each treatment, and weight was measured at
adult emergence. Treatments were set up in a
completely randomized design. Each nymph
that reached the adult stage was considered a
replicate (n > 30). The experiment was repeated
twice.

Adult Biology

Egg masses were obtained as described
above, and maintained under the four condi-
tions of photoperiod and temperature (treat-
ments). Relative humidity was kept constant
(80 = 10%). Chamber temperatures were moni-
tored every day using HOBO® data loggers,
model U23-001 at 1 h intervals. During the 1st
instar, nymphs were maintained only with dis-
tilled water. On the first day of the 2nd instar,
groups of 10 nymphs were placed in a plastic
box (11.0 x 11.0 x 3.5 cm) lined with filter pa-
per. They were supplied with the food described
above. Nymphs were reared under the same
photoperiod as that of the egg stage. Food was
renewed on alternate days and distilled water
was supplied daily. At adult emergence, more
than 30 pairs were formed for each treatment.
Each pair was held in a plastic box lined with
moistened filter paper, and fed the same food as
nymphs. They were supplied distilled water on
a daily basis and food was renewed on alternate
days. Fresh body weight (mg) for both sexes was
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taken at the moment of emergence and once a
week thereafter until mortality, using an elec-
tronic scale (OHAUS Pioneer™) (to the nearest
0.1 mg). Males and females that died were not
replaced.

The reproductive performance was evaluated
using the following parameters: percentage of fe-
males ovipositing, preoviposition and oviposition
period, number of egg masses/female, number of
eggs/female, and egg viability. Survivorship and
longevity of males and females were also evalu-
ated. Treatments were set up in a completely
randomized design, and each pair (n > 30) was
considered a replicate. The experiment was rep-
licated twice.

Statistical Analyses

Egg and instar duration and development
time (in days) were analyzed with the general-
ized linear model with the Poisson distribution
and logarithmic function (PROC GENMOD,
SAS Institute, version 9.2), as they are discrete
variables and an association between means
and variance was detected. The percentages of
nymph survivorship in each instar and the to-
tal mortality were analyzed using generalized
linear model with distribution binomial (PROC
GENMOD, SAS Institute, version 9.2). In both
cases, results are presented as the likelihood ra-
tio statistics of the Chi-square distribution.

Weight at adult emergence was analyzed
with the general linear model (PROC GLM, SAS
Institute, version 9.2), due to the fact that the
variance was homogeneous and there was no as-
sociation between means and variance. Means
were compared using Tukey-Kramer honestly
significant (HSD) test for significance (P < 0.05).
The differences between male and female fresh
body weight were compared using Student’s {-
test (P = 0.05).

Data of adult survivorship over the time of the
four treatments were analyzed by simple linear
regression. To comply with the assumptions of
linear regression, the data were transformed to
LN (x +1). Slope coefficients were compared using
Student’s ¢-test (P < 0.05).

The percentage of females ovipositing was
analyzed using generalized linear model with
distribution binomial and the link function logit
(PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2).
The results are presented as the likelihood ratio
statistics of the Chi-square distribution. Preovi-
position and oviposition period, number of egg
masses and eggs per female, and longevity were
analyzed with the generalized linear model with
the Poisson distribution and logarithmie function
(PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.2), as
they are discrete variables and a strong associa-
tion between means and variance was detected.
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The results are presented as the likelihood ratio
statistics of the Chi-square distribution.

Egg viability was analyzed with the general
linear model (PROC GLM, SAS Institute, version
9.2), due to the fact that the variance was homo-
geneous and there was no association between
means and variance. Means were compared using
Tukey-Kramer honestly significant (HSD) test for
significance (P < 0.05).

Data regarding change in fresh body weight
were analyzed using the mixed model (Proc
MIXED, SAS Institute, version 9.2), with initial
body weight measured at day one as a covariate
and the subsequent weights as repeated measures
in the analysis. The covariance structure that fit-
ted the data was ANTE (1). The model statement
included the interaction term (gain*treat) to test
for heterogeneity of slopes.

Resurrs anp Discussion

Because results from the two experiments
were similar, data were combined in the final sta-
tistical analyses.

Eggs

There was a highly significant effect (¥* =
23.39; df = 3; P < 0.0001) of treatments on the in-
cubation period. The results indicated that there
was a negative correlation between photophase
duration and temperature with the incubation
period. Eggs held at 14:10 h L:D (25 °C) had the
shortest incubation period (4.1 days), while those
held at 10:14 h L:D (20 °C) had the longest (7.0
days) (Table 1). Mourdo & Panizzi (2000) work-
ing with E. heros, at 25 °C and under different
photoperiods observed that the incubation period
was longer under short photophase (10 h) in com-
parison with long photophase (14 h). In turn, Ali
& Ewiess (1977) for N. viridula and Albuquerque
(1993) for O. poecilus found no effect of the pho-
toperiod on the incubation period of eggs. The re-
sults obtained in this study and those obtained
by the aforementioned authors may indicate that
the embryos of different species during egg incu-
bation have different sensitivity to photoperiod.
Moreover, the time required to hatch increased
significantly when the temperature decreased
from 25 to 20 °C under short photoperiod condi-
tions (10:14 h L:D).

Cividanes & Parra (1994) reported that P.
guildinii eggs hatched faster as temperature in-
creased from 20 to 26 °C; however, they did not find
differences within the range of 26 to 28 °C. Values
obtained in this study under the longest photo-
phase at 25 °C (4.1 days) were similar with those
reported by Cividanes & Parra (1994) at 26 °C
(4.2 days). The results obtained by these authors
at 14 h L and 20 °C (9 days) were slightly higher

TasLe 1. Mean (ISEM) DEVELOPMENT TIME, SURVIVORSHIP AND MORTALITY OF PiEzODORUS GUILDINII EGGS AND NYMPHS AT DIFFERENT PHOTOPERIODS AND TEMPERATURES UNDER LABORA-
TORY CONDITIONS.
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% Total
mortality

Total development time
(195 instars) (days)

Stadium duration (days)

Eggs 1= 2nd 3 4 5t Female Male
7.0+02a’
58+0.1b

54+0.1b
41+01c¢

Conditions

73.8a

42.2+12a

11.7+04a(39] 419+ 09a
63+02b[37] 24.5+05b

8.0+ 0.3 a (48]
49+ 0.2b[50]
4.5+ 0.2 be [37]

3.7+ 0.3¢[39]

8.7+ 0.5 a [64]
48 +0.2b[57]
4.6 +0.2b[41]
4.7 + 0.5 b [42]

9.3+0.3a[83]
5.5+ 0.2h[68]
5.3+0.2b [46]
5.8+ 0.4b [44]

4.6 + 0.2 a[149)*
3.4+ 0.1b[75]
2.8+ 0.1 b [55]
3.1+ 0.2b[47]

10:14 1.:D 20 °C
10:14 1L:D 25 °C
12:121:D 25°C
14:10 L:D 25 °C

50.7b
40.0 b

25.1+04b

23.9+ 04 be
220+05¢

245+05b

6.7+ 0.2 b[32]
51+ 0.4c[36]

23.4c¢

21.2+08b

1 Means in each column followed by the same letters are not signifieantly different (P < 0.05) based on likelihood ratio.

2Number of nymphs that complete each instar is given in brackets.
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than the corresponding results of this study at 10
h L and 20 °C (7 days). This difference could be
attributed to the fact that the bugs of both stud-
ies were collected from two regions with differ-
ent climatic regimes, subtropical and temperate
(23° 18’ and 34° 20° S, respectively). The tempera-
ture threshold for development and/or the degree
day required to complete development may vary
with the latitude as result of local adaptation
to climatic conditions (Stacey & Fellowes 2002).
Species with a lower threshold temperature for
development have a greater rate of development
at low temperatures (Trudgill et al. 2005). As in
this study, several authors working with different
species of pentatomids, found that when tempera-
ture decreased egg development time increased.
Ali & Ewiess (1977) for N. viridula found that the
incubation period was significantly longer at 20
°C than at 25 °C, under short photophase (10 h).
Chocorosqui & Panizzi (2002) reported that no
nymphs of D. melacanthus hatched when eggs
were incubated at a temperature lower than 20
°C under long photophase (14 h).

Nymphs

Nymph Survivorship and Total Mortality.
There were significant effects of the treatments
on nymph survivorship between 2nd-4th instars
(2nd * = 51.25, df = 3; P < 0.0001, 3rd »* = 9.3; df
= 3; P =0.0256, 4th »* = 9.25; df = 3; P =0.0261),
whereas for the 5th instar there was not (’=4.61;
df = 3; P = 0.2027). The greatest differences in
nymph survivorship among treatments occurred
in the 2nd instar, with the temperature decrease
under short photophase having a more conspicu-
ous negative effect on survivorship than the de-
crease in photophase at 25 °C (Fig. 1). According
to the likelihood ratio statistics of the Chi-square

boaaal bababa babaa aaaa  gigaLDaen

100
- — _ _ ®I014L.D-250
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Fig. 1. Survivorship of Piezodorus guildinii nymphs
at different instars under variable conditions of light
and temperature regimes in the laboratory. '"Means in
each instar followed by the same letters are not signifi-
cantly different (P < 0.05) based on likelihood ratio.
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distribution, the lowest value of nymph survivor-
ship was obtained under the photoperiod of 10:14
h L:D (20 °C) (55.7%), whereas in the other treat-
ments nymph survivorship, which varied from
83.6 to 93.6% (Fig. 1). During the 3rd to 5th in-
stars under 10:14 h L:D (20 °C), nymph survivor-
ship was greater than that recorded for the 2nd
instar. For the rest of the treatments nymph sur-
vivorship for instars 3rd to 5th was similar to that
of the 2nd instar. Results obtained suggest that
the 2nd instar is very sensitive to the decrease of
temperature under short photophase. Panizzi &
Smith (1977) also recorded high mortality in 2nd
instar, but they explained that the high mortal-
ity appeared to be caused by nymphs falling onto
their back and being unable to right themselves.
Dichelops melacantus showed the same sensibil-
ity when was reared under long photoperiod and
20 °C (Chocorosqui & Panizzi 2002). In the 3rd
and 4th instars the nymph survivorships record-
ed under short photophase (10 h) at 20 °C were
lower than those recorded under long photophase
(14 h) at 25 °C (Fig. 1).

Total nymph mortality (instars 2-5) was affect-
ed by photoperiod and temperature (y* = 46.99;
df = 3; P < 0.0001) (Table 1). Total nymph mor-
tality increased when photophase decreased at
25 °C; the value recorded at 14:10 h L:D (23.4%)
was lower than those recorded at 12:12 and 10:14
h L:D (40 and 50.7%, respectively), which were
similar. However, differences between treatments
under the short photophase (10 h) at different
temperatures were greater; when temperature
decreased from 25 to 20 °C, total nymph mortality
increased significantly from 50.7 to 73.8%. (Table
1). Cividanes & Parra (1994) did not find differ-
ences in nymph mortality of P guildinii when
reared at 25 °C and 20 °C under long photoperiod
conditions (14:10 h 1:D). These results suggest
that nymphs of this insect have low adaptability
to temperatures below 20 °C under short photo-
phase. Therefore, in temperate regions, nymphs
are unlikely to survive during mid-autumn and
winter. Similar results were obtained by Ali &
Ewiess (1977), who established that photoperiod
did not exert a conspicuous effect on the mortality
of nymphs of N. viridula at the same tempera-
ture, and that the nymph mortality at 20 °C was
higher than at 25 °C.

Other species of pentatomids also showed
variation in total nymph mortality induced by
the length of the photophase. Mouréo & Panizzi
(2000) for E. heros observed higher mortality un-
der short photophase in comparison to long pho-
tophase (56.7 vs. 28.3%). Chocorosqui & Panizzi
(2003) for D. melacanthus recorded the highest
total nymph mortality (60%) under short pho-
tophase at 25 °C. They also found almost 100%
mortality when nymphs were reared at 20 °C
under long photophase (Chocorosqui & Panizzi
2002).
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Nymph Development Time. There were highly
significant effects of treatments on nymph de-
velopment time (Ist instar ¥* = 18 33; df = 3; P
= 0.0004) (2nd ¥* = 66.70, 3rd > = 66.49, 4th y*
= 58.57, and 5th y*= 115.97; df = 3; P < 0.0001).
During the first three mstars no dJ_‘Fferences were
recorded in the development rate under different
photoperiod at 25 °C. The length of photophase
only affecled development of 4th and 5th instars,
which were completed faster under long photo-
phase. Similar results were oblained by Chocu-
rosqui & Panizzi (2002) for D. melacanthus. In
contrast, Muuréo & Panizzi (2000) reported thal

ingtar nvmnohs of E. heros exnozsed to

NG ana oINSty NYmMpns of K, 1eros eXposeq Lo

short photophase needed more time to complete
their development.

For both genders, the mean number of days to
complete the nymphal stage varied with the en-
vironmental conditions used (females ¥” = 156.24,

males y* = 155.34; df = 3; P < 0.0001)(Table 1).

crranan oF mlhotamto e A2 b ol
The decrease of ProTtopnase aida nov eXert an iimi-

portant effect in total nymph development time,
for the three photoperiods at 25 °C; total deve]-
opment time of females was similar and shorter
than that recorded at 10:14 h L:D (20 °C). For

males total nyvmph development time at 25 °C
maues Wota: nympn GevVeiopment uimeé at zo

was shorter at 14:10 h L:D than at 10:14 h L.D
(Table 1). Albuquerque (1993) reported that the
length of photophase at 25 °C did not significantly
affect the nymph development time of O. poecilus.
In contrast, nymph development time of N. virid-
ula, E. heros and D. melacanthus was reduced

b].blllllbdl].tly WIlHIl leULUPIlde lllbmdbeu (H_ll o
Ewiess 1977; Mourao & Panizzi 2000; Chocoros-
qui & Panizzi 2003). The differences found by
different authors on the effect of photoperiod on
nymph development of different species of pen-
tatomids indicate that sensitivity to day length
is variable and may appear at different stages
of development (Saulich & Musolin 2012). This
illustrates the importance of performing studies
locally in order to determine the influence of the
ahiotic factors on the inseect hiology and hehavior
(Ali & Ewiess 1977).

The decrease in temperature significantly
increased the effect of the short photophase on
nymph development time (Table 1). Both genders
reared at 10:14 h L:D required 40% more time to
complete the nymphal stage at 20 °C than at 25
°C. The values of the total nymph development
time determined by Cividanes & Parra (1994) for
P. guildinii reared at 14:10 h L:D (26 °C) (20.2
days) and 20 °C (44.2 days) were similar to those
obtained in this study for 14:10 h L:D {25 °C) (21.2
days) and 10:14 h L:D (20 °C) (41.9 days). This
similarity may suggest that the temperature ex-
erts a more conspicuous effect than photoperiod
in total nymph development time.

Chocorosqui & Panizzi (2003) also detected
effects of temperature on the nymph develop-
ment time of ). melacanthus, stating that values

»
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tended to be longer when temperature decreased
and no nymphs developed when temperature was
lower than 20 °C. Ali & Ewiess (1977), working
with a range of temperature between 20 and 30
*C, determined that the rate of nymph develop-
ment time of N. viridule decreased as the tem-
perature increased.

Fresh Body Weight at Adult Emergence. The
[resh body weighl of females varied with the con-
ditions tested (', . =10.43; P<0.0001). Photope-
rivd aflfected fresh body weight of newly emerged
females. They were heaviest when reared under
long pholophase (14 h) (25 °C), prubably because

nvmnhs reared under these conditions fed more

tl;anrthose that developed under short photo-
phase (Table 2). The fresh body weight of males
was not affected by photoperiod or temperature
(F, ,, = 2.2; P = 0.0908). Females were heavier
than males in all conditions tested (Table 2).

Ali & Ewiess (1977) did not find g'reat varia-

PRSI PRy . TR R, B :

LLUIL lll UUUJ WCIE,.U.%J or JICVY'JJ‘ CJIICLECLI J‘ UViFE e,u,cuu
when nymphs were reared under different photo-
phases, but they reported that adults were heavi-
er at 20 °C than at 25 °C. Other authors studying
other speeics of pentatomids obtained different
results. Mouras & Panizzi (2000) for E. heros. and

results. Mourae & Panizzi (2000) for K. heros, and
Chocorosqui & Panizzi (2003) for D. melaca nthus
established that the weight of females tended to
be higher with long photephase, although no sta-
tistieally significant differences were recorded.

Adults

Adult Survivorship and Longevity. Adult sur-
vivorship gradually decreased over time in all
treatments. The effects of the treatments were
different on both genders (I'ig. 2). The decrease
of survivorship of females under different photo-
phases at 25 °C was similar and higher than the
decrease recorded under short photophase (10 h)
(20 °C) (Table 3). In contrast, the decrease of sur-
vivorship of males was affected by photoperiod
and temperature. The slope obtained under long

TagLE 2. Mean (+ SEM) FRESH BODY WEIGHT AT ADULT EMER-
GENCE OF PIEZODDRUS GUILDINTI AT DIFFERENT
PHOTOPERIODS AND TEMPERATURES UNTER LABORA-
TORY CONDITIONS.

Fresh body weight (mg)
Conditions Female Male
10:14 L:D 20 °C 49.84 + 0.69 bA' 43.71 2 0.54aB
10:14 L:D 25 °C 51.55 £ 1.07 bA  45.34 = 0.96 aB
12:121kD 25°C  49.93 £ 0.72bA  46.37 + 0.66 aB

14:10 L:D 25 *C 56.70 = 1.37 aA  46.68 x 1.68 aB

'Means followed by tha same lowercase latters in each col-
umn and uppercase letters in each row do not differ significantly
(P < 0.05) using Tukey's test and t test, respectively.
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Fig. 2. Survivorship up to 126 days of adult Piezodorus guildinii, expressed as logarithm (LN} (%+1). Females
right figures; males left figures.

photophase (14 h) (25 °C) was higher than those Total mean longevity was affected by the pho-
obtained at 12 h and 10 h (25 °C), whereas under  toperiod and the temperature, with a similar re-
short photophase (10 h) the decrease of survivor- sponse for both genders (females > = 21.73, males
ship was higher at 25 °C than at 20 °C (Table 3).  y* = 29.69; df = 3; P < 0.0001) (Table 3). Adults
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TaBLE 3. SLOPE (B) OF DE SIMPLE LINEAR REGRESSION OF SURVIVORSHIP AND MEAN (+ SEM) LoNGEVITY OF PIEZODORUS GUILDI-
NII ADULTS AT DIFFERENT PHOTOPERIODS AND TEMPERATURES UNDER LABORATORY CONDITIONS.

b
LN (% Survivorship+1)*

Longevity (days)*

Conditions Female

Male

Female Male

10:14 L:D 20 °C
10:14 L:D 25 °C
12:12 L:D 25 °C
14:10 L:D 25 °C

0.0051 = 0.0012 b
0.0217 = 0.0049 a
0.0203 = 0.0022 a
0.0253 = 0.0037 a

0.0067 + 0.0010 ¢
0.0190 + 0.0032 b
0.0178 £+ 0.0017 b
0.0433 = 0.0053 a

107.4 + 12.9 a [33]°
62.8 +6.13 b [33]
50.8 + 5.7 be [37]
46.1 + 5.4 c[32]

94.1 + 11.9 a [33]
63.4+7.1b[35]
60.3 + 6.3 b [37]
31.2+3.8c[32]

Slopes in each column followed by the same letters are not significantly different at P < 0.05 based on t test.
*Means in each column followed by the same letters are not significantly different (P < 0.05) based on likelihood ratio.

INumber of adults in brackets.

lived longer under short photoperiod conditions
(10:14 h L:D) (20 °C) (females = 107.0 days; males
94.1 days); rather, adults reared with long pho-
toperiod (14:10 h L:D) (25 °C) had the shortest
lifespan (females = 46.1 days; males= 31.2 days)
(Table 3). When adults of P. guildinii were reared
in greenhouse in summer and winter in Curitiba
- Brazil, Panizzi & Smith (1977) reported similar
values of total longevity to those obtained in this
study. Females held under summer and winter
conditions lived 41.2 and 96.6 days, respectively;
while males lived 34.0 and 112.5 days, respective-
ly. In contrast, Cividanes & Parra (1994) found
that under long photophase (14 h) the longevity
of adults of P. guildinii at 20 °C was less than at
26 °C. The results obtained for longevity in this
study and those reported by Panizzi & Smith
(1977) and Cividanes & Parra (1994) may likely
suggest the occurrence of an interaction in the re-
sponse of this variable to both, photoperiod and
temperature. The greater longevity under winter
conditions (shorter photoperiod and lower tem-
perature) may be due to a decrease in neuro-hor-
monally mediated metabolic activity (Tauber et
al. 1986). Particularly, females spend less reserve
in egg production by decreasing their reproduc-
tive activity (Slansky & Panizzi 1987).

Adult Reproduction. Photoperiod and tem-
perature affected the percentage of ovipositing
females (x* = 27.19; df = 3; P < 0.0001) (Table 4).
Temperature decrease had a more conspicuous
negative effect on the percentage of ovipositing
females than the decrease in photophase at 25
°C. The maximum value was obtained at 14:10 h
L:D (25 °C) (84.5%), and the minimum at 10:14 h
L:D (20 °C) (24.2%). Similar values were recorded
at 12:12 h L:D (25 °C) (61.5%) and 10:14 h L:D
(25 °C) (62.1%), which were different from the
other two treatments. Cividanes & Parra (1994)
evaluating the percentage of ovipositing P. guildi-
nii females under long photophase (14 h) at 20
°C, reported similar values (24%) than those ob-
tained in this work under the same temperature
and short photophase (10 h). These results sug-
gest that the temperature has a more important

role than photoperiod on percentage of females
ovipositing.

Photoperiod and temperature affected the
reproductive performance of females (Table 4).
There were highly significant effects of treat-
ments for preoviposition period, egg masses and
number of eggs/female (y* = 62.86; ¥* = 60.58; %*
= 29.92; df = 3; P < 0.0001), and viability (F, , =
14.99; P < 0.001) (Table 4).

The preoviposition period was affected by pho-
tophase and temperature, the effect of tempera-
ture being greater under short photophase (Table
4). Minimum preoviposition values occurred when
females were maintained at 14:10 h L:D (25 °C)
(8.0 days), and the maximum value was obtained
at 10:14 h L:D (20 °C) (50.1 days). No differences
were recorded for female preoviposition period at
25 °C under 12:12 h L:D (11.3 days) and 10:14 h
L:D (14.5 days) (Table 4).

Cividanes & Parra (1994) determined that the
preoviposition period for P. guildinii females un-
der long photophase (14 h) was longer at 20 °C (47
days) than at 26 °C (13 days). Hodek & Hodkova
(1993) for D. baccarum reported longer preovi-
position period for bugs reared at shorter pho-
tophase. Musolin & Numata (2003) established
that photoperiod had more pronounced effects on
the preoviposition period at 20 °C.

Photoperiod and temperature had different
effects on the egg masses and number of eggs/fe-
male. The number of egg masses was affected only
by photoperiod. Females maintained under 14:10
h L:D (25 °C) and 12:12 h L:D (25 °C) produced a
similar and greater number of egg masses (8.8 and
6.9, respectively) than females reared under 10:14
h L:D (25 and 20 °C), (3.6 and 3.1 egg masses, re-
spectively) (Table 4). All treatments had a signifi-
cantly different number of eggs/female, with the
greatest value corresponding to 14:10h L:D (25 °C)
(196.2), and the lowest recorded under 10:14 h L:D
(20 °C) (21.7) (Table 4). Cividanes & Parra (1994)
observed under long photophase that temperature
affected the number of eggs/female of P guildinii,
with means values significantly higher at 26 °C
(310 eggs/female) than at 20 °C (28 eggs/female).
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TaBLE 4. REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF FEMALE PIEZODORUS GUILDINII AT DIFFERENT PHOTOPERIODS AND TEMPERATURES

UNDER LABORATORY CONDITIONS.

Females Preoviposition Number/female Egg
ovipositing period hatchability
Conditions (%) (days) Egg masses Eggs (%)
10:14 L:D 20 °C 24.2 ¢ [33]° 50.1 +22.0a'[8] 3.1x1.0b[7] 21.7+5.04[7] 4.1 +4.5b2[7]
10:14 L:D 25 °C 62.1 b [30] 145+22b[16] 3.6=x0.6b[16] 48.2 + 7.9 ¢ [16] 54.6+9.1al19]
12:12 L:D 25 °C 61.5 b [39] 11.3+ 1.4 b [19] 6.9 + 0.9 a[25] 106.3 + 29.5 b [22] 436 + 5.3 a[24]
14:10 1:D 25 °C 84.5a(33] 8.0+ 0.4 c[26] 8.8+ 1.4a[27] 196.2 + 34.7 a [27] 64.2 + 3.7 a[27]

'Means in each column followed by the same letters are not significantly different (P < 0.05) based on likelihood ratio.
Means followed by the same letters do not differ significantly (P < 0.05) using Tukey's test.

ANumber of females in brackets.

Chocorosqui & Panizzi (2003) reported that fe-
males of D. melacanthus reared under long photo-
periods (14:10 and 13:11 h L:D) had a better repro-
ductive performance, high percentage of females
ovipositing, more number of eggs masses and num-
ber of eggs, in comparison to females under short
photoperiods (12:12 and 10:14 h L:D). Similar re-
sults were obtained by Mourdo & Panizzi (2002),
studying the biology of E. heros; they indicated that
females reared under 10:14 h L:D produced infertile
eggs. For another pentatomid, D. baccarum, Hodek
& Hodkova (1993) reported greater fecundity for
bugs reared at longer than those reared at shorter
photophase. However, Ali & Ewiess (1977) did not
observe significant differences in the reproductive
parameters of N. viridula at different photoperiods
(10:14 h L:D and 14:10 h L:D).

Egg viability was not significantly affected by
different photoperiod conditions at 25°C. Howev-
er, under 10 h of photophase, it decreased signifi-
cantly when temperature decreased from 25 °C
to 20 °C (Table 4). On the other hand, under long
photophase (14 h), Cividanes & Parra (1994) did
not find an effect on egg viability of P. guildinii
when temperatures decrease from 26 °C to 20 °C.
The results of this study and those obtained by
Cividanes & Parra (1994) may likely suggest the
occurrence of an interaction in the response of egg
viability with photoperiod and temperature.

Adult Body Weight Gain. Both males and females
of P. guildinii gained weight during their first week
of adult life (Fig. 3 A, B). However, changes in fresh
body weight thereafter were similar for all tested
conditions (interaction gain weight*treatment F,
ao= 1.48; P = 0.2180). Females gained significantly
more weight than males. Chocorosqui & Panizzi
(2003) reported no significant differences in weight
gain/ week for both sexes of D. melacanthus under
different photoperiods at 25 °C, during a 4-wk eval-
uation period.

CoNCLUSIONS

Results obtained in this study indicate that
photoperiod and temperature had different effects

A W1014L.D-20°C
15 4 m10:141L:D-25°C
10 B12:12L:D-25%C
014:10L:D-25°C

Fi5

ey

-10 -
8 15 22 29 36 43
Days
20 7 B
15
10 -
F 5
0 - W—M
54
-10 -
8 15 22 29 36 43
Days

Fig. 3. Mean (+SEM) percentage change of fresh
body weight during the first six weeks of adult life of
Piezodorus guildinii. A) females; B) males.

on the several variables evaluated. Differences,
particularly for reproductive performance of fe-
males, demonstrate the importance and the role
of temperature and photoperiod as environmen-
tal factors regulating the development and sea-
sonality of P. guildinii. These laboratory results
suggest that, in the geographic region between
30°-35° S latitude this insect may hibernate as
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an adult and may not perform reproductive activ-
ity from mid-fall to mid-spring, when it preferred
host soybean is unavailable, which corresponds
approximately to the conditions tested at 10:14 h
L:D and 20 °C.
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ABSTRACT

The effect of photoperiod and temperature on Piezodorus guildinii (Westwood) adult body
morphometry, color, lipid content, development of reproductive organs, and feeding activity
at different ages was studied in the laboratory. Three different conditions were tested, each
at 80 = 10% RH: 14:10 h L:D at 25 °C, 10:14 h L:D at 25 °C, and 10:14 h L:D at 20 °C. Adults
at 25 °C under 14 h photophase were larger and exhibited lower lipid content than those
held at 20 °C under 10 h photophase. Highest percentages of females with clear pronotum
band and connexivum were recorded at 10 h photophase regardless of the temperature.
Development of the ovary was affected by both photoperiod and temperature. At 15, 30 and
45 days of age under 14 h photophase at 25 °C, the percentage of females with immature
ovaries remained constant at 0%; in contrast, at 10 h (20 °C) this percentage declined from
60 to 33%. Testes size was affected by photoperiod and temperature; males at 14 h (25 °C)
and at 10 h (20 °C) showed the largest and the smallest testes, respectively. The ectodermal
sac condition was affected starting with males 15 days of age; the percentage of males with
an expanded ectodermal sac was greater under the 14 h (25 °C) treatment than under the
10 h (20 °C) treatment. Feeding activity of adults under short photophase conditions (10 h)
decreased. These laboratory results indicate that adults of P. guildinii maintained under a
short (10 h) photophase at 20 °C enter into reproductive diapause, accumulate energetic re-
serves (lipids), show undeveloped reproductive structures and smaller size, clear coloration
of the pronotum band and connexivum, and less feeding activity.

Key Words: Piezodorus guildinii, diapause, feeding activity, photoperiod, tempera-
ture

RESUMEN

El ohjetivo de este estudio de laboratorio fue evaluar el efecto del fotoperiodo y la tempera-
tura en: la morfometria, el color del cuerpo, contenido de lipidos, desarrollo de los érganos
reproductivos y la actividad alimentaria de Piezodorus guildinii (Westwood). Fueron eva-
luadas tres condiciones diferentes (14:10 y 10:14 h 1L:0 a 25 °C, y 10:14 h L:0 a 20 °C), a 80
+ 10% HR. Los adultos en 14 h de fotofase (25 °C), fueron mas grandes y tuvieron menor
contenido de lipidos que en 10 h (20 °C). La mayor proporcién de hembras con banda del
pronoto ¥ conectivo claro fue registrada en 10 h de fotofase (20 y 25 °C). La condicién del
ovario fue afectada por el fotoperiodo y 1a temperatura. A los 15, 30 y 45 dias de edad, en 14
h de fotofase (25 °C), 0% de las hembras exhibié el ovario inmaduro; por el contrarioen 10 h
(20 °C), durante ese periodo el porcentaje de hembras con ovario inmaduro disminuyd de 60
a 33%. El fotoperiodo y la temperatura afectaron el tamafio de los testiculos; siendo mayor
vy menor a 14 h (25 °C) y a 10 h (20 °C), respectivamente. La condicién del saco ectodérmico
fue afectada a partir de los 15 dias de edad; la proporcién de machos con saco ectodérmico
expandido fue mayor a 14 h (25 °C) que a 10 h (20 °C). La actividad alimentaria de los adul-
tos disminuyé en condiciones de fotofase corta (10 h). Los resultados obtenidos indican que
los adultos de P. guildinii en condiciones de 10 h de fotofase y 20 “C ingresan en diapausa
reproductiva, acumulan reservas energéticas (lipidos), tienen estructuras reproductivas in-
maduras, cuerpo mds pequefio, banda del pronoto y conectivo de coloracién clara, y actividad
alimentaria menor.

Palabras Clave: Piezodorus guildinii, diapausa, actividad alimentaria, fotoperiodo, tempe-
ratura
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Piezodorus guildinii (Westwood) (Hemiptera:
Pentatomidae) (common names: Neotropical
green stink bug and small green stink bug in
South America, and red-banded stink bug in the
USA) is a Neotropical stink bug species that rang-
es from Argentina to the southern United States
(Panizzi & Slansky 1985). It iz an important pest
of soybean in the Southern Cone of South Ameri-
ca. It is the most abundant stink bug in Uruguay
and Argentina, causing the largest economic
loss in soybean (Zerbino 2010). It is an economi-
cally important pest of soybean production in the
southern United States (Baur & Baldwin 2006;
Kamminga et al. 2012).

Current knowledge about the ecology of P.
guildinii is limited. Some information is avail-
able on the effect of photoperiod and temperature
on nymph and adult biology (Zerbino et al. 2013).
Recently, Saulich & Musolin (2012) reviewed win-
ter diapause in the seasonal cycle of stink bugs
from the temperate zone. However, for Neotropi-
cal stink bug species, little is known about their
ability to enter reproductive diapause and pass
through adverse environmental periods.

The great majority of stink bugs enter diapause
during the winter as adults (Saulich & Musolin
2012). Accumulation of energetic reserves, unde-
veloped reproductive structures, and changes in
size, shape and coloration body, are among the
most conspicuous alterations that occur among
pentatomids during winter diapause (McPherson
1974; Ali & Ewiess 1977; Ito 1985; Alburquerque
1993; Hodek & Hodkova 1993; Kobayashi & Nu-
mata 1995; Nakamura & Numata 1997; Musoclin
& Numata 2003; Mourdo & Panizzi 2002; Choco-
rosqui & Panizzi 2003; Niva & Takeda 2003). In
climates with moderate winters, adults of some
heteropterans continue feeding (Shearer & Jones
1996; Mourdo & Panizzi 2002; Chocorosqui &
Panizzi 2003; Saulich & Musolin 2012).

Environmental factors, especially photoperiod
and temperature, are the main abiotic factors
regulating diapause (Ali & Ewiess 1977; Ichimori
et al. 1990). Studies with different species of pen-
tatomids that evaluated the effect of photoperiod
on reproductive diapause, showed that it is in-
duced by a 12-hour or less photophase (Ali & Ewi-
ess 1977; Alburquerque 1993; Hodek & Hodkova
1993; Kobayashi & Numata 1995; Nakamura &
Numata 1997; Musolin & Numata 2003; Mourao
& Panizzi 2002; Chocorosqui & Panizzi 2003;
Niva & Takeda 2003). In some species, the photo-
periodic response of diapause induction within a
range of temperatures is thermostable (Musolin
& Numata 2003); however, in other species tem-
perature also plays a role in triggering diapause,
modifying the photoperiodic effect (Numata et al.
1993; Hodek & Hodkova 1993; Kobayashi & Nu-
mata 1995; Niva & Takeda 2003; Saulich & Mu-
solin 2012). The main function of temperature is
to shape the optimal timing of diapause during

735

the season. In warm years winter diapause shifts
to later dates, whereas in cold years an earlier
induction of diapause takes place. The interaction
of photoperiod and temperature creates a reliable
ecological mechanism to regulate the timely onset
of diapause (Saulich & Musolin 2012).

In this laboratory study we evaluated the in-
fluence of photoperiod and temperature on phe-
nological and physiological changes, and on the
feeding activity, of P. guildinii.

MATERIAL AND METHODS

Three different treatments were applied to
evaluate the effect of photoperiod and tempera-
ture on adult body morphometry, color, lipid con-
tent, development of reproductive organs, and on
feeding activity of P. guildinii: 14:10 h L:D at 25
+1°C,10:14h L:D at25+1°C, and 10:14 h D
at 20 = 1 °C. The photophase of 14 h at 25 °C rep-
resents the conditions recorded at the beginning
of the summer, while the photophase of 10 h at 20
°C represents the conditions recorded at the be-
ginning of the winter at the site were the studied
was conducted (latitude S 30-35°).

Insects, Origin and Rearing Procedure

Adults of P guildinii (n = 400) were collected
during summer 2012 at INIA La Estanzuela, Co-
lonia, Uruguay (S 34° 200 W 57° 41°). They were
taken to the laboratory and 20 pairs were placed
into each of 20 clear plastic boxes (25 x 20 x 20
cm) to obtain eggs (Silva & Panizzi 2008). They
were fed green bean pods (Phaseolus vulgaris L.),
dry soybean seeds (Glycine max (L.) Merrill) and
raw shelled peanuts (Arachis hypogaea L.), all
equally available. Insects were maintained at 25
+1°C, 80 £ 10% RH, and 14:10 h L:D. Food was
replaced every other day and distilled water was
supplied every day by moistening cotton in a plas-
tic container (1.0 cm diam).

Egg masses were removed, mixed to avoid ge-
netic effects, and divided into three groups. Each
group was taken to a different growth chamber
in order to assign the photoperiod/temperature
treatments. Insects were kept at the same pho-
tophase and temperature conditions from egg
to adult. During the 1st instar, nymphs were
maintained only with distilled water. On the first
day of the 2nd instar, groups of 10 nymphs were
placed in a clear plastic box (11.0 x 11.0 x 3.5 cm)
lined with filter paper. They were supplied with
the same food of adults, described above. Food
was renewed every other day and distilled water
was supplied every day. Relative humidity was
kept constant at 80 = 10%. Chamber tempera-
tures were monitored every day using HOBO log-
gers, model U23-001 (Onset Computer, Pocasset,
Massachusetts).
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Seasonal Morph and Lipid Content

At adult emergence, females and males were
paired for each treatment. Each pair was placed
into a clear plastic box lined with moistened fil-
ter paper and fed the same food offered to the
nymphs. They were supplied daily with distilled
water and food was renewed every other day. On
days 1, 15, 30, and 45 of adult life, ca. 30 pairs
from each treatment were killed by freezing at
-20 °C. After adults were killed, digital pictures of
each adult were taken, and measurements of the
body were made using the software Image Pro-
Express 5.1 (MediaCybernetics, Silver Spring,
Maryland). The variables evaluated were: body
length, pronotum width, and length of lateral
margin of the pronotum. Females were also char-
acterized by the color of the pronotum band and
the connexivum. The color of the pronotum band
varied from cream to purple. Females were typi-
fied as clear type when the color of the pronotum
band was either cream, yellow or orange, and as
dark type when the color was pink or purple. The
color of the connexivum was recorded as clear
when it was whitish-pink or as dark when it was
blackish-pink.

Adult pairs were divided into two groups. In
the first group, lipid content was measured us-
ing the method of Panizzi & Hirose (1995): insects
were held in an oven (60 °C) for about 48 h, and
then dry weight (DW) was recorded to the nearest
0.01 mg using an electronic scale. For lipid extrac-
tion a Twisselman extractor (IVA Co., Argentina)
with 6 extraction tubes was used. Insects were
individually identified with a unique number and
placed in a cotton cloth bag (3.0 x 4.0 e¢m). Six
bags were conditioned in each extraction tube (7.5
x 3.0 cm); 250 mL of the extraction solvent (hex-
ane) was added to a volumetric flask and placed
in the Twisselman extractor. The equipment was
heated to approximately 120 °C, after which the
extraction process was continued for 2 h. After
that, each adult was placed back into the oven
(60 °C) for 15 h and then weighed once more to
obtain its weight without lipid (TW). The follow-
ing formula was applied to obtain percentage of
stored lipids: % lipid = [(DW-TW)/DW] x 100.

Adults associated with the second group were
dissected and the developmental stage of each
adult’s reproductive organs was evaluated. Eth-
yl alcohol (70%) was used to clean the abdomi-
nal cavity of the insects to allow the best view
of the reproductive organs. Females were ranked
according to Mourdo & Panizzi (2002) in one of
three categories: immature = ovaries with no dif-
ferentiation or no development, and no vitellary
constriction; intermediate = ovaries with dif-
ferentiation with visible chambers and vitellary
constrictions with oocytes; and mature = ovaries
totally developed with oocytes well-developed.
For males the condition of the ectodermal sac
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(collapsed or expanded) was evaluated according
to Esquivel (2009). In addition, testes were ex-
tracted from the abdominal cavity and measured
using the software Image Pro-Express 5.1. They
were ranked as developed (values falling within
the range of the highest mean + one SEM and
higher), and immature (values falling within the
range of the lowest mean + one SEM).

Feeding Activity

On the first day of the emergence, ca. 76 adults
from each treatment were transferred individu-
ally into a clear plastic box (11.0 x 11.0 x 3.5
cm) lined with moistened filter paper, recording
the gender of each adult. The feeding activity of
adults was measured at days 10, 20, 30 and 40
of adult life. Prior to each evaluation they were
fasted for 48 h in the presence of water, and then
an immature soybean pod (R 5.5) was offered for
24 h. During the first seven days of adult life, and
between each feeding activity evaluation, adults
were allowed to feed on green bean pods, dry soy-
bean seeds, and raw shelled peanuts, all equally
available. Food was replaced every other day and
distilled water was supplied every day by moist-
ening cotton in a plastic container (1.0 cm diam).

After 24 h of feeding activity, the immature
soybean pods were taken out and immersed in
an acid fuchsin solution (1g of fuchsin + 2 ml of
alcohol + 300 mL of water) for 1 h to stain the
stylet sheaths. After that, the pods were washed
with running tap water and the number of sty-
let sheaths was enumerated under magnification
with a stereomicroscope (Bowling 1980).

Statistical Analyses

Each experiment was run twice, and photope-
riod and temperature conditions were randomly
re-assigned subsequent runs. The experimental
design was factorial split plots in randomized
blocks, with a different number of subsamples per
treatment because of mortality. The whole plots
were the treatments, and the split plots where the
eight combinations given by gender and age. Mor-
phometric data (body length, pronotum width,
and length of the lateral margin of the pronotum),
lipid content, and testes size were analyzed with
general linear mixed model (PROC MIXED, SAS
Institute 2008). Means were compared by con-
trasts (Pr > |t| < 0.05).

The percentages of females that displayed
the pronotum band and connexivum type clear
or dark were analyzed using the generalized lin-
ear model with the binomial distribution (PROC
GENMOD, SAS Institute 2008). The model con-
sidered the main effects of treatment, age and
age*treatment interaction. The percentages of
the females with different ovarian developmental
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stages were also analyzed using this generalized
linear model. Data corresponding to 1 day-old
adults were analyzed using the binomial distri-
bution and the link function logit because at this
age only intermediate and immature stages were
recorded. Data obtained at 15, 30, and 45 days
were analyzed using a multinomial distribution
and the link function cumlogit. Each age was
analyzed individually. The percentages of males
with different developmental stage of testes and
different conditions of the ectodermal sac were
analyzed using the generalized linear model with
binomial distribution and the link function logit.
Each age was analyzed individually. The results
are presented as the likelihood ratio statistics of
the Chi-square distribution.

Feeding activity data were analyzed us-
ing the generalized linear mixed model (PROC
GLIMMIX, SAS Institute, version 9.2) with the
Poisson distribution and logarithmic function,
with the number of stylet sheaths measured at
day 10 of adulthood as a covariate and the sub-
sequent assessments at day 20, 30 and 40 as
repeated measures in the analysis. The covari-
ance structure that fitted the data was AR (1).
The model statement included the interaction
term (age*treatment) to test for heterogeneity of
slopes. Means of treatments were compared by
contrasts (Pr>|t|< 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Seasonal Morph and Lipid Content

Size and Coloration of the Body. Treatments
(photophase/temperature) had a significant effect
on body length (F ,, = 61.7, P =0.01), pronotum
width (F , , = 44.2, P =0.02), and lateral margin
length of the pronotum (F ,, = 29.1, P =0.03).
The analyses also indicated that morphometric
variables were significantly different for genders
(body length: F'| .. =394.7, P < 0.0001; pronotum
width: F' | . = 314.1, P < 0.0001; lateral margin
length of the pronotum: F Lo = 156.9, P < 0.0001).
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Photophase and temperature had a similar ef-
fect on both sexes for each variable; the interac-
tion treatment*gender was not significant (body
length: F, . = 1.5, P = 0.21; pronotum width: F'
= 2.63, P = 0.07; lateral margin length of the
=1.4, P=0.26). There was a sig-
nificant effect of age on body length (F, = 21.9,
P <0.0001), on pronotum width (F | =13.2, P<
0.0001), and on the lateral margin length of the
pronotum (F | =12.6, P < 0.0001); although this
was not expected and biologically not explained,
that may be due to the group assignment. Adult
insects do not grow, and the size of an adult in-
sect is determined by the size of the last instar
(Nijhout 2003). However, for these variables, the
effects of the treatment were similar at the dif-
ferent ages; the interaction treatment*age was
not significant (body length: ' = 1.5, P= 0.18;
pronotum width: F' | = 1.4, P =0.22; lateral mar-
gin length of the pronotum: ¥, = 0.9, P =0.51).
The interaction treatment*age*gender was not
significant for all variables (body length: F' | =
0.5, P = 0.80; pronotum width: F =05, P =
0.84; lateral margin length of the pronotum: F |
.= 0.4, P = 0.86).

Results of the morphometric evaluation in-
dicated that body size of P. guildinii adults was
under photoperiod control but not temperature,
at least under the short photoperiod treatment.
Values of body length, pronotum width and lat-
eral margin length of the pronotum recorded at
14 h of photophase at 25 °C were significantly
greater than those recorded under short (10 h)
photophase at 25 and 20 °C, which were similar.
Females were larger than males (Table 1).

A review of nine studies on the effects of tem-
perature on body size of heteropterans concluded
that in 78% of the cases decreases in temperature
led to smaller size (Atkinson 1994). Few studies
were found that assessed the effects of abiotie fac-
tors on the size or shape of pentatomids. In species
with a shoulder spine [such as Euschistus servus
(Say), E. heros (Fabr.), Oebalus poecilus (Dal-
las), and D. melacanthus (Dallas)], the size and
shape of the spine were affected by photoperiod

2, 684 F
pronotum: £

TABLE 1. SIZE OF ADULTS (MM) OF PIEZODORUS GUILDINII (MEAN + SEM) AT THREE SETS OF PHOTOPHASE AND TEM-

PERATURE CONDITIONS IN THE LABORATORY.

Mean = SEM(mm)*

Lateral margin

Conditions/ gender Body length Pronotum width pronotum length Testes length
10h, 20 °C 9.52+0.04b[227] 5.03+0.01b [227] 1.96 +0.01Db[227] 1.37 £ 0.02 ¢ [75]
10h, 25 °C 9.50 + 0.04b[240] 5.01+0.01b [240] 1.96 =0.01 b [240] 1.50 = 0.02 b [75]
14h, 25 °C 9.83 + 0.04a [245] 5.17+0.01a [245] 2.04 =0.01 a[245] 1.71+0.02a[71]
Females 9.88 + 0.04 A[360] 5.20+0.01A[360] 2.04+0.01A[360]

Males 9.36 + 0.04 B[352] 4.94+0.01B[352] 1.94=0.01B [352]

‘Means followed by the same lowercase letter or uppercase letter in each column are not significantly different (Pr > _t_ < 0.05).

Consult text for ANOVA details.
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(McPherson 1974; Alburquerque 1993; Mouréo &
Panizzi 2002; Chocorosqui & Panizzi 2003). Niva
& Takeda (2003) showed for Halyomorpha halys
(Stal) that under a short photophase the head and
pronotum widths were significantly reduced. Na-
kamura (2002) reported that Dolycoris baccarum
(L.) adults held at 25 °C under long photophase
conditions (16:8 h L:D) were larger than those
raised under short photophase (12:12 h L:D).

Body size is one of the most important life-his-
tory traits because it is correlated with numerous
physiological and fitness traits including fecun-
dity and survivorship (Danks 1987; Honék 1993;
Nylin & Gotthard 1998). The results reported by
Zerbino et al. (2013) suggest that body size of P.
guildinii is associated with reproductive perfor-
mance, survivorship, and growth rate.

The analyses of the data on the color of the pro-
notum band of females indicated that there was a
Sig,niﬁcant effect of the interaction treatment®age
(3 = 26.99; df = 6; P < 0.0001). At 25 °C, the per-
centage of females with a clear pronotum band
was higher under short (10 h) compared to long
(14 h) photophase, particularly at day 1. From
day 15 on, the percentages obtained under short
photophase at different temperatures (25 and 20
°C) were similar and higher than those recorded
under long photophase (25 °C) (Fig. 1A). While
the percentages observed over time did not vary
significantly under different photophases at 25
°C, they decreased significantly under short pho-
tophase (20 °C) between ages 1 to 15 from 100
to 63%, and, thereafter, values were similar (Fig.
1A).

The analyses of the percentages of females
with different connexivum colors indicated a sig-
nificant effect of the interaction treatment®age
(y* = 35.45; df = 6; P < 0.0001). The percentage of
females with a clear connexivum generally fol-
lowed what was observed for the pronotum band
color pattern. At day 1, the percentage of females
with a clear connexivum was significantly high-
er under short (10 h) photophase at 20 °C com-
pared to the other treatments. From day 15 on,
the percentages with clear connexivum under
short photophase were similar at 25 and 20 °C
and higher than those recorded under long (14
h) photophase at 25 °C (Fig. 1B). While the per-
centages of females with a clear connexivum did
not vary significantly over time under different
photophases at 25 °C, under short photophase
at 20 °C significant differences were found over
time (Fig. 1B).

Results obtained for the color of the prono-
tum band and connexivum indicate that these
color variables were a consequence of both pho-
tophase and adult age. Abdominal coloration of
the pentatomid D. melacanthus was found to be
related to photoperiod and age (Chocorosqui &
Panizzi 2003). In contrast, Mourdo & Panizzi
(2002) reported that although E. heros adults
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Fig. 1. Percentage of Piezodorus guildinii adult fe-
males at different ages with a clear type pronotum band
(A) and clear type connexivum (B), maintained under 3
sets of photophase and temperature conditions in the
laboratory. “Means followed by the same letter within
each age are not significantly different (p < 0.05) based
on the likelihood ratio. “Means followed by the same up-
percase letters between ages do not differ significantly
(p < 0.05 based on likelihood ratio.

with two different colors were observed, color
was not related to variation in the photophase.
Changes in body coloration during the season
are typical of many true bugs, and are often
controlled by photophase and usually related
to diapause (Saulich & Musolin 2012). Muso-
lin & Numata (2003) and Musolin et al. (2007)
stated that the color changes are regulated by
day length and associated with the physioclogi-
cal state of the individuals.

Several works with different species of pen-
tatomids established that color changes were
related to diapause, as in the case of E. servus
(Say), E. tristigmus tristigmus (Say), N. virid-
ula, Oebalus ypsilongriseus (DeGeer), Plautia
stali (Scott), and Thyanta calceata (Say) (refer-
ences in Saulich & Musolin 2012). In general,
the main trend in seasonal coloration change is
the prevalence of brown coloration or dull tex-
ture of the integument in overwintering insects.
This makes them less conspicuous, providing
them passive protection from predators (Saulich
& Musolin 2012).
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Lipid Content. The analyses of the data on the
body lipid content of P. guildinii adults indicat-
ed that the effects of treatment (F ,, = 3.4, P =
0.23), gender (F' | . = 2.8, P = 0.09), and the in-
teractions gender*age (F', _ =0.23, P=0.87) and
treatment*age*gender (F| _ =1.3, P = 0.24) were
not statistically significant, while the interaction
treatment*age had a significant effect (F . =
2.3, P =0.035).

For adults 1 and 15 days old, there was no
effect of treatment on the lipid content. At days
30 and 40 of adulthood, adults maintained un-
der short (10 h) photophase at 20 °C had higher
lipid content than those held under a 14 h photo-
phase at 25 °C (Fig. 2). While the lipid contents
recorded under short photophase at 20 and 25 °C
were different for 30 day-old adults, at day 45 of
adulthood the percent values were similar (Fig.
2). Results obtained indicated that lipid accumu-
lation in P. guildinii was more pronounced for
adults kept at a 10 h photophase at 20 °C; while
for those kept at 14 h photophase at 25 °C the
levels of lipid storage remained the same across
all ages (Fig. 2).

Adult pentatomids have been shown to have
larger amounts of body fat in winter than in
summer including N. viridula and E. heros in
Londrina, Brazil (Panizzi & Hirose 1995) and
N. viridula in Hawaii (Jones & Westcott 2002).
Other authors who studied the effect of photope-
riod on the lipid content of adults of different spe-
cies of pentatomids in the laboratory found that
under short photophase, adults accumulated lip-
ids (Niva & Takeda 2003; Chocorosqui & Panizzi

aaal aaa abbd aab | g
AAA! ABBA BABA BB A | suwaec
45 O14h-254C
40
5 i) il
30 4 :
1
20
15
10 ‘
S -
a T 7
1 15 30
Age(Days)

Fig. 2. Percentage of lipid content (X + SEM) of
Piezodorus guildinii adults at different ages, main-
tained under 3 sets of photophase and temperature con-
ditions in the laboratory. ‘Means followed by the same
lowercase letters within each age are not significantly
different (Pr>|t|< 0.05). “Means followed by the same up-
percase letters for the same treatment between ages are
not significantly different (Pr>|t|< 0.05)
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2003). Changes in length of photophase and tem-
perature had the same effect on adult P. guildinii
regardless of gender, similar to other pentatomids
(Panizzi & Hirose 1995; Mourao & Panizzi 2002;
Chocorosqui & Panizzi 2003).

Degree of Development of Reproductive Organs.
The development of the ovaries was affected by the
photophase and temperature. At day 1, no differ-
ences were detected between treatments (y* =5.31;
df = 2; P=0.07), and almost no females showed
ovarian development (Fig. 3). In contrast, at days
15, 30 and 45, there was a significant effect of the
treatments (15 days y° = 24.6, 30 days y* = 42.40,
45 days ¥ = 33.90; df = 2; P < 0.0001). From day
15 on, the percentages recorded under a long (14
h) photophase at 25 °C were different than those
under a short (10 h) photophase at 20 °C (Fig. 3).
For instance, under long (14 h) photophase at 25
°C the proportion of females with immature ova-
ries was 0% from day 15 to day 45, while under
short (10 h) photophase and 20 °C during the same
time-period, the percentage of females exhibiting
immature ovaries declined from 60 to 33%.

The decrease of the photophase reduced the ma-
turity of the ovaries. The photoperiodic response
was influenced by the decrease of temperature asin
others inseet species (Danks 1987; Cho et al. 2008;
Saulich & Musolin 2012). For adult females 15 to
30 days old, under short photophase, the percent-
ages with immature ovaries were higher at 20 °C
than at 25 °C. These results suggest that P. guildi-
nii does not have thermostability of photoperiodic
responses, such as N. viridula and Arma custos (F.)
(Musolin 2012; Volkovich & Saulich 1994).

The slow decline in the percentage of females
that contained undeveloped ovaries under a 10 h
photophase at 20 °C, combined with the contin-
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Fig. 3. Percentage of Piezodorus guildinii females
with ovaries at different degrees of development at dif-
ferent ages, maintained under 3 sets of photophase and
temperature conitions in the laboratory. Means followed
by the same letters in each age do not differ =ignificantly
(P < 0.05) based on likelihood ratio.
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ued occurrence of intermediate ovaries, suggest
that the exposure to the short photoperiod and 20
°C delayed but did not prevent ovarian develop-
ment, as determined by Spurgeon & Brent (2010)
for Lygus hesperus (Knight). Saulich & Musolin
(2009) established that in species that overwinter
as adults, the absence of oviposition is caused by
direct suppression of maturation and/or oviposi-
tion due to low temperature, rather than by in-
duction of reproductive diapause. Zerbino et al.
(2013), studying the reproductive performance of
P. guildnii found that the preoviposition period
was five times shorter under long (14 h) photo-
phase at 25 °C compared to short (10 h) photo-
phase at 20 °C; under long photophase at 25 °C P.
guildinii had the highest percentages of oviposit-
ing females, number of egg masses, and number
of total eggs/female, while a decrease in temper-
ature increased the negative effect of the short
photophase — females under short photophase at
20 °C showed the lowest values for all variables,
including percentage of egg hatchability (4%).

The percentage of females with undeveloped
ovaries recorded in the present study was smaller
than those obtained for other pentatomids. Higuchi
(1994) working with P. hybneri reported that un-
der a short photophase (= 12 h), more than 80% of
15 day-old females had immature ovaries. Mourio
& Panizzi (2002) determined for E. heros that 90%
of 30 day-old females had immature ovaries when
were maintained under a short (10 h) photophase
at 25 °C. Moreover, Chocorosqui & Panizzi (2003),
studying D. melacanthus, found that under a short
(11 h) photophase and 25 °C, 80% of 20 day-old fe-
males had immature ovaries. Musolin & Numata
(2003) established that 60 day-old N. viridula fe-
males held under a short (10 h) photophase at 25
°C had 100% of undeveloped ovaries.

There was significant effect of the treatments
(F,, =933, P=0.01) and age (F ,,, =228 P <
0.0001) on testes size; while the treatment*age
interaction was not significant (F o = 195 P
= 0.08). The values of testes size for the three
treatments were significantly different (Table 1).
Males maintained under long (14 h) photophase

TABLE 2. FEEDING ACTIVITY OF ADULTS OF PIEZODORUS
GUILDINIT DURING 24 H AT THREE SETS OF PHO-
TOPHASE AND TEMPERATURE CONDITIONS IN
THE LABORATORY.

Number of stylet sheaths/adult/day’

Conditions Slope LN(x) {Mean + SEM)

10 h, 20°C -0.044 a 1.43 + 0.18 b [221T
10 h, 25°C -0.035 a 1.90 + 0.20 b [263]
14 h, 25°C -0.011b 2,77 + 0.25 a [225]

'Means followed by the same letters in each column are not
significantly different (Pr = [t| < 0.05).
“Number of adults in brackets.
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at 25 °C had the largest testes, and those held
under short (10 h) photophase at 20 °C had the
smallest. Testes size of males 1-day old were sig-
nificantly smaller (1.38 + 0.02 mm) than those at
15 (1.55 = 0.02 mm), 30 (1.57 = 0.02 mm), and 45
(1.60 = 0.02 mm) days of adulthood, which were
not different from each other.

Results showed that testes with a size between
1.21 to 1.54 mm were immature, and those = 1.55
mm were developed. The analyses of the percent-
ages of the testes ranking indicated that there
was a significant effect of treatments of adults at
the four ages (1 day y* = 9.7; df = 2; P = 0.008,
15 days %" = 25.63; df = 2; P < 0.0001, 30 days %°
= 11.40; df = 2; P = 0.003, 45 days y'= 13.89; df
= 2; P = 0.001). Regardless of age, the proportion
of males with developed testes was significantly
greater under long photophase at 25 °C than un-
der short photophase at 20 °C (Fig. 4A).
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Fig. 4. Percentage of males of Piezodorus guildinii
with different degree of development of the reproduc-
tive organs of males at different ages, maintained under
3 sets of photophase and temperature conitions in the
laboratory; A) testes; B) ectodermal sac. Means followed
by the same letters in each age do not differ significantly
(P < 0.05) based on likelihood ratio.
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The decrease in photophase and temperature
reduced the size of the testes; they occupied a
small portion of the abdominal cavity, but oth-
erwise their appearance was normal. Males of
N. viridula held under short photophase also
showed testes with normal appearance (Ali &
Ewiess 1977; Esquivel 2009). In others pentato-
mids the difference between immature and de-
veloped testes is considerable, so no measure-
ments are necessary to evaluate their condition.
For instance, Mourdo & Panizzi (2002) observed
for E. heros that undeveloped testes were 1 mm
or less in length; Chocorosqui & Panizzi (2003)
for D. melacanthus established that immature
males showed testes with normal appearance, but
smaller size. In the last two studies, under short
(< 12 h) photophase conditions at day 20, 90% of
males had immature testes.

When measurement of the testes size is not
feasible, it is useful to evaluate the condition of
the ectodermal sac (Esquivel 2009; Spurgeon &
Brent 2010). There was no significant difference
among treatments with respect to the condition
of the ectodermal sac at day 1 of adulthood (%* =
1.64; df = 2; P = 0.44), but there were significant
treatment effects at 15, 30 and 45 days of age (15
days ¥ = 16.61; df = 2; P = 0.0002, 30 days ' =
14.34; df = 2; P = 0.0008, 45 days = 6.44, df = 2;
P =0.04). Across all ages, the proportion of males
with an expanded ectodermal sac was greater un-
der long (14 h) photophase at 25 °C than under
short (10 h) photophase at 20 °C; no differences
were detected between values recorded under a
short photophase at the two temperatures (Fig.
4B). Similar results were obtained by Spurgeon
& Brent (2010) for the heteropteran L. hesperus.

Results obtained in this study and those re-
ported by Zerbino et al. (2013) indicate that P.
guildinii increases the tendency to enter into a
reproductive diapause with short day length (10
h) and low temperature (20 °C). Preliminary re-
sults (M. S. Zerbino, unpublished data) suggest
that field-collected insects exhibit a greater and
more consistent diapause response to short pho-
tophase and low temperature than do laboratory-
reared insects. Similar results were reported by
Spurgeon & Brent (2010) for L. hesperus.

Feeding Activity. The numbers of feeding sites
(stylet sheaths) recorded on soybean pods varied
according to the treatments at different ages (inter-
action of treatment*age F, = 11.89, P = < 0.0001),
and to the genders (F, ,, = 23.38, P = < 0.0001). The
interaction treatment*gender (F, ., =2.48,P=0.09)
was not statistically significant.

Results of analyzes indicate that feeding activ-
ity was under photoperiod control but not temper-
ature at least under the short photoperiod treat-
ment. The number of feeding sites recorded did
not decline significantly over time when adults
were hold under long (14 h) photophase and 25
°C (slope = 0 Pr > |t| = 0.14). However, it decreased
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significantly when adults were maintained at 10
h photophase under different temperatures (25
and 20 °C) (slope =0 Pr>|t|= <0.0001, both treat-
ments); the slopes been similar in these cases
(Table 2). The mean number of stylet sheaths re-
corded under long photophase and 25 °C was sig-
nificantly higher than those at short photophase
treatments (20 and 25 °C), which did not differ
(Table 2).

Few studies were found in the literature on
the effect of photoperiod and temperature on
feeding activity of pentatomids. Adults of E. he-
ros increase their feeding activity with increas-
ing photophase, and decrease it with age (Mouréo
& Panizzi 2002).These authors found that under
short (= 12 h) photophase this decline occurred
between the 1st and 2nd week of adult life, and
under long (14 h) photophase it occurred between
the 2nd and 3rd week of adult life. Niva & Take-
da (2003) found that the 5th instar nymphs of H.
halys showed less feeding activity under short (12
h) than under a long (16 h) photophase.

A greater number of feeding sites were as-
sociated with males than females regardless of
age (2.6 vs 1.47 stylet sheaths/adult/day, respec-
tively). The fact that P. guildinii males fed more
than females is in accordance with previous data
(Panizzi et al. 1995). In other pentatomids, such
as N. viridula, E. heros and Acrosternum hilare
(Say), both genders showed similar feeding ac-
tivity (Bowling 1980; Simmons & Yeargan 1988;
Panizzi et al. 1995).

CONCLUSIONS

Results obtained in this study indicate that
phenology and physiology of P. guildinii adults
are affected by the length of photophase and tem-
perature. Under short (10 h) photophase at 20 °C
they display particular traits: accumulation of en-
ergy reserves (lipids); undeveloped reproductive
organs; smaller body size; change in the color-
ation of the pronotum band and connexivum; and
reduced feeding activity, all of which indicative of
reproductive diapause.
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Key Message
. Piezodorus guildinii is an important pest of soybean in the Americas.

. Knowledge about its ecology is limited.
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. Implement holistic and sustainable pest management program requires

understanding how biotic and abiotic factors regulate its seasonal occurrence.

. On alfalfa, adults were collected during almost the entire year
. In autumn and winter, adults were in reproductive diapause.
. Implement management tactics during spring on alfalfa may be successful to

reduce population of bugs prior to their colonization of soybean.

Abstract

Piezodorus guildinii (Westwood) is an important soybean pest in the Americas.
Current knowledge about its ecology is limited. To implement holistic and
sustainable pest management programs it is necessary to understand how biotic and
abiotic factors regulate its population. Seasonal occurrence on different host plants,
and morphological (body morphometry and color) and physiological (lipid content
and development of reproductive organs) changes in adults were studied. Weekly
samples were conducted during two years on Medicago sativa, Trifolium pratense,
Lotus corniculatus (Leguminosae), Pittosporum undulatum (Pittosporaceae),
Ligustrum lucidum (Oleaceae), Phylllostachys sp. (Poaceae), and in leaf litter of
Eucalyptus sp. (Myrtaceae) at the survey sites (between 33° 55' and 34° 17' S). On
forage legumes, both nymphs and adults were intercepted; whereas on shrubs,
bamboo, and in eucalyptus litter only adults were captured. Alfalfa was the forage
legume on which adults were collected during almost the entire year. In this plant
species the abundance of adults and nymphs were higher in comparison with the
other plants species and overwintering niches. From the beginning of autumn to the
beginning of spring adults were observed on the foliage of shrubs and bamboo.
During autumn and winter adults were observed underneath eucalyptus litter. In
autumn and winter, adults had accumulated lipids reserves, showed undeveloped
reproductive organs, smaller body size, and females showed clear coloration of the

pronotum band and of the connexivum, indicating reproductive diapause. Results
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suggest that the control of P. guildinii during spring on alfalfa may reduce the

population of bugs before they colonize soybean.

Key words Hemiptera, Pentatomidae, Uruguay, host plants, seasonality, diapause,

morphology, physiology, polymorphism, polyphenism.

Introduction

The Redbanded stink bug Piezodorus guildinii (Westwood) is a Neotropical
pentatomid, found from southern United States to the South Cone of South America.
It is known mainly because it is one of the most damaging pests of soybean, Glycine
max (L.) Merrill. Like most phytophagous stink bugs, P. guildinii spends only about
a third of its lifetime feeding on spring/summer crops (Panizzi 2000; Panizzi and
Silva 2009), usually on immature pods of soybean in summer to early autumn. When
food (soybean plant) and abiotic factors turn unfavorable, it moves to alternate host
plants or shelters (Panizzi 1997). Alternate host plants, shelters and overwintering
sites are essential links in the intricate net of the life history of phytophagous

hemipterans (Panizzi 2000).

The list of food plants of P. guildinii includes some economically important
plants in addition to soybean, mostly legumes such as common bean Phaseolus
vulgaris (L.), pea Pisum sativum (L.), lentil Lens culinaris (Medikus), alfalfa
Medicago sativa (L.), and other forage legumes (Panizzi et al. 2000). Native plants
include indigo legumes, Indigofera spp., reported in Colombia, southern United
States, and Brazil (Hallman 1979; Panizzi and Slansky 1985b; Panizzi 1992,
respectively). It also feeds on legumes of the genera Sesbania, Crotolaria and
Cajanus (Panizzi 1985, 1987; Panizzi and Slansky 1985b; Panizzi et al. 2000). On
the other hand, several authors have reported the presence of P. guildinii on different
plant species belonging to several families, which are probably used as shelter
(Lopes et al. 1974; Ferreira and Panizzi 1982; Panizzi and Slansky 1985a; Costa et
al. 1995; Panizzi and Grazia 2001; Bunde et al., 2010; Garlet et al. 2010).
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The knowledge of the seasonality of insect pest species and the factors
involved in seasonality control are critical to make an accurate analysis of the pest
problem, and to develop pest management strategies (Giese et al. 1975; Panizzi
1997). In order to do so, it is necessary to know the sequences of hosts used by
sequential generations, and when dispersal occurs from wild hosts to crop plants and
vice versa. One important aspect is to determine the spring hosts where populations
can build up before dispersing to the crop (Panizzi and Silva 2009). Even though
many stink bugs can breed on a wide variety of plants, they may require a specific
sequence of host plant species to succeed (Jones and Sullivan 1982).

The great majority of stink bugs diapause as adults (Saulich and Musolin
2012), and the main diapause inductive factors are photoperiod and in some cases
temperature or food quality/shortages (Panizzi and Silva 2009). Accumulation of
energetic reserves, undeveloped reproductive structures, and variation in body size,
coloration and shape are among the most conspicuous alterations that occur in
pentatomids during diapause (McPherson 1974; Ali and Ewiess 1977; Albuquerque
1993; Hodek and Hodkova 1993; Nakamura and Numata 1997; Mourao and Panizzi
2002; Chocorosqui and Panizzi 2003; Musolin and Numata 2003; Niva and Takeda
2003). Recently, Zerbino et al. (2014) in the laboratory observed several
morphological and physiological changes of P. guildinii adults as a consequence of
the effect of photoperiod and temperature. They reported the occurrence of
reproductive diapause under short photophase (10 h) and under typical temperatures
of autumn (20°C) at southern South America; adults had immature reproductive
organs and high body lipid content. Two morphological characteristics were proved
to determine seasonal forms in the laboratory: body size in both sexes and coloration
of the pronotum band of the connexivum in females.

In this study the seasonal occurrence on different plant species and/or in
overwintering niches, sequence of colonized hosts, and the occurrence of
reproductive diapause and different seasonal forms of P. guildinii in the field were
investigated. This information is needed to determine the most important alternate
host plants in P. guildinii life history and to develop tactics to mitigate the impact of

this species on soybean.
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Material and Methods
Seasonal occurrence of adults and nymphs

During two years (May 2011 to April 2013) weekly samples were taken on
different plant species, which include cultivated legumes: alfalfa Medicago sativa
(L.), red clover Trifolium pratense (L.), birdsfoot trefoil Lotus corniculatus (L.)
(Leguminosae); shrubs: sweet pittosporum Pittosporum undulatum (Ventenat)
(Pittosporaceae) and privet trees Ligustrum lucidum (Aiton) (Oleaceae); and bamboo
Phylllostachys sp. (Poaceae). In addition, leaf litter of Eucalyptus sp. (Myrtaceae)
stand was sampled. Sampling sites were located in the South West of the Department
of Colonia in Uruguay (between 33° 55' and 34° 17' S, and between 57° 13' and 57°
46' W).

Different sampling methods were used according to the type of vegetation
(legume crops and perennial uncultivated plants). On forage legumes, two different
sampling methods were used. From the end of the winter (September) to the end of
the autumn (June) a 38 cm diameter sweep net (100 sweeps / crop was used).
Between June and September (winter time), when insects were not caught by sweep
net because they stayed on the soil surface, samplings consisted of counting the
number of insects in an area selected at random using a 1 m? iron frame. Ten
sampling units were taken in each crop. For each plant species five different sites
were sampled.

In the case of privet trees, bamboo and sweet pittosporum, weekly samples
were taken by shaken foliage plants over a 1 m® white cloth. Ten sampling units
were taken from each plant species. Eucalyptus litter was sampled using the iron
frame, in a similar way as described for the forage legumes.

Adults and nymphs of P. guildinii caught in each sampling were identified as
to their sampling site, date and plant species, and taken to the laboratory where they
were killed by freezing. For the seasonal occurrence study, Constance of presence
(C), % was calculated as following C = (N of samplings where insects were

present/N of total samplings for each situation (plant species and litter))*100.
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Seasonal morphological and physiological changes

After adults were killed, sexed and counted, individual digital pictures were
taken, and the body measurements were evaluated using the software Image Pro-
Express 5.1 (MediaCybernetics, Silver Spring, MD). The variables considered were:
body length, pronotum width, and length of lateral margin of the pronotum. Adult
body color was evaluated. Whereas, males did not show noticeable changes in the
body coloration, females may be characterized by the color of the pronotum band
and of the connexivum as proposed by Zerbino et al. (2014) (Fig. 1). The color of the
pronotum band varied from cream to purple. Females were typified as clear type
when the color of the pronotum band was either cream, yellow or orange; and as
dark type when they presented pink, red or purple band. The color of the

connexivum varied from clear (whitish-pink) to dark (blackish-pink).

a) Pronotum band
Clear Dark

»
r

ﬂ

L
Cream

b) Connexivum

Pink Pink-Black Purple

Fig. 1. Characterization of Piezodorus guildinii females by the color of a) pronotum

band, and b) connexivum
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After the morphometry assessment, females and males of each sampling
date were divided into two groups. In the first one, lipid content was evaluated
following Panizzi and Hirose (1995); insects were dried at 60 °C for 48 h, and dry
mass (DW) was recorded to the nearest 0.01 mg (Scientech SA 210). For lipid
extraction a Twisselman extractor (IVA Co., Argentine) with 6 extraction tubes was
used. Insects were individually identified with a unique number and placed in a
cotton cloth bag (3.0 x 4.0 cm). Six cotton bags were conditioned in each extraction
tube (7.5 x 3.0 cm); 250 mL of the extraction solvent (hexane) was added to a
volumetric flask and placed in the Twisselman extractor. The equipment was heated
to approximately 120 °C, after which the extraction process was continued for 2 h.
After that, each adult was placed back into the oven (60 °C) for 15 h and then
weighed once more to obtain its weight without lipid (TW). The following formula
was applied to obtain percentage of stored lipids: Lipid content (%) = (DW - TW) /
DW) x 100.

The second group of adults was dissected and the developmental stage of
adult reproductive organs was evaluated. Alcohol (70 %) was used to clean the
abdominal cavity of the insects to allow the best view of the reproductive organs.
Females were ranked according to Mourdo and Panizzi (2002) in one of three
categories: immature (ovaries with no differentiation or no development, and no
vitellary constriction), intermediate (ovaries with differentiation with visible
chambers, and vitellary constrictions with oocytes), and mature (ovaries totally
developed with oocytes well-developed). For males, the condition of the ectodermal
sac (collapsed or expanded) was evaluated according to Esquivel (2009). In addition,
testes were extracted from the abdominal cavity, a digital picture was taken and their
length was measured using the software Image Pro-Express 5.1; they were ranked as
developed or immature when values were >1.55 mm and <1.54 mm, respectively,
following Zerbino et al. (2014) who determine these ranges from a sample of 217

testes.
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Statistical Analysis

For each month means of all morphometric data (body length, pronotum width,
and length of the lateral margin of the pronotum), lipid content, and testes size, were
calculated and analyzed with general linear model (PROC GLM, SAS Institute,
version 9.2). The variance was homogeneous and there was no association between
means and variance. The models of morphometric and lipid data considered the
effect of year, month, and sex, and their related interactions. In the case of the testes
data, the effect of year and month was considered. Means were compared using
Tukey-Kramer honestly significant difference (HSD) test for significance (P< 0.05).
The percentages of females that displayed the pronotum band and connexivum type
clear or dark were analyzed using the generalized linear model with the binomial
distribution and the link function logit (PROC GENMOD, SAS Institute, version
9.2). The percentages of the females with different ovarian developmental stages
were also analyzed using this generalized linear model using a multinomial
distribution and the link function cumlogit. The percentages of males with different
developmental stage of testes and different conditions of the ectodermal sac were
analyzed using the generalized linear model with binomial distribution and the link
function logit. In all cases, the model considered the month and year as fixed effect.
The results are presented as the likelihood ratio statistics of the Chi-square

distribution.

Results
Seasonal occurrence of adults and nymphs

A total of 4,470 insects were collected, 50% of which were adults (2,246), and
both sexes were represented approximately half by half (1125 males and 1121
females). In the first year 1145 adults were collected, while in the second year 1101

adults were caught (Table 1).
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Table 1. Total number of adults and nymphs of Piezodorus guildinii collected at
different months during two years (2011-2013) at the south-western area of the

Department of Colonia in Uruguay

Year 1 Year 2

Months Males Females Nymphs Males Females Nymphs

Oct 17 20 0 30 35 0
Nov 28 20 6 21 25 1
Dec 21 25 32 21 46 4
Jan 150 122 1432 38 54 6
Feb 74 69 110 120 119 187
Mar 64 65 163 31 49 74
Apr 148 115 82 38 52 119
May 66 67 4 138 129 4
Jun 8 6 0 40 30 0

Jul 19 25 0 22 28 0
Aug 6 2 0 13 10 0
Sept 4 4 0 8 4 0
Total 605 540 1829 520 581 395

The seasonal occurrence of adults and nymphs on different plant species and in
overwintering niches is presented in Fig. 2. While on legumes both adults and
nymphs were intercepted, only adults were observed on shrubs, bamboo and

eucalyptus litter.
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Spring Summer Autumn Winter
OCT NOV DEC JAN FEB MAR APR MAY JUN JUL AUG SEP

Alfalfa Adults
Medicago sativa o ——— Nymphs

Birdsfoot trefoil
Lotus cornicufatus

Red clover
Trifelium pratense

Sweet pittosporum
Pittosporum undulatum

Privet trees
Ligustrum lucidum

Bamboo
Phyllostachys sp.

Litter Eucalyptus sp.

Fig. 2. Seasonal occurrence of adults and nymphs of Piezodorus guildinii on
different plant species and in overwintering niches at the south-western area of the
Department of Colonia in Uruguay. Dotted line represents occurrence in only one of

two years
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Table 2. Constance of presence (C), total number, percentage and period of maximal activity of adults and nymphs of Piezodorus

guildinii collected on different plants and overwintering niches during two years (2011-2013) at the south-western area of the

Department of Colonia in Uruguay

Adults Nymphs
Plants/ C (%)’ Peak of presence * Peak of presence
overwintering niches Total Yo P Total Yo P

(months) (months)

Alfalfa . .
Medicago sativa 55.2 1624 72.3 Jan-Feb; Apr-May 2073 93.2  Jan-Feb; Mar-Apr
Birdsfoot trefoil 30.8 193 8.6 Feb; Apr 107 48  Jan-Feb; Mar-Apr
Lotus corniculatus
Red clover
Trifolium pratense 27.3 145 6.4 Jan-Feb; Apr-May 44 2.0 Jan-Feb; Apr
Sweet pittosporum 28.6 143 6.4 Apr - -
Pittosporum undulatum
Privet trees 18.4 55 2.4 Apr - -
Ligustrum lucidum
Bamboo 20.4 27 1.2 May-Jun - -
Phyllostachys sp.
Litter Eucalyptus sp. 29.0 59 2.6 Jul - -
Total 2246 100 2224 100

'C (%) = (N of samplings where insects were collected/N of total samplings) * 100; * Period of maximal caught
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On alfalfa, P. guildinii adults were observed during 11 months, from the end of
winter (September) to the beginning of the following winter (July), while nymphs
were present from the middle of spring (November) to the middle of autumn (May)
(Fig. 2). For this plant species, the Constance of presence and the total number of
adults and nymphs caught were higher in comparison with other plants species or in
overwintering niches (Table 2). Adults of P. guildinii on birdsfoot trefoil were
observed during 10 months, from the beginning of spring (October) to the beginning
of the winter (July), and nymphs were present from the end of spring (December) to
early autumn (April) (Fig. 2). On red clover, adults were observed during 9 months,
from early spring (October) to late autumn (June), while nymphs were recorded in a
short period of time, from end of spring (December) to early autumn (April) (Fig. 2).
The Constance of presence on birdsfoot trefoil and red clover were similar (Table 2).

For forage legumes, two periods were recorded in which the caught of adults
and nymphs was maximal. In alfalfa, the first peak was higher than (data not shown),
but in the other forage legumes (birdsfoot trefoil and red clover) no differences were
observed. For the three species, the moments of maximum caught were similar
(Table 2).

Adults of P. guildinii on shrubs (sweet pittosporum and privet trees) had a
similar seasonal occurrence and moment of maximum caught; they were observed
between the end of summer and the beginning of spring (March to October) (Fig. 2),
and the maximum caught was recorded in April (Table 2). However, the percentage
of constancy and the number of adults collected were different; they were higher in
sweet pittosporum than on privet trees (Fig. 2, Table 2). In the other hand, on
bamboo, adults began to be observed a month later than on shrubs (May), and they
were collected until the beginning of spring (October) (Fig. 2). The peak of caught
was recorded in May-June (Table 2). The lowest number of adults was collected on
privet showing the lowest percentage of constancy.

On leaf litter of eucalyptus, adults were observed in autumn and winter, from
April through September (Fig. 2). The maximum caught was recorded in July (Table
2). The percentage of constancy was similar to that in birdfoot trefoil, red clover, and

sweet pittosporum (Table 2).
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Seasonal morphological and physiological changes
Size and coloration of the body

Morphometric characteristics varied significantly from month to month (body
length F,, ,; = 8.37, P < 0.0001; pronotum width F,, ,; = 4.48, P = 0.0012; lateral
margin pronotum length F,; ,;= 5.37, P = 0.0003 ) and of sex (body length F, ,; =
64.02, P < 0.0001; pronotum width F, ;3 = 24.01, P < 0.0001; lateral margin
pronotum length F, ,;= 16.08, P = 0.0005). There was no significant effect of year
(body length F, ,;=0.05, P = 0.8552; pronotum width F, ,;= 0.3, P = 0.5925; lateral
margin pronotum length F, ,;=0.00, P = 0.9762); and the interaction month*sex was
not significant (body length F,, ,;=1.27, P =0. 2993; pronotum width F,, ,;=0.70, P
= 0.7276; lateral margin pronotum length F;, ,;=0.59, P = 0.8146).

In Table 3, morphometric characteristics are presented for different months.
Adults collected in mid-summer (February) had significantly longer body length
than those caught in autumn (April to June), winter (July to September) or during
two months of spring (October and November). Adults intercepted in late spring
(December) had an intermediate body length. The pronotum width of adults
collected in February was larger than those obtained in May/June; the lateral margin
length of adults collected in February was larger than those obtained in May/July.
Females had larger body size than males irrespective of season (mm + SE) (body
length 10.51 + 0.07 vs. 10.12 £ 0.04; pronotum width 5.44 + 0.03 vs. 5.24 £ 0.04;
lateral margin pronotum length 2.15 + 0.02 vs. 2.08 = 0.01).
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Table 3. Mean monthly sunlight duration, size of adults and testes of males of

Piezodorus guildini (X +SE) field-collected at different months during two years

(2011-2013) at the south-western area of the Department of Colonia in Uruguay

Month  Sunlight Body Pronotum  Lateral margin Testes
duration length width pronotum length
(h) (mm) (mm) length (mm)
(mm)
Oct 12.98 10.23+0.14cd  5.30+£0.07abc 2.10+0.02abcd 1.68+0.03ab
Nov 13.94 10.284+0.12bcd  5.30+0.04abc 2.10+0.02abcd 1.76+0.00a
Dec 14.43 10.35+0.19abcd 5.39+0.08ab  2.16+0.04abc  1.77+0.06a
Jan 14.16 10.69+0.19ab  5.50+0.10ab  2.21+0.05ab 1.81+0.05a
Feb 13.32 10.744+0.19a 5.5540.08a  2.24 +0.04a 1.82+0.04a
Mar 12.28 10.544+0.16abc  5.49+0.06ab  2.19+0.04ab 1.77+£0.07a
Apr 11.20 10.27+0.12bcd  5.35+0.05abc  2.11+0.02abed  1.58+0.06bc
May 10.31 10.03+0.08d 5.19+£0.04bc  2.024+0.02cd 1.49+0.03dc
Jun 9.87 9.96+0.14d 5.01 £0.18¢c  1.99 +0.04d 1.35+0.04d
Jul 10.09 10.30+0.12bcd  5.33+0.07abc  2.05+0.03 bed  1.39+0.00d
Aug 10.87 10.11+0.07d 5.32+0.04abc 2.09+0.0labcd 1.41+0.05d
Sept 11.90 10.27+0.09bcd  5.33+0.08abc 2.11+0.06abed 1.46+0.21dc

"Means followed by the same letter in each column do not differ significantly

(P<0.05) using Tukey’s HSD. Total number of adults evaluated varied from 953
(478%/478 &) (in summer) to 123 (589 / 6573) (in winter)

In contrast to females, males did not show detectable changes in the body

coloration. The analyses of the data for the color of the pronotum band of females

indicated that while month had a significant effect (;’ = 528.79, P < 0.0001), year

did not (° ,=0.55, P=0.4686). From the end of autumn and during winter (June to

September), more than 80% of females had clear pronotum band, while from mid-

spring to mid-summer (November to February) more than 90% of females showed
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dark pronotum band (Fig. 3a). In addition, the proportions of females with different
connexivum color varied with month (y° ., = 633.94, P <0.0001), and the effect of
year was not significant (i’ = 0.32, P=0.5688). These results were similar to those
obtained for pronotum band: the high percentage of females with clear connexivum
(> 85%) was observed at the end of autumn (June) and during winter (July to

September), while most of the females (> 90%) collected from mid-spring to mid-

summer (November to February) had a dark connexivum (Fig. 3b).
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Fig. 3. Proportion of Piezodorus guildinii females of clear and dark types of
pronotum band (a) and connexivum (b) in different months. Proportions followed by
the same letters are not significantly different (P< 0.05) based on likelihood ratio

analysis. "Number of females evaluated in each month
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Lipid content

Adult body lipid content of P. guildinii varied significantly from month to
month (F,; ;= 37.63, P <0.0001), whereas differences between sexes (F, ;= 1.54, P
= 0.2272) and year (F, ,; = 0.35, P = 0.5577) were not significant. There was no
interaction month*sex (F,, »; = 0.34, P = 0.9675). Adults caught during autumn and
winter (April to September) showed significantly higher lipid content than those
collected in spring-summer (October to February) (Fig. 4).

50 -

40
ab
30
% be
Lipids £
] d
20 P [
cd

Oct |Nov | Dic | Jan | Feb | Mar | Apr |May | Jun | Jul | Aug | Sep
50*| 47 | 58 | 187|196 (100 (172|202 | 42 | 44 | 18 | 10

Spring Summer Autumn Winter

Fig. 4. Seasonal changes of lipid content (%) of Piezodorus guildini adults (both
sexes) (X £ SE).Means followed by the same letter do not differ significantly
(P<0.05) using Tukey’s HSD. "Number of adults evaluated in each month

Degree of development of reproductive organs

. . . 2
The degree of development of the ovaries changed significantly with month (*
=455.96, P < 0.0001), and the effect of the year was not significant (){21 =0.11, P=

0.7426). According to the proportions of females with different levels of ovary

development, months were statistically separated into three groups (Fig. 5). In group
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one (April to September, autumn to winter), when the photophase was < 11 h, a high
proportion (> 80%) of females had immature ovaries. Group two (November to
February, spring to summer), when the photophase was > 13 h, a high proportion (>
80%) of females had developed ovaries; during December and January, 0% of
females showed immature ovaries. Group three (October, early spring, and March,
late summer), when the photophase varied between 12 and 13 h, about 50% of

females had developed ovaries.
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Fig. 5. Seasonal changes of the proportion of Piezodorus guildinii females with
ovaries with different degree of development. Proportions followed by the same
letters are not significantly different (P< 0.05) based on likelihood ratio analysis.
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The testes length varied with the month (F,, ;,=51.72, P < 0.0001), and the
effect of the year was not significant (F, ,,= 1.54, P =0.2272). Results indicated that
males intercepted from November to March (middle spring and summer) had testes
significantly larger than those caught from May to September (middle autumn and
winter). Males collected in October and April (early spring and autumn, respectively)

had an intermediate testes size (Table 3). Similar results were found for the
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proportions of the testes development ranking (month y° = 225.09, P <0.0001; year
P , = 0.0, P = 0.9503). From the middle of the autumn to late winter (May to

September), when the length of photophase is < 12 h, most of males (> 70%) had
immature testes, while during spring and summer (October to March), when day
light is > 12 h, a high proportion of males (> 85%) had developed testes (Fig. 6a).

The condition of the ectodermal sac also varied as a function of the month ()(211 =
274.26, P < 0.0001), and the effect of the year was not significant (;(21 =0.76, P =
0.3832). From May (mid-autumn) to August (mid-winter) 75% of males had

ectodermal sac collapsed, while from November (mid-spring) to February (mid-

summer) > 80% of males had ectodermal sac expanded; the highest value was

recorded in February (95%) (Fig. 6b).

Discussion

Results of these studies demonstrated that environmental factors, particularly
photoperiod, temperature and food availability, are the main factors regulating the
seasonal occurrence of P. guildinii. In late summer and early autumn, when soybean
is harvested, adults may disperse to forage legumes or move to perennial plants,
which are probably used as shelter but not for overwintering. In late autumn, adults
look for overwintering sites, like eucalyptus litter, where they remain until the next
spring when they move to forage legumes again. Fraga and Ochoa (1972) and
Ferreira and Panizzi (1982) mentioned that adult P. guildinii were found during
winter under the bark of trees or other objects that offered protection. From late
autumn to early spring (June to October), nymphs were not observed anywhere, what
indicate that adults emerged from nymphs that reached adulthood in autumn do not
start reproduction until the following spring. Results obtained in the laboratory
(Zerbino et al. 2013, 2014) established that under short photophase (10 h) and 20 °C,
similar to the autumn conditions, adults did not reproduce. Therefore, adults of P.
guildinii overwinter in diapause during autumn and winter, similar to the great
majority of stink bugs (Saulich and Musolin 2012).

Considering the seasonal occurrence of P. guildinii on alfalfa, in which adults
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were collected for almost the entire year, and the highest Constance of presence and
number of adults and nymphs caught on different crops, alfalfa appears to be the
preferred host plant and the main host prior to and after soybean infestation (Fraga
and Ochoa 1972; Panizzi and Slansky 1985a). Adults in alfalfa fields were found
from early spring until the end of autumn, and the greatest abundance was during
late summer and early autumn, as also reported by Fraga and Ochoa (1972). August
was the only month in which adults were not observed on this plant. Massoni and
Frana (2005) suggested that adults observed on alfalfa during the end of winter and
the beginning of spring (September and October), are winter survivors.

Although the period of year in which the number of adults of P. guildinii on sweet
pittosporum and privet trees was similar, the higher constancy on sweet pittosporum
suggests that adults preferred sweet pittosporum as an alternative plant. Panizzi and
Grazia (2001) reported that P. guildinii occurred in small number on privet trees.
The major caught of adult populations on sweet pittosporum, on privet trees and on
bamboo during April and May was probably due to dispersion of bugs from areas
where soybean was harvested to any available host (Panizzi and Grazia, 2001). In
the different surveys that reported the presence of P. guildinii on different plant
species belonging to several families (Ferreira and Panizzi 1982; Panizzi and
Slansky 1985a; Costa et al. 1995; Bunde et al. 2010; Garlet et al. 2010), sweet
pittosporum and bamboo were not mentioned.

The two periods with highest recorded caught on forage legumes indicate that
at latitude between 33° 55' S and 34° 17' S during spring-summer, at least two
generations of P. guildinii may occur. This is supported by the results obtained by
Zerbino et al. (2013) in the laboratory when studied the P.guildinii biology under
similar summer conditions (14 h of photophase and 25 °C), which showed that the
time from eggs to adult death was approximately 63 days.

Piezodorus guildinii adults collected in different seasons showed differences in
physiology and morphology. Adults collected in spring-summer and autumn-winter
differed in body size, lipid content, degree development of the reproductive organs
and (particularly females) in the color of the pronotum band and connexivum.

In autumn and winter, when the photophase is < 12 h and temperature decreases,
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adults displayed particular traits, all of which indicate reproductive diapause. During
autumn and winter a high proportion of females and males showed immature
reproductive organs, confirming the results obtained in the laboratory by Zerbino et
al. (2014), who demonstrated that the decrease in photophase and temperature
prevents maturation of ovaries and testes by inducing reproductive diapause. The
proportions of females and males with immature reproductive organs in
autumn/winter months (April to September) suggest that diapause in males
terminates earlier and/or it is less intense than that of females. Therefore, males are
physiologically ready to start reproduction earlier in the season than females. Studies
with different species of pentatomids showed that reproductive diapause is often
induced by a photoperiod of about 12 h or less in many species (Ali and Ewiess
1977; Albuquerque 1993; Hodek and Hodkova 1993; Kobayashi and Numata 1995;
Nakamura and Numata 1997; Mourao and Panizzi 2002; Chocorosqui and Panizzi
2003; Musolin and Numata 2003; Niva and Takeda 2003).

When adults of P. guildinii had immature reproductive organs, the body lipid
content in both sexes was higher than in spring and summer. Zerbino et al. (2014) in
laboratory studies demonstrated that lipid accumulation was more pronounced in
adults raised at 10 h photophase and 20 °C, than for those reared at a 14 h
photophase at 25 °C, whose levels of lipid storage remained approximately at the
same level during the whole adult life. Building up of lipid reserves is one of the
most consistent features of insect entering diapause (Danks 1987; Ito 1985;
Chocorosqui and Panizzi 2003), which enhances surviving and longevity under
adverse conditions (Ito 1985; Panizzi and Hirose 1995).

At the same time when diapausing adults accumulate lipids, the structure of both
external and internal systems may be modified, which often results in changes in
color or size (Danks 1987). The maximum body size of adults was recorded during
summer, and then it began to decrease gradually reaching the minimum size in late
autumn. Zerbino et al. (2014) in the laboratory found that adult body size was under
photoperiod control.

Few studies had been found that assessed the effects of abiotic factors on the

size or shape of pentatomids. In species with shoulder spines, such as Euchistus
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servus (Say), Oebalus poecilus (Dallas), E. heros (Fabr.), and Dichelops melacanthus
(Dallas), the size and shape of the spines were affected by photoperiod (McPherson
1974; Alburquerque 1993; Mourdo and Panizzi 2002; Chocorosqui and Panizzi
2003). Niva and Takeda (2003) showed for Halyomorpha halys (Stal) that under a
short photophase the head and pronotum widths were significantly reduced.
Nakamura (2002) reported that Dolycoris baccarum (L.) adults reared at 25 °C under
long photoperiod conditions (16:8 h L:D) were larger than those raised under a short
photoperiod (12:12 h L:D). Moreover, Musolin et al. (2010) determined that M.
viridula adults were larger under naturally decreasing photoperiod and temperature
when they had a longer developmental time.

Multiple environmental factors such as food, temperature, season length,

photoperiod and humidity, affect body size producing recurrent patterns
(Blanckenhorn 2009). In general, small body sizes are produced in unfavorable
environment. Temperature is an exception, because low temperatures reduce growth
but nevertheless result in larger body size (Danks 1987, Blankenhorn 2009).
Photoperiod may override the effect of temperature (Atkinson 1994).
Body size is one of the most important life-history traits because it is correlated with
numerous physiological and fitness traits, such as fecundity and survivorship (Danks
1987; Hon€k 1993; Nylin and Gotthard 1998). Results obtained in this study indicate
that body size of P. guildinii may be associated with reproductive performance
(Zerbino et al., 2013, 2014).

On the other hand, in late summer, when the proportion of females with
immature reproductive organs began to raise, there was a substantial increase in the
percentage of females that had clear pronotum band and clear connexivum, reaching
values of 100% in winter (August and September). Takeda et al. (2010) determine
that N. viridula started to change of body colour in the beginning of autumn, and the
proportion of dark individuals peaked at the end of this season. The results obtained
may indicate that the color changes are regulated by day light length and are
correlated with the physiological state of the individuals (Musolin and Numata 2003;
Musolin et al. 2007). Musolin (2012) reported that colour change in N. viridula adult

is strongly associated with gonadal development. Changes in colour in diapause
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individuals may result from different pigmentation (Danks 1987). Several works with
different species of pentatomids established that color changes are related to diapause
in general; the main trend in seasonal coloration change is the prevalence of dull
texture of the integuments in overwintering insects. This makes them less
conspicuous, providing passive protection from predators (Saulich and Musolin
2012).

The results obtained in these studies elucidate the seasonal occurrence year
around and the main host plants and overwintering niches of P. guildinii in southern
South America. Results demonstrated the existence of different seasonal forms and
also showed that adults remain in diapause during autumn and winter. The diapause
associated traits found in field-collected adults confirmed results previously obtained
in the laboratory (Zerbino et al. 2014). Alfalfa appears to be the preferred host of
Redbanded stink bug and is a breeding host prior to soybean infestation. Therefore,
the management of P. guildinii population during spring on alfalfa may reduce the

impact of this stink bug to the following crops, e.g., soybean.
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