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Resumen

Se estudio la dispersion de adultos de Piezodorus guildinii entre cultivos adyacentes de soja y alfalfa. Desde el inicio de la
formacion de vainas de la soja (R3) hasta semilla completamente desarrollada (R6), se aplicaron semanalmente en cada
cultivo proteinas marcadoras (alfalfa = caseina bovina, soja = proteina de soja). En ambos cultivos se establecieron dos
transectos separados por 12 m, con siete puntos de muestreo cada 7,5 m. Los insectos fueron colectados con red
entomoldgica en las 48 horas posteriores a cada aplicacion. Luego se realizaron inmunoensayos ELISA indirectos. En total
se colectaron 464 adultos de P, guildinii, 166 en soja y 298 en alfalfa. EI 72,41 % fueron positivos al menos para una proteina.
La eficiencia de marcado fue 53,61y 89,10 % para caseina bovina y proteina de soja, respectivamente. Los insectos se
movieron de manera unidireccional y bidireccional entre los cultivos. Los movimientos unidireccionales predominantes
fueron desde la soja, lo que sugiere que la presencia de un cultivo de alfalfa sin cortes cerca del cultivo de soja reduce la
colonizacion de P, guildinii en este ultimo cultivo. La distancia de dispersion varié entre 2,5 y 47,5 metros; con una media de
17,4 metros. Los resultados indican que la técnica de inmunomarcado de adultos de P, guildinii es util para conocer cdmo
este insecto usa parches adyacentes de habitat, lo que contribuira a disefiar estrategias de manejo de plagas.
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Dispersion of Piezodorus guildinii Adults (Hemiptera: Pentatomidae)
between Soybean and Alfalfa Crops

Summary

We studied the dispersion of Piezodorus guildinii adults between adjacent soybean and alfalfa fields. From the beginning of
soybean pod formation (R3) until fully developed seed (R6), marker proteins (alfalfa = bovine casein, soybean = soy protein)
were applied weekly in each crop. In both crops, two transects were established separated by 12 m between each other, with
seven sampling points established at every 7.5 m. Stink bugs were collected using a sweep net in the 48 hours after each
application of protein markers. Immunoassays were performed using ELISA. In total, 464 adults of P, guildinii were collected,
166 from soybean and 298 from alfalfa. Seventy two point four per cent were positive for at least one of the proteins. The
marking efficiency was 53.6 and 89.1 % for bovine casein and soy protein, respectively. Stink bugs moved unidirectionally
and bidirectionally between crops. Predominant unidirectional movements were from soybean, suggesting that uncut alfalfa
near the soybean crop during the reproductive period of soybean reduces the colonization of P, guildiniiin the latter crop.
Dispersion distances ranged from 2.5 to 47.5 m, with an average of 17.4 m. The results indicate that the immunomarking
technique of P, guildinii adults may be used to learn how populations use adjacent patches of habitat and to design farmscape
pest management strategies.

Keywords: red-banded stinkbug, movement between crops, immunomarking technique



Introduccion

En Uruguay, aligual que en otros paises de la region, el
complejo de hemipteros fitéfagos (Hemiptera: Pentatomi-
dae) es un grupo de insectos que tiene potencial de causar
importantes pérdidas econdmicas en el cultivo de soja, Gly-
cine max L (Fabales: Fabaceae) (Panizzi et al., 2000; Pa-
nizzi, 1997). Las principales especies que colonizan este
cultivo son Dichelops furcatus (Fabricius), Edessa medi-
tabunda (Fabricius), Nezara viridula (Linnaeus) y Piezo-
dorus guildinii (Westwood). De todas ellas, P. guildinii se
destaca particularmente, porque es la mas abundante y la
que causa los mayores dafios en la superficie y profundi-
dad de los granos (Zerbino, Altier y Panizzi, 2016; Depieri y
Panizzi, 2011; Ribeiro y Castiglioni, 2009; Ribeiro et al., 2009;
Zerbino y Alzugaray, 2003,1994).

Piezodorus guildinii al igual que otros hemipteros fitéfagos
que se alimentan de semillas, coloniza distintas especies
vegetales segun su fenologia. Recientemente en Uruguay
se determiné que la alfalfa, Medicago sativa L. (Fabales:
Fabaceae) es la principal planta huésped alternativa, la cual
es colonizada antes y después del cultivo de soja. Por lo
tanto, el desarrollo de tacticas de manejo a aplicar durante la
primavera en alfalfa, podria interferir en el desarrollo de la
poblacion que posteriormente coloniza la soja (Miguel, 2017;
Zerbino, Altier y Panizzi, 2016, 2015). Para ello es necesa-
rio conocer los patrones de movimiento de los insectos
entre ambos cultivos, asi como el momento y la manera en
que se producen los mismos (Huang, 2012; Panizziy Pa-
rra, 2009; Panizzi, 1997; Zerbino, Altier y Panizzi, 2015).

Para el estudio del movimiento de los insectos son
utilizadas técnicas de marcacion que consisten en la mar-
ca-liberacion-recaptura o en la marca y captura (inmuno-
marcado). Los métodos de marca-liberacion-recaptura de
insectos tienen importantes limitaciones, que pueden con-
ducir a conclusiones equivocadas. Se basan en liberary
recapturar insectos marcados en un nimero limitado de
sitios (Pilkay, 2013; Hagler y Jackson, 2001; Reynolds et
al., 1997) y en general las marcas son aplicadas a indivi-
duos que se crian en el laboratorio (Huang y Toews, 2012;
Haglery Jones, 2010; Boina etal., 2009; Tillman et al., 2009;
Jones etal., 2006; Hagler y Jackson, 2001, 1998; DeGrandi-
Hoffman y Hagler, 2000; Hagler, 1997; Hagler etal., 1992).

Estas restricciones fueron superadas por la técnica del
inmunomarcado, que consiste en aplicar una proteina a un
cultivo, la cual marca a los insectos por contacto o poste-
riormente por contaminacion cuando se desplazan sobre
las superficies marcadas. Las marcas de proteina de los

insectos recolectados son identificadas mediante un ensa-
yo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) (Blaauw,
Jones y Nielsen, 2016; Jones et al., 2006; Hagler y Jack-
son, 1998; Hagler, 1997; Hagler et al., 1992). Las alteracio-
nes que este método puede causar en el movimiento natu-
ral de los insectos y en su dispersion en el espacio y el
tiempo son insignificantes. En la actualidad, este es el méto-
do que tiene menos sesgo y que permite determinar con
mayor precision el movimiento de los insectos entre las
diferentes especies vegetales (Jones et al., 2006). Otras
ventajas son que permite el uso simultaneo de distintas pro-
teinas, por lo que es posible estudiar el movimiento inter o
entre areas, y que la técnica de ELISA se caracteriza por
ser sencilla, sensible, de bajo costo y permitir el analisis
simultdneo de un importante nimero de muestras (Blaauw,
Jones y Nielsen, 2016; Bastola et al., 2014; Hagler et al.,
2014; Sanders y Carpenter, 2014; Huang, 2012; Hagler y
Jones, 2010; Horton, Jones y Unruh, 2009; Jones et al.,
2006; Hagler y Miller, 2002; Hagler y Jackson, 2001). El
inmunomarcado fue utilizado de manera eficiente en el estu-
dio del movimiento de varios grupos de insectos, entre los
que se incluyen diferentes especies de hemipteros fitofagos
en diversos cultivos (Blaauw, Jones y Nielsen, 2016; Bas-
tolaetal., 2014; Hagler et al., 2014; Sanders y Carpenter,
2014; Huang, 2012; Irvin, Hagker y Hoodle, 2012; Hagler y
Jones, 2010; Boina et al., 2009; Horton, Jones y Unruh,
2009; Shrestha et al., 2009; Jones et al., 2006; Hagler y
Miller, 2002; DeGrandi- Hoffman y Hagler, 2000; Hagler et
al., 1992).

Los estudios de ocurrencia estacional de P, guildinii rea-
lizados en el noroeste y suroeste de Uruguay (Miguel, 2017;
Zerbino, Altier y Panizzi, 2015) sugieren que este insecto se
dispersa entre cultivos de soja y alfalfa de acuerdo a la
fenologia, sin embargo estos estudios carecen de la eva-
luacién cuanti o cualitativa del movimiento que realiza este
insecto. El objetivo del este trabajo fue estudiar la dispersién
local de P, guildinii entre cultivos de soja y alfalfa mediante la
técnica de inmunomarcado.

Materiales y métodos

Area experimental

El experimento fue realizado en la Estacion Experimen-
tal INIA- La Estanzuela, Colonia (34° 20'18” S, 57° 41'25”
O) durante 2014/15. En dos parcelas de 45 por 36 m (1620
m?) separadas entre si por 2,5 m, se sembraron un cultivo
de alfalfa (CV Chana) en setiembre y un cultivo de soja
(CV NA5909) en diciembre. El manejo de fertilizacion y



herbicidas realizado en ambos cultivos fue el recomenda-
do, y en ninguno de ellos se aplicd insecticidas. La alfalfa
permanecid sin cortes durante el periodo de estudio.

Aplicacion de proteinas

Entre los estados fenoldgicos de la soja, inicio de forma-
cion de vainas (R3) y semilla completamente desarrollada
(R6) (segUin escala fenoldgica de Fehretal., 1971), en seis
momentos (9, 16, 22 y 29 de marzo; 7 y 15 de abril) se
aplicaron las proteinas marcadoras en los cultivos.

Las proteinas utilizadas como antigenos fueron leche de
soja en polvo (diluida al 10 % en agua) y leche bovina en
polvo (diluida al 20 % en agua), las cuales fueron aplicadas
sobre la soja y la alfalfa, respectivamente. La aplicacion fue
realizada con una pulverizadora de mochila de presion cons-
tante (CO,) con una barra de aplicacion de seis boquillas
tipo abanico, con angulo de 110°, separadas 50 cm entre
si. Luego de la aplicacidn de cada proteina, el equipo de
aplicacion fue lavado durante tres minutos, a efectos de
evitar la contaminacién entre proteinas. No se registraron
precipitaciones entre el momento de aplicacion de las pro-
teinas y la colecta de los insectos durante las seis semanas
de ejecucion del experimento.

Colecta de insectos

En cada cultivo se establecieron dos transectos
separados por 12 metros entre si, y en cada uno de
ellos se identificaron siete puntos de muestreo con es-

tacas (0-7,5-15-22,5-30-37,5-45m) (Figura 1). Enlas 24 y
48 horas posteriores a la aplicacién de las proteinas se
realizo la colecta de adultos con red entomoldgica, para lo
que se hicieron 20 redadas alrededor de la estaca de cada
punto de muestreo. Los adultos fueron colocados indivi-
dualmente en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml con la
respectiva identificacidn de procedencia (cultivo, transecto,
punto de muestreo y fecha de colecta), para ser conserva-
dos a-20 °C hasta el momento de realizar los analisis de la
determinacion de las proteinas.

En la colecta de los adultos en cada cultivo se utilizaron
redes entomoldgicas distintas, de modo de impedir la con-
taminacion cruzada entre proteinas. Al finalizar los mues-
treos de cada aplicacion, las redes fueron lavadas tres ve-
ces con aguay jabon.

ELISA

Los inmunoensayos se realizaron como ELISA indirec-
tos (Crowther, 2001) seguin la metodologia desarrollada por
Jones et al. (2006). En la determinacién del control negativo
se utilizaron insectos procedentes de la colonia de cria del
Laboratorio de Entomologia de la Estacion Experimental
INIA-La Estanzuela, a los que se agrego la solucion del
buffer de extraccion. Para las determinaciones de blancos
s6lo fue utilizado el buffer de extraccion.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron conejo anti-
soja (R45254, R-Biopharm) diluido (1:4000) en Starting-
Block (37538, Pierce Biotechnology) para leche de soja'y
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Figura 1. Diagrama de la instalacion de parcelas de soja y alfalfa para estudiar la dispersion de Piezodorus guildinii ente los

cultivos en diferentes distancias (m)



conejo anti-caseina bovina (ab166596, Abcam) diluido
(1:500) en PBS + 20 % suero bovino (A9647, Sigma-
Aldrich) para la leche bovina. En ambos protocolos, como
anticuerpo secundario se utilizé burro anti-conejo IgG (H+L)
(31458, Pierce Biotechnology) diluido (1:8000) en Starting-
Block.

Enlos tubos de microcentrifuga que contenian los insec-
tos colectados, se agreg6 1 ml de buffer de extraccion [agua
destilada con Tris-solucion salina tamponada (TBS, pH 8,0)
y 0,3 g/L de sodio etilendiamina tetra acetato (EDTA)], y se
agitaron en vértex durante un minuto. Inmediatamente en
los pocillos individuales de una placa de microtitulacion (96
pocillos) se dispensd una alicuota de 80 ul del sobrenadan-
te y se incub6 durante dos horas a 37 °C.

En el caso de proteina de leche de soja, los pocillos se
lavaron tres veces con 300 ul de PBS +2,3 gllitro de sulfato
dodecyl de sodio (SDS) (PBS-SDS), seguido por dos veces
de 300 pl de PBS. Acontinuacion, en cada pocillo se agrega-
ron 300 ul de StartingBlock (37538, Pierce Biotechnology).
Cuando el antigeno fue leche bovina, los pocillos se lavaron
cinco veces con 300 pl de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) + 0,09 % de Triton-X100 (PBST), y luego se
afiadieron 300 pl de PBS + 10 % ethanolamina. En ambos
casos las placas se incubaron durante una horaa 37 °C.

Posteriormente, las placas de los dos antigenos se lava-
ron una vez con 300 il de PBST por pocillo y se agregaron
80 pl del anticuerpo primario correspondiente, y fueron in-
cubadas nuevamente. En el caso de la leche de soja, la
misma se realiz6 durante 30 minutos a 37 °C, mientras que
para la leche bovina se efectud durante la noche a4 °C.
Luego, los anticuerpos fueron descartados y las placas se
lavaron cinco veces con PBST a razén de 300 pl por
pocillo. Acontinuacion, se agregaron 80 pl de la dilucién del
anticuerpo secundario y durante dos horas se incubaron a
37 °C. Después de descartar el anticuerpo secundario,
cada pocillo de las placas se lavo tres veces con 300 ul de
PBS-SDS y a continuacion dos veces con 300 ml de PBS.
Seguidamente, se agregaron 80 ul de TMB (ImmunoPu-
re, kit de sustrato TMB Ultra 34028, Pierce Biotechnology)
acada pocillo.

Finalizado este proceso, las placas con proteina de soja
y de leche bovina fueron incubadas en oscuridad a tempe-
ratura ambiente durante 10 y 30 minutos, respectivamente.
Para detener la reaccion colorimétrica, posteriormente se
agregaron 80 ul de H,SO, 2N en cada pocillo. La densidad
dptica (DO) de cada pocillo se midi6 con un lector de placas
de doble longitud de onda a 450 nm usando 490 nm como
patron de referencia (Termo Scientific Multiskan GO Micro-

plate Spectrophotometer). Todas las lecturas se corrigieron
en funcién del valor del buffer de extraccion (TBS + EDTA)
(blanco). Cuando el valor de DO detectado fue mayor que el
doble del control negativo, ese ejemplar fue considerado
positivo para la proteina analizada.

Analisis de datos

A efectos de determinar el movimiento entre los cultivos,
los adultos de P, guildinii colectados se tipificaron en cuatro
categorias de acuerdo a las marcas detectadas: (l) resi-
dentes, aquellos marcados con la proteina aplicada en el
cultivo donde fueron colectados. (Il) inmigrantes con una
marca de proteina diferente a la proteina aplicada en el
cultivo donde se colectaron, que indica que se trasladaron
de una cultivo a otro, (lIl) inmigrantes con dos marcas de
proteinas, este grupo esta integrado por aquellos que reali-
zaron movimientos entre ambos cultivos (ida y vuelta), y
los que fueron marcados durante la aplicacion de la proteina
y se trasladaron al otro cultivo y se marcaron con la proteina
aplicada en este Ultimo (1V) sin marca, que incluye a los
insectos que la técnica no detectd marca ya sea porque fue
muy débil o porque no estaban marcados.

El analisis de los valores medios de colecta de las cua-
tro categorias se realizd mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis, dado que son variables discretas, que tu-
vieron varianza heterogénea y se encontré asociacion en-
tre la media y la varianza. Cada momento de aplicacion de
las proteinas se considerd como repeticion. El software uti-
lizado en todos los analisis estadisticos fue InfoStat con in-
terfaz con el software R.

Fue calculada la eficiencia de marcado (EfM) de las
proteinas, que es el cociente entre el nimero total de insec-
tos marcados con la proteina especifica aplicada en ese
cultivo (tMpe) (incluye residentes e inmigrantes con una'y
dos marcas), y la suma del total de insectos colectados en
ese cultivo [tC (cultivo)] mas los insectos inmigrantes en el
otro cultivo [InMpe (otro cultivo)] (incluye inmigrantes con
unay dos marcas). Por ejemplo, para la proteina aplicada
en alfalfa este calculo seria: tMleche de vaca (total de mar-
cados con leche de vaca)/ ([alfalfa (total colectado en alfalfa)
+ InMleche de vaca (individuos marcados con proteina de
leche de vaca colectados en la soja]. La comparacion de la
eficiencia media de marcado (EfmM) de las proteinas se
realizd mediante una prueba t (Proc TTES, SAS Institute,
version 9.2), donde la EfM de cada aplicacion fue conside-
rada una repeticion.

Elandlisis del efecto de los cultivos y de la fenologia de la
soja en la colecta de las cuatro categorias se realiz6



mediante modelos lineales generalizados (PROC Genmod,
SAS Institute, version 9.2). La separacion de medias se
realiz6 con una prueba de LSD con o = 0,05.

En el estudio de la dispersion sélo fueron considerados
los adultos inmigrantes con una sola marca de proteina. La
distancia minima de dispersion fue la variable considerada
para el analisis. Esta es |a distancia que existe entre el punto
cero del cultivo donde el insecto obtuvo la marca (Figura 1)
y ellugar de colecta en el otro cultivo. Aefectos de determi-
nar si la fenologia de la soja tuvo efectos en la distancia
minima de dispersidn, se realizd un analisis con modelos
lineales generales (PROC GLM, SAS Institute, version 9.2).
El disefio experimental fue de bloques al azar y cada tran-
secto fue considerado una repeticion. Los valores de
distancia fueron transformados a logaritmo a efectos de
corregir la heterogeneidad de la varianza. Las medias se
compararon utilizando la prueba de Tukey-Kramer Hones-
tamente Significativa (HSD) (P <0,05).

Resultados

Durante las seis semanas de estudio fueron colectados
464 adultos de P, guildinii, de los cuales 298 provenian de

la alfalfay 166 de la soja. En promedio en cada muestreo el
numero de adultos colectados, cony sin marca de las pro-
teinas fue semejante en ambos cultivos (Cuadro 1). Ambos
sexos estuvieron representados en proporciones similares
(57,3 % fueron hembras y 42,7 % machos).

Eficiencia de marcado

E172,4 % (336/464) de los insectos colectados tuvo al
menos la marca de una proteina. Del total de insectos mar-
cados, 273 (148 en alfalfay 125 en soja) y 63 (55 colecta-
dos en alfalfa y 8 en soja) insectos tuvieron una y dos mar-
cas, respectivamente.

La EfM con proteina de soja fue superior a la de caseina
bovina en cinco de las seis aplicaciones realizadas. En conse-
cuencia, los valores medios de EM de proteinade soja (89,1 %) y
caseina bovina (53,6 %) fueron significativamente diferentes
entre si (t=3,25; gl 10; P=0,0088) (Cuadro 2).

Movimiento entre cultivos

En alfalfa y soja se registraron las cuatro categorias de
insectos establecidas (sin marca, residentes, inmigrantes
con unay dos marcas de proteina). Los residentes fueron

Cuadro 1. Nimero medio de adultos (+ EEM) de Piezodorus guildinii colectados en cultivos de alfalfa
y de soja durante el periodo marzo-abril 2014 (La Estanzuela, latitud S 34° 20’ y longitud W 57°41").

Alfalfa Soja N H? P
Total 49,7+10,8 27,7+48 6 2,56 0,1212
Con marca 33,885 222+33 6 1,08 0,3312
Sin marca 15,8157 55+1,8 6 2,56 0,1212

"Numero de aplicaciones de proteinas
2 Estadistico de Kruskal-Wallis

Cuadro 2. Numero de adultos total y marcados de Piezodorus guildinii colectados y eficiencia media de marcado
(£ EEM) de la caseina bovina y proteina de soja (La Estanzuela, latitud S 34° 20’ y longitud W 57°41’).

Estado fenolo- N° de adultos colectados EfM? (%)

gico de la soja’ Total Marcados Caseinabovina Proteina de soja
R3 82 40 222 100,0

R4 81 56 47,1 78,7

R5.1 61 47 64 84,4

R5.3 81 61 457 86

R55 123 99 64,4 769

R6 36 33 783 708

Total 464 336 Promedio® 536+8,0a 89,1+3,2b

"Momentos en que fueron realizadas las aplicaciones de las proteinas

2 Eficiencia de marcado
% Eficiencia media de marcado



el grupo mayoritario en los dos cultivos durante todo el pe-
riodo de estudio. En ambos cultivos los valores registrados
en los distintos momentos de aplicacion fueron semejantes
entre si (y2 = 3,49; P =0,0619). En cada cultivo, hubo
diferencias en el nimero de adultos colectados en las distin-
tas aplicaciones (2= 11,67; P=0,0396) (Cuadro 3). En
los dos cultivos, el niumero de adultos registrados en la
quinta aplicacion, cuando el cultivo de soja se encontraba
en R5.5, fue significativamente mayor respecto al valor re-
gistrado en la primera y sexta aplicacién, cuando la soja se
encontraba en R3 y R, respectivamente (Cuadro 3).

En los grupos de inmigrantes con dos marcas y una
marca de proteina, la cantidad de adultos colectada fue sig-
nificativamente mayor en alfalfa (dos marcas y2=22,91;
P <0,0001; una marca %2 = 46,30; P < 0,0001). Para los
inmigrantes con dos marcas, las diferencias entre ambos
cultivos fueron debidas a los valores obtenidos en la cuarta
y quinta aplicacién de proteinas, cuando la soja se encon-
traba en R5.3 y R5.5 (Cuadro 3). En el caso de los inmi-
grantes con una marca de proteina, las diferencias entre
cultivos fueron registradas en todas las aplicaciones. En
ambos grupos de inmigrantes, dentro de cada cultivo, el
numero de adultos colectados en las seis aplicaciones fue

Cuadro 3. Numero medio de adultos de Piezodorus guildinii (+ EEM) de las distintas categorias colectados en cultivos de
alfalfay soja de acuerdo al estado fenoldgico de la soja (La Estanzuela, latitud S 34° 20’ y longitud W 57°41°).

Categoria Estado fenoldgico de la soja N3 Alfalfa Soja
R3 14 0,79+0,33aA? 0,71+£0,32aA
R4 14 1,29+0,29abA 1,50+ 0,40abA
R5.1 14 0,79+0,35abA 1,93+0,56abA
Residentes R5.3 14 0,71+0,27abA 2,07+£0,62abA
R5.5 14 214+£0,45bA 1,71 £0,48bA
R6 14 0,64+£0,17aA 0,93+0,53aA
Promedio 1,06+0,23 A 1,48+0,22 A
R3 14 0,21+£0,011aA 0,14+0,10aA
R4 14 043+0,17aA 0 aA
Inmigrantes R5.1 14 0,14 +0,10aA 0,21+0,15aA
dos marcas R5.3 14 0,64+0,25aB 0,14 +£0,14 aA
R5.5 14 1,93+0,55aB 0,07+£0,07aA
R6 14 0,57+0,25aA 0 aA
Promedio 0,66+0,27 B 0,10£0,04 A
R3 14 1,00£0,38aA 0 aB
R4 14 0,79+£0,33aA 0 aB
Inmigrantes R5.1 14 0,29+0,22aA 0 aB
una marca R5.3 14 0,79+0,33aA 0 aB
R5.5 14 1,21£0,33aA 0 aB
R6 14 0,14£0,09aA 0,07+£0,07aB
Promedio 0,70£0,17 B 0,01£0,01 A

"Momentos en que fueron realizadas las aplicaciones de las proteinas

2En cada categoria, Medias seguidas por la misma letra mindscula para las columnas y mayUsculas para las filas no son significativamente
diferentes basado en el estadistico de maxima verosimilitud (P <0,05)

*NUmero de muestreos



semejante. En soja sélo se registrd colecta de inmigrantes
con una sola marca cuando se realizé la sexta aplicacion
de proteinas, cuando se encontraba en R6 (Cuadro 3).

Distancia

Como consecuencia de la ausencia de registro de mo-
vimiento desde la alfalfa hacia la soja, en la evaluacion de la
minima distancia de dispersion sdlo se tuvo en cuentala
colecta de los adultos inmigrantes con marca de proteina de
soja. En el promedio de las seis aplicaciones, el 46 % del
total de adultos realizaron movimiento hasta la distancia de
10 m de la alfalfa (Figura 2).

£ =2} @
(=1 o =}

Frecuencia (%)

[
=}

Dmfﬂﬁmﬁmﬁm

175 325 40 475
Dlstanma (m

Figura 2. Frecuencia de colecta de adultos de Piezodorus
guildlinii con movimiento unidireccional (desde soja a alfalfa)
en las diferentes distancias (La Estanzuela, S 34°20° W 57°
41).

Los valores de distancia minima de dispersion estima-
dos en las distintas aplicaciones de proteinas fueron seme-
jantes entre si (F, ;= 1,93; P = 0,2435). En promedio, la
distancia de dlsperS|on fue de 17,4 m, con un minimo de
2,5 myun maximo de 47,5 m (Cuadro 4). Si se considera
que algunos de los adultos inmigrantes con dos marcas de
proteina pueden haber realizado movimientos de ida y vuel-
ta, la distancia minima recorrida en este caso fue aproxima-
damente de 30,7 m.

Discusion

La técnica de inmunomarcado utilizada permitio deter-
minar los patrones de movimiento de adultos P. guildinii
silvestres entre cultivos de soja y de alfalfa. La dispersion de
las poblaciones de hemipteros desde un hospedero a otro
fue reportada previamente, aunque los movimientos gene-
ralmente fueron inferidos por las capturas temporales en
diferentes cultivos (Miguel, 2017; Zerbino, Altier y Panizzi,
2015; Tillman etal., 2009; Tillman, 2006; Panizzi et al., 1980).
Dado que la técnica de inmunomarcado es relativamente
nueva, los escasos estudios de dispersion de pentatomi-
dos realizados utilizaron el método de marca-liberacion-
recaptura con poblaciones de insectos provenientes de cria
en laboratorio (Blaauw, Jones y Nielsen, 2016; Huang, 2012;
Tillman etal., 2009; Tillman, 2006; Costa y Link, 1982; Pa-
nizzietal., 1980). Jones et al. (2006) consideran que la tasa
de recaptura del método de marca-liberacidn-recaptura es
muy baja en general y ademas este método tiene como

Cuadro 4. Minima distancia media de dispersion (+ EEM) de adultos de Piezodorus guildinii
desde la soja hacia la alfalfa en distintos estados fenolégicos de la soja (La Estanzuela, latitud

$34°20'y longitud W 57°41).

Estado fenolégico de la soja’

Total colectado

Distanciamedia

R3 14 30,9+59a?
R4 1 11,9+56a
R5.1 4 88+88a
R5.3 1 23,1+56a
R5.5 17 245+24a
R6 5 50+50a
Promedio 17,4+4,2

"Momentos en que fueron realizadas las aplicaciones de las proteinas
2Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente para la prueba de Tukey-Kramer (HDS)

(P<0,05)



inconveniente que la liberacidn de todos los individuos mar-
cados se realiza desde un solo sitio, por lo que analiza el
comportamiento de la dispersion de manera sesgada.

El porcentaje de individuos marcados obtenido en este
trabajo fue similar a los valores reportados para otros pen-
tatomidos en otros sistemas agricolas donde se utilizé la
misma técnica. En este estudio el 58,8 % del total de los
adultos capturados estuvo marcado con una proteinay el
13,6 % con dos proteinas. Blaauw, Jones y Nielsen (2016)
cuando estudiaron los patrones de movimiento y distribu-
cién de Halyomorpha halys Stal (Hemiptera: Pentatomi-
dae) en el cultivo de duraznero, reportaron valores de
53,8 %Yy 9,5 %, con unay dos proteinas respectivamente.
Huang (2012) en el cultivo de algodon determind que el
57,3 %y el 23,6 % de los pentatdmidos fitéfagos tenia al
menos una y dos marcas, respectivamente.

La EfM promedio fue superior con la proteina de soja.
Estas diferencias pueden ser debidas a la proteina misma o
alaarquitectura de planta de los cultivos. En este estudio
ambos efectos estan confundidos. La bibliografia disponible
menciona que la deteccion y retencion de la caseina bovina
es mayor que la de proteina de soja (Hagler et al., 2014;
Klick et al., 2014; Haglery Jones, 2010; Jones et al., 2006).
Por otra parte, hay que tener en cuenta que el nimero de
insectos no marcados colectados en ambos cultivos fue
similar. Por lo anteriormente expuesto, este resultado po-
dria ser atribuido a diferencias en la arquitectura de las plan-
tas de lasoja y la alfalfa.

Las hojas de soja (donde se aplico proteina de soja)
tienen un tamafio mas grande que las de alfalfa (alas que se
aplicd caseina bovina), esto pudo haber permitido que los
insectos, al caminar sobre las hojas, se contaminaran con
mayor facilidad (Boina et al., 2009; Jones et al., 2006). Por
su parte Huang (2012), quien determind menores EfM en
soja y algodén que en mani, hipotetiz6 que los insectos en
cultivos con hojas pequefias y de crecimiento mas postra-
do se encuentran mas expuestos. Otro aspecto a considerar
en las diferencias en la EfM de las proteinas es la interac-
cion con los factores abitticos (temperatura, precipitacion,
humedad y viento). Los resultados obtenidos por Hagler et
al. (2014) sugieren que la exposicidn directa a la luz solar
tendria un efecto negativo en la adquisicién y retencion de
las proteinas. Por su parte Jones et al. (2006) determinaron
que ante precipitaciones copiosas la caseina bovina tiene
mayor resiliencia que la proteina de soja. Es de destacar
que, en los seis momentos evaluados durante la aplicacion
de las proteinas y los muestreos, no fueron registradas
precipitaciones.

La técnica de marcacion permitio establecer los patro-
nes de dispersion local de adultos de P, guildinii entre los
cultivos de soja y alfalfa. De acuerdo a los resultados obte-
nidos, una gran proporciéon permanece en el cultivo que
primero coloniza. Los adultos que se dispersan pueden
realizar movimientos uni o bidireccionales. En las condicio-
nes de manejo del experimento, donde la alfalfa permane-
cié en estado de fructificacion, la mayoria de los adultos que
colonizaron este cultivo permanecieron en el mismo y no
realizaron movimientos hacia la soja, como era esperado
de acuerdo a estudios previos (Miguel, 2017; Zerbino, Altier
y Panizzi, 2016). En base a esta informacién se puede
inferir que el insecto, cuando tiene disponibilidad de ambos
alimentos, tiene preferencia por las vainas inmaduras de
alfalfa. Zerbino, Altier y Panizzi (2016) determinaron que la
alfalfa es un alimento con excelente aptitud nutricional. Con
este alimento los adultos acumularon reservas y el desvio
de nutrientes para la produccion de huevos no afecto el
tiempo de vida de los adultos.

La distancia de vuelo de los pentatdmidos, asociada con
el paisaje agricola, es un aspecto poco estudiado a nivel
mundial (Huang, 2012; Ehler, 2000). La minima distancia
media de dispersion de los adultos de P, guildinii (17,4 m)
determinada en este estudio fue semejante a la establecida
por Huang (2012) (13,7 m) en Estados Unidos. La mayor
proporcidn de los adultos recorrid distancias menores a
10 m. Tillman et al. (2009) considera que la distancia de
dispersion de los pentatémidos varia en funcion de la proxi-
midad o lejania del alimento. La mayor distancia minima de
dispersion registrada fue de 47,5 m (largo de las parcela
mas separacion distancia entre cultivos). Este valor podria
variar en situaciones donde el largo de las parcelas y/ola
distancia entre los cultivos fueran mayores. Estos son as-
pectos, a tener en cuenta en futuros estudios. A pesar de
que los valores de minima distancia media de dispersion
registrados en las seis evaluaciones realizadas fueron se-
mejantes, el rango de valores vari6 entre 5,0 + 5,0y 30,94
15,94 m.

El conocimiento de la dispersion local en un predio es un
elemento esencial para entender el comportamiento del in-
sectoy asi poder desarrollar estrategias de manejo (Huang,
2012). Los resultados obtenidos son un aporte para el de-
sarrollo de estrategias de manejo de P, guildinii. Es nece-
sario confirmar si la alfalfa en las condiciones de manejo
realizadas en este experimento disminuye la colonizacion
delinsecto en el cultivo de soja. Esto permitiria recomendar
la siembra de una franja de alfalfa a una distancia aproxima-
da del cultivo de sojamenora 17 m.



Conclusiones

Los resultados de este trabajo, inéditos en el pais, de-
mostraron que la técnica de inmunomarcado es una herra-
mienta util para medir la distancia de dispersidn y caracteri-
zar los movimientos de P, guildinii en el paisaje agricola.
Los adultos pueden realizar movimientos uni o bidireccio-
nales. La menor y mayor distancia minima de dispersion
fueron 2,5y 47,5 m, respectivamente, con una media de
17 4 m. Los movimientos desde la soja hacia la alfalfa fue-
ron predominantes, por lo que se puede establecer que la
siembra de una faja de alfalfa que permanezca en fructifica-
cion durante los estados reproductivos de la soja puede ser
una tactica efectiva para disminuir la colonizacién del insec-
to en este cultivo. La técnica de inmunomarcado demostrd
ser sensible y sencilla, por lo que tiene potencial para ser
utilizada en el estudio de otros sistemas planta-insecto.

Los valores de eficiencia de marcado obtenidos con-
cuerdan con los de otros estudios que consideraron otras
especies vegetales y otros insectos. La especie vegetal
tuvo efectos en la eficiencia de marcado. Es necesario es-
tudiar este aspecto con mayor profundidad, habria que de-
terminar la eficiencia de marcado de cada proteinaen la
misma especie vegetal y evaluar la durabilidad de las pro-
teinas en el follaje de la especie vegetal considerada.
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