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Resumen

Entre todas las especies de brasicaceas, la de mayor importancia es Brassica napus L. (colza),
que se destaca por su elevada participacion en la produccién mundial de aceites comestibles.
Muchas especies de brasicaceas, cultivadas y silvestres, no sélo tienen importancia en la
alimentacion humana, sino que han sido mencionadas como fuentes de polen y néctar. Es decir,
que el solo hecho de formar parte de la comunidad vegetal aumenta las posibilidades de
alimento para un gran numero de polinizadores y visitantes florales. La presencia de visitantes
florales de brasicaceas en el centro-sur de la Provincia de Buenos Aires (Republica Argentina)
fue evaluada en parcelas de colza y en parches de brasicaceas espontaneas ubicados en la
localidad de Tres Arroyos, en la Chacra Experimental Integrada Barrow (-38.319305, -
60.239380). Para realizar los muestreos se utilizaron redes entomoldgicas, trampas de agua de
colores y el método de observacion directa. Ademas, con el objetivo de determinar el efecto de
los polinizadores sobre el rendimiento y sus componentes, en las parcelas de colza se colocaron
jaulas excluidoras de polinizadores. Otra parte del trabajo se realizd en dependencias del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur con el fin de evaluar la
germinabilidad in vitro del polen expuesto a condiciones ambientales de la colmena. Para esto,
se seleccionaron colmenas de Apis mellifera L. y se colocaron en su interior muestras de polen
de colza que se obtuvieron de plantas cultivadas en macetas de 10 litros. En la zona de estudio
se comprobo que numerosas especies de insectos, de diversas familias y érdenes, visitaron el
cultivo de colza al igual que los parches de especies espontaneas. Todas las especies capturadas
se encontraron tanto en el cultivo como en las malezas aledafias. Esto indica que los
polinizadores utilizan ambos recursos. Las zonas con vegetacion espontanea aledafias a las
parcelas de colza presentaron una floracion mas extensa, brindando recursos a los visitantes
florales antes, durante y después de la floracion del cultivo. Los resultados de este trabajo
muestran que la visita de insectos polinizadores en el cultivo de colza mejora la produccion de
semilla y esto se traduce en un mayor rendimiento, que es, en definitiva, el objetivo de todo
productor. También se demostrd que el aumento de rendimiento de semilla tuvo implicancia
directa sobre la produccion de aceite por hectarea, dado que la visita de los polinizadores
mejoro la cantidad de semilla y no gener6 variaciones significativas en el tenor de materia
grasa. Por otro lado, se demostro que las condiciones ambientales dentro de la colmena de Apis

mellifera son adversas para la germinabilidad de los granos de polen de colza,



independientemente de las condiciones ambientales externas. Las zonas de cria son las de
mayor temperatura y en 24 h no se registraron granos de polen con capacidad de germinar. A
partir de las 48 h la capacidad de germinabilidad del polen disminuyo significativamente y el
bajo porcentaje que germind presento6 tubos completamente atrofiados. Aunque el polen que se
ubicé alejado de las zonas de cria mantuvo mas tiempo su capacidad de germinar, solo lo hizo
por menos de 72 h. Los resultados de este trabajo respaldan una reduccion sustancial del tiempo
de carencia que exigen las empresas semilleras y abren la posibilidad de que se utilice una
misma colmena en dos servicios de polinizacion consecutivos sin riesgo de contaminacion por

polen no deseado.
Abstract

Among all the species of brassicas, the most important one is Brassica napus L. (rapeseed),
which stands out for its significant contribution to the global production of edible oils. Many
species of brassicas, both cultivated and wild, are not only important for human consumption
but have also been mentioned as sources of pollen and nectar. In other words, simply being
part of the plant community increases the food possibilities for a large number of pollinators
and floral visitors. The presence of brassica floral visitors in the central-southern region of
Buenos Aires Province (Argentina) was evaluated in rapeseed plots and patches of spontaneous
brassica plants located in Tres Arroyos, at the Chacra Experimental Integrada Barrow (-
38.319305, -60.239380). Entomological nets, colored water traps, and direct observation
methods were used for sampling. Additionally, exclusion cages were placed in the rapeseed
plots to determine the effect of pollinators on yield and its components. Another part of the
study was conducted at the Department of Agronomy, Universidad Nacional del Sur, to assess
the in vitro germinability of pollen exposed to hive environmental conditions. Honey bee (Apis
mellifera L.) colonies were selected, and samples of rapeseed pollen obtained from plants
cultivated in 10-liter pots were placed inside the hives. The study in the area confirmed that
numerous insect species from different families and orders visited both the rapeseed crop and
the patches of spontaneous species. All captured species were found in both the crop and the
surrounding weeds, indicating that pollinators utilize both resources. The areas with
spontaneous vegetation adjacent to the rapeseed plots exhibited more extensive flowering,
providing resources for floral visitors before, during, and after the crop's flowering period. The
results of this study demonstrate that the visitation of pollinating insects in the rapeseed crop

improves seed production, ultimately resulting in higher yields, which is the goal of every
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farmer. It was also shown that the increased seed yield directly impacted oil production per
hectare, as pollinator visitation improved seed quantity without generating significant
variations in fat content. On the other hand, it was demonstrated that the environmental
conditions within the Apis mellifera hive are unfavorable for the germinability of rapeseed
pollen grains, regardless of external environmental conditions. The brood areas have the
highest temperatures, and within 24 hours, no pollen grains capable of germinating were
recorded. From 48 hours onward, the germination capacity of the pollen significantly
decreased, and the low percentage that did germinate exhibited completely atrophied tubes.
Although pollen placed away from the brood areas maintained its germination capacity for a
longer period, it did so for less than 72 hours. The results of this study support a substantial
reduction in the required waiting time demanded by seed companies and open up the possibility
of using the same hive for two consecutive pollination services without the risk of

contamination by undesired pollen.



Capitulo 1: Introduccion general

Antecedentes e importancia

El uso responsable de los recursos naturales para la produccion de alimentos es uno de los
grandes desafios de la agricultura. Un agroecosistema puede ser visto como un area de cultivo
con sectores no cultivados donde interactian numerosos organismos, entre ellos las plantas y
sus polinizadores. La actividad agricola ha modificado el paisaje con grandes extensiones
cultivadas que florecen en lapsos breves y ha disminuido sustancialmente las poblaciones de
polinizadores, esta pérdida puede ser muy dificil de revertir. No se sabe la escala ni la magnitud
de tiempo que implicaria una recolonizacion natural, ni como remediar la pérdida de
polinizadores nativos en el caso de que eso fuese posible (Allen-Wardell et al., 1998; Klein et
al., 2007; Garibaldi et al., 2013). La produccion de buena parte de nuestros alimentos depende
de los polinizadores y ciertas practicas agricolas, como el uso intensivo de insecticidas, la
deforestacion, la destruccién del habitat, el control de malezas nectariferas y poliniferas,
grandes superficies de monocultivos y otras alteraciones de los agroecosistemas, reducen

peligrosamente sus poblaciones (Delaplane & Mayer, 2000; Klein et al. 2007).

La disminucion de los polinizadores afecta negativamente a los ecosistemas naturales y
también a los cultivos (Williams et al., 1991; Klein et al., 2007). Excepto los cultivos
autdgamos y los polinizados por el viento, como los pertenecientes a la familia de las gramineas
(Poaceae) (trigo, arroz, cebada, cafia de azUcar, maiz, etc), la gran mayoria son polinizados por
insectos (Klein et al., 2007; Gallai et al., 2009; Garibaldi et al., 2011; Roubik et al., 2018). Es
habitual que numerosas especies de insectos polinizadores visiten una misma planta
entomofila, interactuando entre si, y la desaparicion de uno conlleva cambios en el
comportamiento de otros (Brosi & Briggs, 2013). Para evaluar el impacto potencial de la
pérdida de polinizadores sobre la agricultura para una region determinada es importante
conocer los diferentes tipos de polinizadores, sobre todo los de mayor influencia y los que se

observan con mayor frecuencia en los cultivos.

Segun Klein et al. (2007), la informacion disponible sobre la biologia de la polinizacion y los
requisitos de polinizadores de muchos cultivos es escasa, especialmente cuando se consideran
las diferencias entre las variedades modernas y la contribucion de varias especies a la

polinizacion. Los polinizadores nativos pueden aumentar la productividad de muchas especies



cultivadas y, por lo tanto, constituyen un importante recurso natural, a pesar de que sus
poblaciones son, a veces, insuficientes para polinizar adecuadamente los cultivos. Las zonas
agricolas con escasa superficie de habitats naturales estan sufriendo pérdidas en la
productividad debido a la falta de polinizadores nativos. De acuerdo a Morandin et al. (2005)
las areas de agricultura que exhiben estructuras paisajisticas homogeéneas son perjudiciales para
las poblaciones de abejas nativas y tienen menor potencial de produccion que las areas con
vegetacion diversa. Hasta la fecha, gran parte del debate se basé en evidencias provenientes de
sistemas naturales y agricolas principalmente norteamericanos y europeos y, en menor medida,
centroamericanos Y asiaticos (Garibaldi, 2014). Es interesante hacer notar que dos trabajos
pioneros sobre el papel de la fragmentacion del habitat en la polinizacion de plantas nativas y
sus poblaciones de polinizadores fueron realizados en Argentina (Aizen & Feinsinger, 1994 a,
b).

Numerosas evidencias revelan la reduccion de la diversidad y de la abundancia de
polinizadores en distintas regiones del mundo. A finales del siglo XX, los cientificos y otros
observadores afirmaron que la tasa de extincion de especies de plantas y animales esta
aumentando a un ritmo alarmante (Wilson, 1992). Esta opinion no es universal (Simon &
Wildavsky, 1992), pero en el caso de la superfamilia Apoidea (abejas) hay estudios que
sugieren una pérdida de diversidad de especies. Sin dudas, es motivo de preocupacion, no sélo
considerando el valor econémico de las abejas, sino también porque son esenciales para el
funcionamiento de casi todos los ecosistemas terrestres. Ademas, el tamafio de sus poblaciones

y la riqueza de especies pueden servir como bioindicadores del medio ambiente (Kevan, 1999).

Se sabe que, desde 1961 el area de cultivos dependientes de la polinizacion entoméfila aumentd
constantemente (Aizen et al., 2008; Aizen et al., 2009; Krell et al., 2018; Roubik et al., 2018;
Aizen et al., 2019). Se estima que una tercera parte de los alimentos depende, directa o
indirectamente, de la polinizacion entomofila (Crane, 1990). EI nimero de colmenas de abeja
melifera esta aumentando a un ritmo mas lento que la creciente demanda de servicios de
polinizacion (Aizen & Harder, 2009; Breeze et al., 2014).

La importancia de las abejas en la produccién de alimentos, a traves de su accion polinizadora
es menos conocida que la produccion de miel y, sin embargo, es mucho mas importante en la
alimentacion humana (Calderone, 2012). ElI 90% de los suministros de alimentos del ser
humano esta compuesto por productos basicos provenientes de 82 especies vegetales, de las

cuales 77% son polinizadas en alguna proporcion por abejas, que son el principal polinizador
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en 48% de estos casos (Delaplane & Mayer, 2000). En general, el servicio de polinizacion es

un insumo subvalorado en la produccion agricola.

La restauracion de los servicios de polinizacion en areas de agricultura intensiva requeriria
recuperar parte de la vegetacion espontanea, para proveer lugares para anidar y recursos florales
para las abejas cuando no estan utilizando los cultivos (Kremen et al., 2002). Las areas menos
disturbadas son refugio de visitantes florales, entre ellos polinizadores y enemigos naturales de
plagas, por lo que pueden fomentar la biodiversidad con su consecuente provision de servicios
ecosistémicos en los agroecosistemas (Montero, 2008). Por lo tanto, permitir el establecimiento
de especies vegetales espontaneas en zonas no cultivadas cercanas a los cultivos seria, en

definitiva, una forma de aumentar los recursos para especies de insectos benéficos.

Algunas especies vegetales tienen atributos que las convierten en buenas proveedoras de
refugio y alimento de insectos polinizadores. Las brasicaceas o cruciferas (Brassicaceae) son
una familia vegetal que incluye 338 géneros y 3.709 especies, distribuidas ampliamente en los
mas diversos climas alrededor del mundo (Al-Shehbaz et al., 2006). Presentan una distribucion
mundial, incluyendo todos los continentes excepto la Antartida. La importancia econémica y
social de las brasicaceas se destaca por incluir especies que han sido cultivadas desde hace
mucho tiempo para la alimentacion humana, como fuente de aceite comestible, condimentos y
productos horticolas y también para aceites industriales. Entre todas las especies, sin duda las
del género Brassica son las de mayor relevancia mundial, y actualmente Brassica napus L.
(colza) es la més destacada por su elevada participacion en la producciéon mundial de aceites
comestibles (FAOSTAT, 2022); mientras que como condimentos son utilizadas varias especies
de mostazas, en especial B. nigra (L.) Koch, B. juncea (L.) Czernohorsky y Sinapis alba L.
Muchas especies son importantes cultivos horticolas, principalmente los derivados de B.
oleracea L. (repollos, coles, repollitos de Bruselas, coliflor). Otras presentan un elevado valor
potencial como recurso para cultivos con destino alimenticio, industrial, forrajero o para la
produccidn de biodiesel (por ejemplo: B. carinata Braun, Camelina sativa [L.] Crantz, Crambe

abyssinica [Fries] Prina, Eruca vesicaria [L.] Cav.) (Warwick, 2011).

Por otro lado, las brasicaceas también son conocidas por tener especies con un alto poder
invasor, que interfieren en muchos cultivos de importancia econdémica. Se conocen mas de 120
especies espontaneas, varias de ellas cosmopolitas, que se presentan en los sistemas
productivos de todo el mundo. Entre ellas se encuentran B. rapa L., Sinapis arvensis L., Thlaspi

arvense L., Diplotaxis tenuifolia [L.] DC. (Pandolfo, 2016). Algunas de estas especies tienen
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su origen en ambientes cultivados, y no se las ha encontrado en estado silvestre en ningun
momento previo de su evolucion. En cambio, algunas especies silvestres fueron adaptandose a
ambientes modificados por el hombre, sin ser cultivadas, aprovechando los hébitats favorables
creados para el cultivo y manteniendo estrechas relaciones con las especies mejoradas,
intercambiando material genético y compitiendo por los recursos (Gomez-Campo & Prakash,
1999). La flora natural de la Republica Argentina contiene 68 géneros de la familia
Brassicaceae, incluyendo B. rapa (nabo) y Raphanus sativus (nabon), que son malezas
invasoras en mas de veinte provincias (Marzocca et al., 1976; Martinez-Laborde, 1999).

Las brasicaceas presentan una arquitectura floral uniforme y altamente conservada en la
mayoria de sus miembros, que permite distinguirla facilmente de cualquier otra familia. Las
flores presentan simetria bilateral y cuentan en general con cuatro sépalos, cuatro pétalos, seis
estambres tetradinamos y un ovario bicarpelar. Por el contrario, los frutos exhiben una enorme
variabilidad interespecifica, siendo el caracter mas importante en las clasificaciones
taxondmicas clasicas. La estructura basica de los frutos consiste en una capsula bivalvada,
dividida longitudinalmente por un falso tabique en dos l6culos, generalmente dehiscentes.
Sobre la base de la relacién largo/ancho, los frutos son clasificados en silicuas y siliculas,
aunque esta division no tiene ninguna implicancia filogenética (Lysak & Koch, 2011) (Figura
1.1).

Figura 1.1. Estructuras de Brassica napus L. A: flor; B: inflorescencia; C: pétalo; D: silicua; E: hoja
expandida; F: semillas; G: campo de colza.

Las poblaciones de brasicaceas se encuentran ampliamente distribuidas en la region Pampeana,
en ambientes aptos para el cultivo de B. napus. Extensas poblaciones de brasiciceas
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espontaneas fueron halladas en todo el centro-sur de la provincia de Buenos Aires (Pandolfo,
2016). Esta zona es coincidente con el area de mayor difusion del cultivo de colza, ya que, en
la provincia de Buenos Aires se cultiva aproximadamente el 50% de la superficie total nacional
de colza (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, Argentina, 2023).

Muchas especies de brasicaceas, cultivadas y silvestres han sido mencionadas como fuentes de
polen y néctar (Crane, 1984; Pierre, 2001; Andrada & Telleria, 2005). Es decir, que su
presencia representa fuentes de alimento para un gran nimero de polinizadores y visitantes
florales. Las abejas y las brasicaceas han coevolucionado durante su historia; por un lado, las
abejas obtienen néctar y polen, y por el otro, las plantas reciben el servicio de polinizacion
(Palmer, 1959, citado de Abrol 2007). Mller (1883) afirmé que la posicion de las anteras en
relacion con los nectarios y el estigma, hace que la fertilizacion cruzada sea probable durante
lavisita de los insectos polinizadores. La flor esta constituida de tal manera que es méas probable
que el polen transportado desde otra flor llegue al estigma antes que el propio. Para obtener el
néctar, normalmente las abejas introducen la cabeza dentro de la flor; es en ese momento que
su cuerpo piloso se frota contra las anteras que contienen el polen. Al volar a la siguiente flor,
parte del polen transportado desde la flor anterior, queda adherido sobre el estigma. A medida

que las abejas se mueven de planta en planta, producen polinizacion cruzada.

La floracion de la colza comienza con la apertura del pimpollo basal del tallo principal y
continda hacia arriba con la apertura de tres 0 mas flores por dia. Dos o tres dias después de
que la primera flor abri6é en el tallo principal, abre el pimpollo basal de la primera rama
secundaria. En condiciones de crecimiento razonables, la floracion del tallo principal dura
habitualmente dos a tres semanas. Las flores comienzan a abrir temprano en la mafiana v,
cuando el proceso se completa, el polen es dispersado tanto por el viento (Wiliams, 1984;
Cresswell et al., 2004) como por los insectos. Las flores permanecen receptivas hasta tres dias
después de la apertura. Si el clima es favorable, calido y seco, casi todo el polen sera liberado
durante el primer dia. Por la noche, la flor se cierra parcialmente y abre de nuevo a la mafiana
siguiente. Normalmente, la fecundacion se produce hasta 24 horas después de la polinizacion.
Luego, la flor permanece cerrada y los pétalos se marchitan y caen. Un dia mas tarde, un fruto
(silicua) joven se hace visible en el centro de la flor. Durante la floracion, las ramas siguen
creciendo a medida que los pimpollos se abren y las flores se desarrollan en frutos. De esta
manera, las primeras silicuas también se encuentran en la parte méas baja del tallo (principal o

secundario) (Canola Council of Canada, 2023).



El género Brassica L. resulta atractivo para abejas y muchos otros visitantes florales. Todos
ellos influyen en la polinizacién, siendo las abejas las que registran mayor cantidad de granos
de polen sobre su cuerpo (Williams, 1985). Los azUcares presentes en el néctar proporcionan
los carbohidratos necesarios para que la abeja pueda generar la energia para sus actividades,
como volar. Por su parte, el polen es vital para desarrollar los tejidos musculares, glandulares
y esqueléticos, ya que es la principal fuente de proteinas, lipidos, vitaminas y minerales. La
preservacion de los insectos polinizadores, incluyendo a la abeja melifera, es desde hace ya
tiempo una preocupacion muy seria a nivel mundial (Le Féon, 2011).

La apicultura es una actividad que, mas alla de la produccién de miel, brinda un importantisimo
servicio a toda la comunidad a través del servicio de polinizacion y, por ello, es importante
para la sustentabilidad de los agroecosistemas. Argentina es uno de los principales productores
y exportadores de miel del mundo con mas de 3 millones de colmenas registradas (Ministerio
de Economia, Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023). El ingreso mas importante
de la mayoria de los apicultores argentinos es la produccion de miel, mientras que para los
norteamericanos es el servicio de polinizacién. La miel se puede importar; no asi el servicio de
polinizacion. Para algunos productores agricolas de paises desarrollados, la polinizacion esta
entre los principales gastos o inversiones dentro de su estructura de costos. En Estados Unidos,
se llegan a pagar hasta 200-220 USD por colmena para la polinizacion del almendro y s6lo
para la floraciéon de ese cultivo se movilizan aproximadamente dos millones de colmenas
(Goodrich, 2019). Este pais tiene una superficie mucho mayor de cultivos dependientes de
polinizadores y una mayor necesidad de colmenas para brindar este servicio. La situacion en la
Argentina es diferente; se observan cambios graduales en los Gltimos afios y algunos

apicultores estdn empezando a generar gran parte de sus ingresos por servicios de polinizacion.

En cuanto a los servicios de polinizacion a través de la abeja melifera, en general se exige a los
apicultores el cumplimiento de reglas muy estrictas. En cultivos de semilla hibrida, es
indispensable conocer el movimiento previo de las colmenas para evitar posibles
contaminaciones con polen indeseable. La calidad de las colmenas es fundamental. Lo que
interesa no es la cantidad de cajones o “alzas” por hectarea de cultivo, sino el nimero de abejas
que polinizan las flores. El tamafio de la colonia se relaciona directamente con el precio del
servicio, el cual es acordado entre el productor agricola y el apicultor. A mayor tamafio de
colmena, el precio deberia aumentar debido a que los costos son mas elevados en la preparacion

y en los fletes.



La alta dependencia de la polinizacion entomofila en cultivos como manzanas, peras y
almendras muchas veces reside en la autoincompatibilidad (Socias i Company, 1998; Klein et
al., 2007; Garibaldi, 2012). Aun asi, recientemente se comprobd que el porcentaje de cuajado
aument6 un 60% en variedades de almendras autocompatibles polinizadas por abejas, vy el
rendimiento mejord en un 20% (Séez et al., 2020). En otros cultivos como la frutilla, con baja
presencia de polinizadores puede haber hasta un 30% de descarte por malformaciéon de frutos,
porque no llega suficiente cantidad de polen para que la flor se transforme en un fruto de buena
calidad (Andersson et al., 2012). Las interacciones entre las abejas meliferas y los polinizadores
silvestres impactan positivamente la eficiencia de la polinizacion (Greenleaf & Kremen, 2006;
Garibaldi et al., 2014). Es decir que la biodiversidad de polinizadores y visitantes florales y el
conocimiento de estas interacciones podria llevar a mayor eficiencia de polinizacion,
aumentando los rendimientos del cultivo y disminuyendo gastos en los servicios de

polinizacion.

El objetivo general de este trabajo es evaluar el cultivo de colza, asi como la vegetacién
espontanea de la misma familia (Brassicaceae), como fuentes de alimentacion para los
visitantes florales, las propias poblaciones de visitantes y las relaciones entre estas variables y
los componentes del rendimiento de colza. Se abordan también dos temas de importancia
relativos a la polinizacion, de los que no se encontraron reportes previos: el periodo en que
permanecen viables los granos de polen de colza dentro de las colmenas y la carga polinica que

transportan en sus cuerpos los insectos que visitan la colza en el centro-sur bonaerense.
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Hipotesis
e Numerosas especies de insectos visitan el cultivo de colza en el centro sur bonaerense.

e Las especies espontaneas, cuyos periodos de floracion son mas largos y/o diferentes de
los cultivos de la misma familia boténica, sirven de fuentes de alimentacion para los

visitantes florales del cultivo.

e Los principales visitantes florales del cultivo de colza en el centro sur bonaerense

trasladan polen sobre el cuerpo y actian como polinizadores del cultivo.

e Lapresencia de insectos polinizadores contribuye, mediante el servicio de polinizacion,

al rendimiento y la calidad del cultivo de colza.

e Dentro de una colmena de Apis mellifera, el polen de colza conserva su capacidad de

germinar por un tiempo limitado.
Objetivos

e Identificar los distintos grupos de visitantes florales que intervienen en la polinizacion

del cultivo de colza en el centro sur bonaerense.

e Identificar los insectos que visitan tanto el cultivo como las cercanias del mismo
ocupadas por vegetacion espontanea de las brasicaceas mas abundantes en la zona de

estudio.

e Determinar el efecto de los polinizadores sobre el rendimiento y sus componentes, en
cultivares de colza utilizados comdnmente en el centro sur de la provincia de Buenos
Aires. Demostrar que la actividad de polinizadores aumenta el contenido de aceite en

el cultivo de colza.

e Determinar si el tamafio de los principales visitantes florales de colza influye en el

numero de granos de polen que transportan adheridos en el cuerpo.

e Establecer cuanto tiempo el polen de colza puede permanecer dentro de la colmena de

Apis mellifera sin perder su capacidad de germinacion.
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Capitulo 2: Visitantes florales en el cultivo de colza en el

centro sur bonaerense

Introduccion

Las plantas fanerégamas y los insectos constituyen uno de los principales motores de
biodiversidad de la tierra (Simon Porcar et al., 2014), sus interacciones son una parte
fundamental del funcionamiento de la vida que conocemos (Golubov & Mandujano, 2009). La
importancia de los polinizadores en los ecosistemas naturales y en los agroecosistemas los ha
convertido en objeto de numerosas investigaciones cientificas. A pesar de que los insectos son,
sin duda, los principales agentes polinizadores, no todos cumplen ese rol cuando visitan las
flores; por lo tanto, en este trabajo, nos referiremos a los ejemplares muestreados como
visitantes florales (Kevan, 2008). Cuando las condiciones ambientales se presentan favorables
para su actividad, se puede encontrar gran variedad de especies visitando las flores. Sin
embargo, la diversidad de plantas e insectos se encuentra en disminucién debido a la actividad
antropica, que modificé el 50 % de la superficie terrestre en los Gltimos 300 afios (Ellis et al.,
2010). Segun Potts et al. (2010), la pérdida de polinizadores afectard no sélo a las plantas

silvestres, sino también a los cultivos.

Debido a las diferencias en los rasgos funcionales de las especies, una mayor riqueza de
polinizadores puede conducir a la complementariedad o sinergia durante el pecoreo, mejorando
la cantidad y calidad de los granos de polen que se depositan en las flores (Bllthgen & Klein,
2011) y, por lo tanto, aumentar tanto la proporcion de flores que dan frutos (o semillas) como
la calidad del producto (por ejemplo, tamafio y forma de los frutos) (Garibaldi et al., 2013). La
diversidad morfoldgica de los polinizadores también puede favorecer la polinizacion de los
cultivos. Insectos con proboscis relativamente corta pueden ser buenos polinizadores de
cultivos con fécil acceso a las recompensas florales, por ejemplo, la colza. Otros cultivos, como
es el caso del trebol rojo (Trifolium pratense L.), necesitan polinizadores de proboscis larga,
ya que sin ella no pueden acceder a los nectarios en la base de la corola tubular. En un cultivo
de rabano (Brassicaceae), Albrecht et al. (2012) mostré que diferentes abejas, tanto sociales
como solitarias, visitaron las flores en diferentes horas del dia, sugiriendo Ila

complementariedad temporal entre estos grupos de polinizadores.

Las flores de colza, Brassica napus L., presentan varios tipos de recompensas florales. Entre

ellas se destacan el polen, de alta calidad nutricional, y el néctar, secretado en gran cantidad
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(Williams, 1980; Cook et al., 2017; Ouvrard et al., 2017; Xun et al., 2020) . Esto hace que las
flores sean atractivas para muchos grupos de insectos antéfilos. Entre los diferentes visitantes
florales se encuentran los coledpteros, lepiddpteros y dipteros; pero, sin dudas, los insectos que
maés se destacan debido a su importancia como polinizadores son los himendpteros. Dentro de
este grupo, las abejas son consideradas las principales polinizadoras de cultivos debido a su
abundancia en relacién con otros polinizadores (Adegas & Nogueira-Couto, 1992; Williams,
2002; Witter et al., 2014). La denominacion “abeja” comprende a todos los integrantes de la
superfamilia Apoidea, calculados en més de 20000 especies (Delaplane & Mayer, 2000;
Abrahamovich et al., 2007). En Argentina, se han identificado cerca de 1100 especies de abejas
(Roig Alsina, 2008).

Los artrépodos benéficos comprenden una gran diversidad de taxones e historias de vida y los
métodos disponibles para su muestreo son también muy diversos (McCravy, 2018). Las
diferencias entre los cultivos, las zonas adyacentes y los distintos grupos de visitantes florales
hace que el monitoreo sea muy complejo. Segun Portman et al. (2020), en la actualidad ain no
existe un esquema de monitoreo efectivo para las aproximadamente 4000 especies nativas en
los Estados Unidos. En algunos estudios de abejas silvestres, su diversidad predice la
produccién de cultivos mejor que su abundancia (Garibaldi et al., 2014). Un mejor
conocimiento de los visitantes florales y sus interacciones podria aumentar la eficiencia de
polinizacion, favorecer la biodiversidad, aumentar los rendimientos del cultivo y disminuir

costos en los servicios de polinizacion.

Los métodos mas comunes para el muestreo de insectos se pueden clasificar en activos y
pasivos (Potts et al., 2005; Westphal et al., 2008). Dentro de los métodos activos, se encuentran
la observaciéon visual directa, el uso de red entomolégica y el uso de aspiradores (Kearns &
Inouye, 1993; Potts et al., 2005; Droege, 2015). Entre los métodos pasivos estan las trampas
Malaise, de agua, de cebo, pegajosas (Kearns & Inouye, 1993; Dafni et al., 2005; Droege,
2015), nidos trampa (Oliveira et al., 2012), etc. La eleccion del método a aplicar dependera del
tipo de estudio que se pretenda realizar o del tipo de insectos que se desee colectar. Se ha
comprobado que el uso de trampas de agua de colores (“pan traps” o “bowl traps”) es un método
eficiente, imparcial y con una mejor relacion costo-beneficio que otros (Droege, 2015;
Gonzalez et al., 2020). Grundel et al. (2011) y McCravy (2018) sefialan que la utilizacion de
red entomologica como método adicional de colecta ayuda a complementar los inventarios

bioldgicos.
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Las trampas y el muestreo con redes son métodos comunmente empleados para el monitoreo
de polinizadores, cada uno con ventajas y desventajas (McCravy, 2018; Thompson et al.,
2021). Las trampas de agua representan un método simple y rapido para capturar insectos
voladores aprovechando el atractivo de colores especificos. A pesar de esto, el tamafio de los
visitantes florales y el color de la trampa puede influir en la eficacia de los muestreos (Krahner
et al., 2021). El uso de trampas de agua puede ser particularmente beneficioso en cultivos de
campo con floraciones densas, como las semillas oleaginosas, donde la visibilidad reducida
puede presentar una restriccion en el registro preciso de pequefios visitantes florales (Garratt et
al., 2019). Las especies recolectadas no siempre son polinizadores y, en el caso de los insectos
que visitan las flores, este método no registrara su importancia como polinizadores (Roulston
et al., 2007; Tuell & Isaacs, 2009; Gongalves & Oliveira, 2013; Popic et al., 2013; Joshi et al.,
2015).

El muestreo con red y la observacion directa, en los que se identifican a los insectos en las
flores, ofrecen la oportunidad de obtener informacion sobre las interacciones entre insectos y
plantas y la potencial polinizacion. Sin embargo, estos métodos suelen requerir mas mano de
obra en comparacion con las trampas, que pueden tomar muestras durante dias o semanas.
Ademas, pueden tener diferentes sesgos hacia los tipos de insectos que se recolectan. Las
trampas capturan insectos que tienen mas probabilidades de ser atraidos o que caen
accidentalmente. EI muestreo con red atrapa insectos que el recolector puede detectar. Las
especies mas grandes, ruidosas y llamativas son féaciles de observar en los muestreos con red y
observacion directa, y pueden ser mas dificiles de capturar con las trampas de agua (Thompson
etal., 2021).

Si bien la colza puede considerarse una especie autocompatible, existe evidencia de que la
polinizacion entomdfila mejora su rendimiento (Sabbahi et al., 2005; Morandin & Winston,
2006; Bommarco et al., 2012). De lo expuesto anteriormente, se desprende la importancia de
la interaccion colza-polinizadores. El objetivo de este capitulo es identificar los distintos grupos
de visitantes florales que intervienen en la polinizacion del cultivo de colza en el centro sur

bonaerense.
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Materiales y métodos

Visitantes florales de colza capturados en trampas de agua

La presencia de visitantes florales de colza, Brassica napus, en el centro sur bonaerense fue
evaluada durante 2015 en parcelas ubicadas en la localidad de Tres Arroyos, en la Chacra
Experimental Integrada Barrow (-38.319305, -60.239380) (Figura 2.1). A 200 m de las parcelas

se colocd un apiario de cuatro colmenas.
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Figura 2.1: Ubicacion del Departamento de Agronomia UNS (marcador verde) y los sitios de muestreo

en la Chacra Experimental Integrada Barrow (marcador rojo).

En el ensayo se utilizaron tres cultivares: Hyola 433, Larissa y Bioaureo 2486. La siembra se
realizo el 3 de junio del 2015 en parcelas de 2.56 m de ancho por 6 m de largo, con una
sembradora a chorrillo. Cada parcela tenia un total de 8 lineas de siembra y la distancia entre
lineas fue de 0.32 cm. El disefio experimental fue en bloques al azar con tres repeticiones. Cada
bloque presento en sus laterales cuatro lineas de la variedad Bioaureo, para minimizar el “efecto

borde” sobre las parcelas de estudio.

Previo a la siembra, se fertilizd con fosfato diaménico a una dosis de 80 kg ha™ y se incorpord
trifluralina a una dosis de 1.5 | ha™* para controlar las malezas. Un anélisis de suelo al momento

de la siembra mostré que presentaba 3.7 % de materia organica y un pH igual a cinco. El
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resultado del analisis reportdé 36.9 ppm de fésforo, 115.6 mg/kg de nitratos y 12.1 ppm de
sulfato. Cuando las plantas se encontraban en estado de roseta (4 hojas) se realizd una
fertilizacion de 190 kg ha de urea y 95 kg ha™* de sulfato de amonio. En ese mismo estado se
aplicaron 90 cc ha! de Dicamba (Banvel®) junto con 250 cc ha® Clopyralid (Lontrel®) para
controlar las malezas de hoja ancha y 500 cc ha™* de Cletodim (Select®) para controlar las de

hoja angosta.

Para capturar los visitantes florales se utilizaron tanto redes entomoldgicas como trampas de
agua de colores (Toler et al., 2005; LeBuhn et al., 2012; FAO, 2016; Buffington et al., 2021).
Las trampas de agua se colocaron durante el periodo de floracion, y consistieron en vasos de
plastico de 180 ml que se colocaron dentro de cada parcela a la altura de las inflorescencias
(1.5 m aprox.) (Figura 2.2A). Los vasos plésticos se sujetaron a varillas de hierro torsionado
de 8 mm con un adaptador ad hoc que permitia regular su altura. A cada recipiente se le agreg6
aproximadamente 90 ml de agua con escamas de jabon blanco para romper la tension
superficial. En cada parcela se colocaron tres trampas, una blanca, una celeste y una amarilla,
alineadas en el centro, y se aleatoriz6 la posicién de los colores (Figura 2.3 A). Las trampas se
activaron semanalmente, durante seis semanas, a las 11:00 h (-3 GMT) de la mafana y se
recolectaron a la misma hora del dia siguiente. Las muestras de insectos obtenidas a lo largo

de 24 h fueron etiquetadas y conservadas en etanol al 70% (Figura 2.2B).

Figura 2.2: A: Trampa de agua amarilla en parcela de colza finalizando la floracion. B: Recipiente con

una muestra de las trampas de agua para su traslado al laboratorio.

Se contabilizaron los ejemplares correspondientes a los érdenes de visitantes florales:
Coleoptera, Hymenoptera, Diptera, Homoptera, Thysanoptera, Lepidoptera y Heteroptera,
mencionados en la bibliografia como los mas relevantes (Proctor & Yeo, 1973; Barth, 1991).
El recuento se enfocd en los himendpteros, dada su importancia como polinizadores,
discriminando los individuos pertenecientes a las superfamilias Apoidea y Vespoidea (Ollerton
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et al., 2012). Para los analisis estadisticos se utilizé el programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2018). Los datos de recuento de insectos fueron transformados a su logaritmo natural (In), se
corroboré la homocedasticidad y normalidad y fueron analizados mediante analisis de la
varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de medias de Bonferroni.

Las capturas con redes entomologicas se realizaron especificamente para corroborar en el
laboratorio las identificaciones hechas a campo sobre las flores del cultivo (Figura 2.3 B). Los
insectos se colocaron en un recipiente etiquetado y se trasladaron al laboratorio. Las
identificaciones se llevaron a cabo utilizando lupas estereoscépicas y claves entomoldgicas
(Michener et al., 1994; Michener, 2007; Roig-Jufient et al., 2014), ademas de consultar con
dos especialistas, el Dr. Arturo Roig Alsina y la Dra. Rocio Gonzalez Vaquero, del Museo
Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”. La identificacion se realiz6 a nivel
de orden y familia, y cuando fue posible, a nivel de género y especie, o bien, de morfoespecie.
Este ultimo término se aplica cuando se detectan y delimitan unidades taxondmicas
reconocibles que resultan del analisis y comparacion de caracteres morfoldgicos facilmente
observables y no se puede identificar de forma precisa el nivel de género y especie (Mendoza
Arroyo et al., 2011; Guzman Jacob, 2013; Fuentes, 2015).

A

Figura 2.3: A: Trampas de agua de color blanco, celeste, y amarillo para capturar los visitantes florales

en parcelas de colza. B: Capturas de visitantes florales con redes entomoldgicas en parcelas de colza,
en la Chacra Experimental Integrada Barrow.

NuUumero de visitas de insectos observados en flores de colza

Las visitas en el cultivo de colza en el centro sur bonaerense fueron cuantificadas durante los
afios 2016 y 2017 en parcelas ubicadas en la localidad de Tres Arroyos, en la Chacra
Experimental Integrada Barrow (-38.319305, -60.239380). En 2016 se utilizaron los cultivares
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Hyola 575 y Nuvette 2286 y en 2017, Hyola 433 y Bioaureo 2486. Los cultivares se sembraron
en parcelas de 1.75 m x 6 m y a 200 m se colocé un apiario de cuatro colmenas. El disefio
experimental en ambos afios de ensayos fue en bloques al azar con tres repeticiones y dos

réplicas por bloque.

Se tomd como criterio de “visita” que el insecto ingresara a la parcela y presentara algun tipo
de actividad sobre una o varias flores. En el caso que un mismo polinizador, luego de visitar la
flor abandonara la parcela y volviera a ingresar, se contabiliz6 como una nueva visita. Se

distinguieron dos categorias: abeja melifera y otros insectos.

La temperatura durante la floracion del cultivo se caracterizé por ser baja durante la noche, las
primeras horas de la mafiana y las Gltimas de la tarde. Temperaturas entre 20-25°C favorecen
el vuelo de las abejas, aumentando el nimero de flores polinizadas (Fischer et al., 2009). Las
temperaturas medias minimas registradas fueron: en octubre 2016, 8.6 °C; noviembre 2016,
9.7 °C; octubre 2017, 7.6 °C; noviembre 2017, 9.7 °C. Durante el dia, la temperatura
generalmente aumenta mejorando las condiciones para el vuelo de los polinizadores (Benedek,
1972; Abrol, 1988), habiéndose registrado las siguientes temperaturas medias maximas:
octubre 2016, 20.9 °C; noviembre 2016, 26.1 °C; octubre 2017, 20.9 °C; noviembre 2017, 22.7
°C. Debido a estas variaciones en la temperatura se realizaron observaciones preliminares para
establecer el periodo en el que los visitantes florales se encontraban pecoreando las flores de

colza.

Para realizar los conteos, se colocaron sobre el cultivo, de forma aleatoria, ocho aros de 0.25
m? y se contabilizd durante 10 minutos el nimero de visitantes que ingresaban (Figura 2.4).
Esto se realiz6 semanalmente durante las cuatro semanas de floracion del cultivo y se repitié 3
veces al dia. El primer horario de muestreo fue a las 10 h, el segundo a las 13 h y el dltimo a
las 16 h (-3 GMT).
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Figura 2.4: Medicién de visitas en parcelas de colza ubicadas en la Chacra Experimental Integrada

Barrow.

Resultados y discusion

Visitantes florales de colza capturados en trampas de agua

En total se capturaron y clasificaron 909 insectos de los cuales el 71.73 % perteneci6 al orden
Hymenoptera, que fue el méas representado. Los siguientes en abundancia fueron Coleoptera,
con un 12.87 %, y Homoptera con 12.65 %. Los ordenes Hemiptera, Diptera y Lepidoptera
fueron los menos representados con valores por debajo del 2 % (Figura 2.5). El ensayo no
reveld diferencias significativas entre cultivares de colza, lo cual indica que todos atrajeron

similar cantidad de visitantes florales (p > 0.05).
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Figura 2.5: Porcentaje de los érdenes de insectos capturados con trampas de agua en un cultivo de

colza en el centro sur de la provincia de Buenos Aires.

En su trabajo sobre la efectividad de los polinizadores de colza, Phillips et al. (2018) indican
que “los individuos mas grandes son los que tienen posibilidad de contactar mayor superficie
del estigma vy, en este tipo de flores, méas posibilidades de contactar a la vez el estigma y los
estambres, lo cual implica una mayor transferencia de polen”. Tomando en cuenta este criterio
y el hecho de que los homopteros encontrados eran mayoritariamente pulgones, que no poseen
estructuras especializadas para la polinizacién y de habitos sedentarios, se decidio considerar
para el estudio estadistico los insectos de tamafio superior a 2 mm. Aplicando este nuevo
criterio, los &rdenes mas importantes fueron himendpteros, coledpteros, dipteros y

lepidopteros.

La temperatura y nubosidad son factores ambientales que afectan la apertura floral, asi como
la presencia y abundancia de insectos (Fischer et al., 2009; Bajiya & Abrol, 2017). Al igual
que lo obtenido por Bajiya & Abrol (2017), las jornadas de mayor temperatura, mas heliofania
y menos viento fueron las que registraron mayores capturas en este trabajo/ensayo. El color de
las trampas también influy6 sobre el tipo y el nimero de visitantes florales capturados. Es decir,
que algunos Grdenes estuvieron mas representados en un color de trampa. Las celestes
presentaron mayor cantidad de capturas a lo largo de toda la floracion del cultivo y se
diferenciaron estadisticamente (p < 0.05) de las amarillas que fueron las de menor captura. Las
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trampas blancas mostraron valores intermedios, pero no se diferenciaron de las otras (p > 0.05)
(Figura 2.6).
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Figura 2.6: Numero de visitantes florales de colza capturados en los diferentes colores de trampas de
agua en el 2015. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05).

El orden Hymenoptera fue el méas representado y se diferencio estadisticamente de los otros
Ordenes (p < 0.05). Al igual que ensayos previos (Marinozzi et al., 2018), las trampas blancas
y celestes capturaron la mayor cantidad de himendpteros y no hubo diferencias significativas
entre ellas (p > 0.05). Las amarillas presentaron menor cantidad de himenopteros y se

diferenciaron de las celestes (p < 0.05), pero no de las blancas (p > 0.05).

Para el orden Coleoptera, las trampas celestes y blancas también capturaron mayor cantidad de
ejemplares que las amarillas. A pesar de que en este ensayo las diferencias no fueron
significativas (p > 0.05), se encontraron diferencias estadisticamente significativas en estudios
anteriores (Marinozzi et al., 2018). En el caso de los dipteros y lepiddpteros los resultados no
fueron consistentes. El bajo numero de capturas no permitié determinar los colores de trampa

mas convenientes.
Influencia del color de trampa para los himendpteros

El rol de los himendpteros, particularmente de la superfamilia Apoidea, en la polinizacién de
las plantas con flores (Kevan & Baker, 1983) es de gran importancia; por lo que se considero
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relevante estudiar el color de las trampas en relacion con este grupo de insectos. El orden
Hymenoptera estuvo representado en un 69 % por abejas (superfamilia Apoidea) y un 31 %
por avispas (superfamilia Vespoidea y Sphecoidea). Entre los Hymenoptera se hallan muchas
especies solitarias, pero también hay unas cuantas de habitos sociales. En este trabajo, el grupo
de himenopteros sociales estuvo compuesto mayoritariamente por la especie Apis mellifera L.
También se capturaron individuos de avispas camoati, Polybia scutellaris (White). El 43 % de
las capturas de abejas sociales se obtuvo en las trampas amarillas, seguido de las blancas con
un 33 % vy, por ultimo, las celestes con 24 % (Tabla 2.1A). No se obtuvieron diferencias
estadisticas entre los colores de trampa (p > 0.05), es decir no se registré que un color fuera
mas eficiente que otro en la captura de himendpteros sociales. Estos resultados no se condicen
con los de Sircom et al. (2018), quienes obtuvieron mayores capturas en las trampas blancas y
celestes, diferencidndose significativamente de las amarillas. Otros estudios (Tuell et al., 2009;
Gollan et al., 2011; Rodriguez-Saona et al., 2012; Heneberg & Bogusch, 2014; Moreira et al.,
2016) donde contabilizaron las capturas de la abeja melifera, concluyeron que estas prefirieron

las trampas blancas sobre las amarillas.

A diferencia de las abejas sociales, los colores de trampas influyeron en las capturas de
himendpteros solitarios. El 48 % de los ejemplares se hallaron en las trampas celestes, y junto
con las blancas (36 %), fueron las que mayor numero de visitantes florales presentaron. Ambos
colores de trampa se diferenciaron de las amarillas que s6lo capturaron un 15 % (p < 0.05). El
mayor nimero de individuos estuvo representado por la morfoespecie Halictidae que fueron
hallados principalmente en las trampas celestes (54 %) y blancas (29 %). Los ejemplares de
Campsomeris bistrimaculata (Lepeletier) (Scoliidae), una avispa nativa con gran actividad en
las flores del cultivo de colza, fueron capturados en mayor medida por las trampas blancas (47
%) y celestes (39 %). Para ambos grupos de visitantes las trampas amarillas presentaron los
menores valores, cercanos a un 15 %. Las trampas celestes fueron las Gnicas que capturaron
ejemplares de Xylocopa augusti (Latreille) (Apidae), los cuales estuvieron muy poco
representados y las capturas se realizaron en la Gltima fecha de muestreo (12 de noviembre)
(Tabla 2.1B).

Dentro de la morfoespecie Halictidae se capturaron ejemplares pertenecientes a los géneros:
Dialictus, Augochloropsis, Pseudagapostemon, Ruizantheda y Halictillus. En dos de los
géneros se pudo llegar a nivel de especie para algunos ejemplares: Halictillus amplilobus y
Ruizantheda divaricata. Estas identificaciones se realizaron gracias a la ayuda de la Dra.
Gonzélez Vaquero quien indico que las hembras de las diferentes especies son dificiles de
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diferenciar; especialmente cuando los ejemplares fueron capturados en trampas de agua donde

su estado se deteriora, complicando el montaje y posterior identificacion.

También se identificaron reinas de Bombus bellicosus Smith. Este género esta representado
también en Argentina por otras especies: Bombus terrestris L. y Bombus ruderatus Fab., que a
diferencia de B. bellicosus son exoticas y han sido reportadas en el oeste de la Patagonia (Roig
Alsina & Aizen, 1996; Torretta et al., 2006). Los abejorros B. terrestris y B. ruderatus
representan un problema en diferentes lugares del mundo en los que fueron introducidos, dado
que se diseminaron y compiten por los recursos florales con los polinizadores nativos (Morales,
2007). En este estudio no se encontraron ejemplares de ninguna de estas dos especies invasoras

ni de otras nativas pertenecientes al género Bombus.

Tabla 2.1: A) Preferencia por los colores de trampa, expresada en porcentaje, segun el grado de
sociabilidad de los himendpteros. B) Preferencia por los colores de trampa, expresada en porcentaje
para los distintos grupos de himenopteros. Letras iguales dentro de una misma fila indican que no se

detectaron diferencias significativas (p > 0.05).

Preferencia de color de trampa  Celeste Blanco Amarillo
A: Sociabilidad % % %
Sociales 23.46a 33.33a 43.21a
No sociales 48.39a 36.02a 15.59b
B: Taxa % % %
Apis mellifera 19.74 35.53 44,74
Halictidae 54.08 29.18 16.74
Xylocopa augusti 100.00 0.00 0.00
Campsomeris bistrimaculata 38.85 47.48 13.67
Otras avispas 66.67 0.00 33.33
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Segun Toler et al. (2005), las trampas de agua podrian provocar una estimulacion supernormal
(Tinbergen & Perdeck, 1950) cuando son de color diferente a la floracion del paisaje. En un
principio se penso que el bajo numero de capturas de himenodpteros no sociales en las trampas
amarillas podria deberse al bajo contraste entre el color de la floracion de colza y el de las
trampas. Resultados similares obtuvieron Cane et al. (2000), quienes trabajaron con Larrea
tridentata (Sessé & Moc. ex DC.) Coville (Zygophyllaceae) de floracion amarilla. Otros
autores (Geroff et al., 2014; Sircom, 2018), también obtuvieron menor nimero de capturas en
las trampas de este color a pesar de trabajar con flores de tonalidades contrastantes. En este
trabajo, las trampas amarillas fueron las que capturaron mayor nimero de ejemplares de abejas
sociales. Por lo tanto, el bajo contraste de color no necesariamente seria el responsable de este

resultado.
Numero de visitas de insectos observados en flores de colza

La mayor actividad de los visitantes florales de colza en el centro sur bonaerense fue entre las
10y 16 h (-3 GMT). La abundancia de Apis mellifera fue significativamente mayor que el resto
de los visitantes florales (p < 0.05), alcanzando el 90 % y 79 % del total de las visitas registradas

en 2016 y 2017 respectivamente (Figura 2.7).

2016 2017
10%

21% ] ]
Apis mellifera Apis mellifera

Otros visitantes Otros visitantes
florales florales
90% 79%

0

Figura 2.7: Porcentaje de Apis mellifera vs “otros visitantes florales” contabilizados con el método de

visitas en un cultivo de colza en el centro sur de la provincia de Buenos Aires.

En los tres horarios de muestreo se registré una alta actividad de pecoreo de la abeja melifera
en las flores de colza, resultando significativamente mayor (p < 0.05) a las 13 h en el primer
afio de muestreo. Las condiciones ambientales influyen notablemente en los horarios de vuelo
como fue registrado por otros investigadores (Ali et al., 2011). En el 2016 los visitantes florales
nativos mostraron diferencias estadisticas en cuanto a la actividad de pecoreo, siendo las 10 h

el horario con menor nimero de visitas (p < 0.05) (Figura 2.8). Esto no se repitié en 2017,
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donde no hubo diferencias entre horarios para la abeja melifera ni para los insectos nativos
(Figura 2.9).
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Figura 2.8: Numero de ejemplares de Apis mellifera vs “otros visitantes florales” contabilizados con
el método de visitas en diferentes horarios durante la floracion de un cultivo de colza en el centro sur
de la provincia de Buenos Aires en el afio 2016. Letras minusculas iguales indican que no se
detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre los horarios de muestreo para Apis mellifera.
Letras mayusculas iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre

horarios de muestreo en los “otros visitantes florales”.

25



2017

40 -+

30 -+

20 - Apis mellifera

Numero

15 - Otros visitantes florales
10

> A A A

10h 13 h 16 h

Figura 2.9: Numero de ejemplares de Apis mellifera vs “otros visitantes florales” contabilizados con el
método de visitas en diferentes horarios durante la floracion de un cultivo de colza en el centro sur de
la provincia de Buenos Aires en el afio 2017. Letras minusculas iguales indican que no se detectaron
diferencias significativas (p > 0.05) entre los horarios de muestreo para Apis mellifera. Letras
mayusculas iguales indican que no se detectaron diferencias significativas con p < 0.05 entre horarios

de muestreo en los “otros visitantes florales”.
Aportes generados por los métodos de observacién directay trampas de agua

Las dos técnicas utilizadas para el relevamiento de visitantes florales proporcionaron diferente

tipo de informacion.

El método de observacion directa a través del conteo de visitas, permitio establecer el niUmero
de visitantes florales en los diferentes horarios de muestreo. Los ejemplares registrados
presentaron actividad sobre las flores, 1o que los muestra como potenciales polinizadores del
cultivo. Este método permitid, ademas, observar un comportamiento diferente de Campsomeris
bistrimaculata respecto a la abeja melifera, dado que se notaba una repentina baja en el nimero
de Campsomeris en las flores de colza cuando el sol se ocultaba por la presencia de nubes. Esto

no sucedia con las abejas.

El uso de trampas de agua permitid registrar mayor diversidad de visitantes florales de colza,

ya que la mayoria de las especies capturadas no se registraron mediante la observacion directa
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de las visitas. Esto coincide con lo reportado por Prendergast et al. (2020), que describe los
métodos de observacion directa de visitantes florales como menos efectivos para distinguir

entre niveles taxondmicos, respecto a las trampas.

En el sur bonaerense, la diversidad de abejas se compone mayormente por especies solitarias
y, de acuerdo con Hutchinson et al. (2022), donde las comunidades de abejas estan constituidas
por gran cantidad de especies solitarias, las trampas de aguas presentan mejor desempefio que
los métodos de observacion directa. La eficiencia de las trampas de agua puede variar segun
los colores, por lo tanto, deberia tomarse en cuenta la composicion de la comunidad de
polinizadores para la eleccion del color (Hutchinson et al., 2022). En este ensayo se utilizaron
tres colores (amarillo, blanco y celeste); aun asi, el método de trampas de agua subestimo el

numero de capturas de la abeja melifera respecto a los registros de observacion directa.

Conclusiones

Numerosas especies de insectos de diversas familias y drdenes visitaron el cultivo de colza en
el centro sur bonaerense. Los himendpteros fueron el grupo mas representado, comprendiendo
numerosas especies de la superfamilia Apoidea. De las especies de himenopteros capturadas,
la abeja melifera es la Unica especie introducida. A través del método de observacion directa,
se corrobord su intensa actividad pecoreadora tanto de néctar como de polen.

Aun cuando la zona de estudio esta altamente modificada por la agricultura, presenté diversidad
de especies nativas como Campsomeris bistrimaculata, Bombus bellicosus, halictidos,
Xylocopa augusti, Colletes sp., etc. La diversidad de especies es vital para, en un futuro y a
través de practicas de produccion respetuosas del ambiente, aumentar el nimero de

polinizadores nativos.
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Capitulo 3: Diversidad y abundancia de visitantes florales

en colza y brasicaceas espontaneas

Introduccion

La alteracion de hébitats y de poblaciones de especies nativas, la introduccion de especies
exoticas y el cambio climatico conducen a la homogeneizacion de los paisajes y de las
comunidades, afectando la disponibilidad de recursos para los diferentes grupos de insectos
con importancia econémica, como los polinizadores (Gomez-Martinez et al., 2022). La
intensificacion agricola plantea una grave amenaza para la biodiversidad (Hendrickx et al.,
2007). Las perturbaciones ambientales debidas a las practicas realizadas en los cultivos afectan
negativamente a las comunidades nativas de plantas y polinizadores. Las areas remanentes de
habitat natural que favorecen el desarrollo de especies nativas, son cada vez menos numerosas,
mas pequefias, aisladas entre si y con una diversidad limitada de flores (Aguero et al., 2018).
El uso inadecuado de herbicidas perjudica claramente las fuentes de alimento de los
polinizadores, generando estructuras paisajisticas homogéneas. Gomez-Martinez et al. (2022)
encontraron mayor abundancia de polinizadores silvestres en areas ricas en flores, y en paisajes
heterogéneos. La diversidad de abejas silvestres esta estrechamente relacionada con la riqueza
floral, ya que los polinizadores dependen de estos recursos en todas sus etapas de vida y castas
(Michener, 2007). Una agricultura mas variada puede contribuir a mantener una mayor
diversidad de polinizadores y, por lo tanto, servicios de polinizacion mas eficientes y estables
(Tscharntke et al., 2005; Mandelik et al., 2012; Garibaldi et al., 2014, 2013; Blaauw & lsaacs,
2014; Aizen et al., 2019). La pérdida y fragmentacion de la naturaleza y de los habitats
seminaturales reducen la estabilidad espacial y temporal de la riqueza de visitantes florales y
servicios de polinizacion en campos de cultivos (Garibaldi et al., 2011; Saez et al., 2014; Kleijn
et al., 2015; Le Féon et al., 2015; Aguero et al., 2018). En consecuencia, la conservacion de la
biodiversidad en los agroecosistemas es un tema importante para aquellos cultivos que
interactan con los polinizadores, porque sin ellos tienden a tener rendimientos mas bajos
(Garibaldi et al., 2013; Potts et al., 2016).

En Europa, resulta preocupante el deterioro de la biodiversidad y algunas empresas sugieren
siembra de especies nectariferas y poliniferas en el margen de los cultivos (Canomanuel, 2011).
Blaauw & Isaacs (2014) propone el uso de tierras marginales para cultivar flores silvestres que

brinden recursos para favorecer a las abejas silvestres y mejorar la polinizacion en los cultivos
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adyacentes. La creacion de habitats con diversidad floral se ha adoptado como el principal
método para conservar y mejorar la abundancia y diversidad de abejas en los agroecosistemas
(Carvell et al., 2006; Winfree, 2010). Las especies espontaneas tienen un alto valor para los
insectos benéficos, normalmente florecen antes, durante y después que los cultivos, ayudando
asi a la supervivencia de polinizadores y enemigos naturales (Altieri & Nicholls, 2004). En el
siglo XX, la pérdida de recursos alimenticios como resultado de la intensificacion agricola fue
la principal causa de las disminuciones en poblaciones de abejas (Roulston & Goodell, 2011,
Carvalheiro et al., 2013; Ollerton et al., 2014; Scheper et al., 2014).

Segun Gomez-Martinez et al. (2022), los polinizadores silvestres tienen una alta plasticidad de
pecoreo y amplian su dieta taxondmica y funcional a medida que aumenta la diversidad de
flores en el paisaje, es decir, que se alimentan de mas especies de plantas y con una mayor
variedad de rasgos. Una mayor diversidad de recursos alimenticios implica més oportunidades
para alimentarse de diferentes especies de plantas. A pesar de esto, los polinizadores son
capaces de adaptar su dieta en ambientes con poca diversidad floral, pero esta situacién podria
dar lugar a deficiencia en la polinizacién y mayor proporcion de especies generalistas (Gomez-
Martinez et al., 2022).

Segun Morandin & Winston (2005) quienes trabajaron en colza, las areas homogéneas
perjudican a las poblaciones de abejas nativas y tienen menor potencial productivo que aquellas
de mayor diversidad vegetal. Los cultivos de colza con areas seminaturales cercanas tenian mas
abundancia de abejas que los campos totalmente rodeados por areas cultivadas, y ademas el
rendimiento fue mayor (Morandin et al., 2007). La conservacion de las areas marginales
cercanas a los cultivos se recomienda incluso en situaciones en las que las abejas meliferas
dominan la comunidad de visitantes florales, ya que existe una mejora en la polinizacion

cuando se encuentran abejas silvestres (Garibaldi et al., 2013).

La colza se caracteriza por tener flores abiertas, donde el néctar y el polen se encuentran
facilmente disponibles para una amplia gama de insectos. Ademas, florece a principios de la
primavera, cuando la disponibilidad de recursos generalmente es limitada. Segin Wood et al.
(2017), quien realiz6 estudios en Inglaterra, el polen del género Brassica es importante para
las abejas solitarias especialmente en el comienzo de la primavera. Los cultivos de floracién
masiva, en particular la colza, se han asociado con mayores densidades de pecoreo abejorros,
y un mayor nimero de colonias en entornos agricolas, debido a una mayor disponibilidad de
recursos durante el desarrollo temprano de las colonias (Westphal et al., 2003; Herrmann et al.,

2007; Wood et al., 2015). Segun Le Féon et al. (2011), las especies de abejas que presentan
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actividad temprana, desde principios de la primavera, utilizan abundantemente los recursos de
la colza. Se ha demostrado la abundancia y riqueza de especies de abejas solitarias en los
cultivos y el margen de campos con colza en relacion con otros sembrados (Delbrassine &
Rasmont, 1988; Calabuig, 2000; Le Féon et al., 2011), pero se sabe poco con respecto a la

influencia de la distribucidn espacial de abejas solitarias en el paisaje.

Se ha argumentado que mantener la diversidad de especies de polinizadores es crucial para
proporcionar resiliencia a los ecosistemas frente a futuros cambios ambientales (Senapathi et
al., 2015). Las comunidades de abejas estdn fuertemente asociadas con la diversidad de
especies de plantas (Potts et al., 2003; Batary et al. 2010), por lo tanto, los planes de manejo
que no contemplen la diversidad de plantas es poco probable que aumenten la diversidad de

abejas, sin importar la cantidad de recursos disponibles.

Un estudio a gran escala, llevado a cabo en cinco taxones de artropodos en siete paises
europeos, mostré que las abejas (Apoidea) estan entre las especies mas sensibles a la
intensificacion agricola (Hendrickx et al., 2007). Los estudios sobre polinizadores que visitan
flores de colza en América del Sur, Argentina y, en particular, la region de la provincia de
Buenos Aires son escasos (Mussury et al., 2003; Araneda Duran et al., 2010; Rosa et al., 2010;
Blochtein et al., 2014; Witter et al., 2014; Mazzei et al., 2021). La familia Brassicaceae tiene
numerosisimas especies cultivadas y silvestres que han sido mencionadas como fuentes de
polen y néctar (Crane et al., 1984; Pierre, 2001; Andrada et al., 2005). Dada la escasez de
estudios de la fauna entomoldgica de la region, tampoco se conoce qué otros visitantes florales
de B. napus obtienen recompensas florales de especies espontaneas de Brassicaceae, que
podrian actuar como fuentes alternativas de alimento para estos insectos. EIl primer paso para
profundizar el tema y entender estas relaciones es identificar los insectos que visitan tanto el
cultivo como las zonas cercanas ocupadas por vegetacion espontanea de las brasicaceas mas

abundantes en la zona de estudio.

Materiales y métodos

La diversidad y abundancia de visitantes florales fue evaluada simultaneamente en el cultivo
de colza y en parches de vegetacion espontanea constituida mayormente por especies
brasicaceas. El ensayo se repitié durante los afios 2017, 2018 y 2019 en la localidad de Tres
Arroyos, en la Chacra Experimental Integrada Barrow (-38.319305, -60.239380). Se sembraron
parcelas de colza de diferentes cultivares y se delimitaron parches de vegetacion natural,
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cercanas a las parcelas de colza (menos de 200 m) en los que no se realizd ningun tipo de

manejo.

En 2017 se utilizaron dos cultivares de colza, Hyola 433 y Bioaureo 2486, sembradas en
parcelas de 1.75 m x 6 m. En 2018 se emplearon los cultivares Hyola 575 y Nuvette 2266,
sembrados en parcelas de 2.56 m x 6 m. Por tltimo, en 2019 se usaron los cultivares Hyola 830
y Macacha, también sembrados en parcelas de 2.56 m x 6 m. El disefio experimental en el 2017
fue en bloques al azar con tres repeticiones y dos réplicas por bloque, en el 2018 y 2019 fue en
blogues al azar con cuatro repeticiones y dos réplicas por bloque. En el 2017, se colocaron

cuatro colmenas a 200 m de las parcelas y se las mantuvo durante los tres afios de ensayo.

En todos los afios de ensayo el cultivo se llevé a cabo en forma convencional, para lo cual se
realizaron labores con una rastra pesada y luego se sembrd con una sembradora a chorrillo a
una densidad de siembra de 60-70 pl m™2. Previo a la siembra, se fertilizd con 60 kg ha de
fosfato diamonico vy se aplicd trifluralina incorporada a razon de 1.250 | ha* para el control de
malezas. Cuando el cultivo se encontraba en estado de roseta (cuatro hojas) se efectud una
fertilizacion con urea de 180 kg ha! y 70 kg ha* de sulfato de amonio. En este mismo estadio,
también se aplicaron 90 cc ha? de Dicamba combinado con 250 cc ha™ de Clopyralid para el

control de malezas.

Durante el periodo de floracion, se utilizaron trampas de agua de color blanco, adoptado
ampliamente en estudios entomoldgicos, que permite capturar gran diversidad de visitantes
florales (Buffington et al., 2021; FAO, 2016; LeBuhn et al., 2012; Toler et al., 2005). Las
trampas consistieron en vasos de plastico de 180 ml que se colocaron al azar: seis en la
superficie de muestreo de colza y seis en el nabon a la altura de las inflorescencias (Figura 3.1).
Los vasos se sujetaron a varillas de hierro torsionado de 8 mm con un adaptador ad hoc que
permitia regular la altura de los mismos. A cada recipiente se le agregaron aproximadamente
90 ml de agua con escamas de jabdn blanco para romper la tension superficial. Las trampas se
activaron semanalmente, durante la floracion de ambas especies (cuatro semanas en la colza y
entre 7 y 11 semanas en las brasicaceas espontaneas) a las 11:00 h (-3 GMT) de la mafiana y
se recolectaron a la misma hora del dia siguiente (24 h de muestreo). Las muestras de insectos

obtenidas fueron etiquetadas y conservadas en etanol al 70%.
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Figura 3.1: Trampas de agua de color blanco para capturar los visitantes florales en parches de

vegetacion espontanea, en la Chacra Experimental Integrada Barrow.

Se contabilizaron los ejemplares correspondientes a los 6rdenes Coleoptera, Hymenoptera,
Diptera, Homoptera, Thysanoptera, Lepidoptera y Heteroptera, mencionados en la bibliografia
como los 6rdenes mas relevantes de visitantes florales (Proctor & Yeo, 1973; Barth, 1991). Se
enfoc6 en el recuento de los himendpteros, dada su importancia como polinizadores,

discriminando entre los individuos pertenecientes a las subfamilias Apoidea y Vespoidea.

Con el fin de corroborar las identificaciones de insectos a campo, se efectuaron capturas con
redes entomoldgicas. Se colocaron los ejemplares en recipientes etiquetados para su traslado al
laboratorio. Se realizaron las identificaciones utilizando lupas estereoscopicas y claves
entomoldgicas (Michener et al., 1994; Michener, 2007; Roig-Jufient et al., 2014), ademas de
consultar con especialistas del Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino
Rivadavia”, Dr. Arturo Roig Alsina y Dra. Rocio Gonzélez Vaquero. Las identificaciones se
hicieron a nivel de 6rden y familia. Cuando fue posible, se lleg6 a nivel de género y especie, 0
bien de morfoespecie. La categoria de “morfoespecie” se utiliza cuando se detectan y delimitan

unidades taxondmicas reconocibles, que resultan del analisis y comparacion de caracteres

32



morfoldgicos facilmente observables y no se puede identificar de forma precisa el nivel de

género y especie (Mendoza Arroyo et al., 2011; Guzman Jacob, 2013; Fuentes, 2015).

Para los analisis estadisticos se utiliz6 el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2018). Los datos
de recuento de insectos fueron transformados a su logaritmo natural (In) y analizados mediante

analisis de la varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de medias de LSD Fisher.

Se identificaron las especies de brasicaceas espontaneas que formaban parte de los parches
muestreados y se registro el periodo de floracion tanto de los parches de espontaneas como del
cultivo. Existen varias clasificaciones fenoldgicas de la colza, que han sido desarrolladas por
institutos de investigacion. En el presente trabajo se utilizo la escala de estados fenoldgicos
propuesta por el Centro de Estudios de Oleaginosas de Francia, CETIOM (Centre Technique
Interprofessionnel des Oléagineux Métropolitains) debido a que es la mas usada en Argentina
y Europa (Aguirre Wibmer & Uriarte Puppo, 2010).

Resultados y discusion

Visitantes florales en colza y brasicaceas espontaneas

Mediante el uso de trampas de agua se estudié la visita de insectos a las flores de brasicaceas
a lo largo de tres afios de ensayos. De acuerdo a los registros tomados utilizando la escala
CETIOM (Iriarte & Valetti, 2008), la floracion de la colza ocurrié entre los meses de octubre
y noviembre, y durd aproximadamente 30 dias en todos los ensayos descritos. A pesar de ser
considerado un cultivo de floracidn larga, los polinizadores requieren otras fuentes de alimento
para cumplir su ciclo de vida. La mayoria de los cultivos, como la colza o el girasol, florecen
masivamente y proporcionan valiosos recursos para los polinizadores. Sin embargo, estos
recursos superabundantes solamente estan disponibles durante periodos cortos de tiempo, por
lo que su contribucion al mantenimiento de poblaciones de polinizadores podria ser de escasa
importancia (Rosado Gorddn et al., 2002; Westphal et al., 2003; Garibaldi, 2013; Rader et al.,
2016).

La posibilidad de que los polinizadores dispongan de recursos alimentarios por periodos
prolongados en areas cultivadas depende de la presencia de especies espontaneas, cuyas
floraciones suelen ser mas desparejas y extensas que las de los cultivos (Mandelik et al., 2012;
Mifarro & Prida, 2013; Morandin & Kremen, 2013; O’Brien & Arathi, 2018) En la zona de

estudio fueron identificadas poblaciones de Brassicaceae espontaneas, como el nabon
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(Raphanus sativus L.) y mostacillas (Rapistrum rugosum L. All., Sisymbrium irio L., e

Hirschfeldia incana (L.) Lagr.-Foss.) (Figura 3.2).

Figura 3.2: Parches de vegetacién con brasicaceas espontaneas cercanos a las parcelas del cultivo de

colza.

En los tres afios de ensayos se observé que el inicio del periodo de floracidn de las especies
espontaneas fue previo a la floracion del cultivo. Una vez finalizada la floracion del cultivo,
los visitantes florales continuaron visitando los parches de espontaneas, ya que su floracion se
extendid, por lo menos, 30 dias mas (hasta fines de diciembre). Con esto se llega a completar
un periodo de floracion de brasicaceas espontaneas superior a 90 dias, que es tres veces mas

extensa que la del cultivo de colza.

En todos los afios se capturaron un gran numero de ejemplares de insectos en los parches de
brasicaceas espontaneas (Figura 3.3). Estos resultados confirman que este tipo de plantas
tuvieron gran relevancia en cuanto a la oferta de alimentos para los visitantes florales y en dos
de los tres afios la cantidad de insectos en estas malezas fue significativamente mayor a los que
visitaron el cultivo (p < 0.05) (Tabla 3.1). A menudo se destacan los efectos adversos y se
ignora el aporte favorable que hacen las especies espontaneas al sustento de las poblaciones de
polinizadores del cultivo y otros insectos benéficos, tal como afirman Altieri & Nicholls
(2004). Otros investigadores (Kearns & Inouye, 1997) han reportado que cuando se elimina

este tipo de plantas, o se reduce significativamente su abundancia, se ven perjudicados tanto
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las poblaciones de polinizadores como también el rendimiento de algunos cultivos.

Figura 3.3: Visitantes florales de colza en Tres Arroyos, Chacra Experimental Integrada Barrow.

A: Polybia scutellaris, B: Eristalinus taeniops, y C: Halictidae.

Tabla 3.1: Numero de visitantes florales capturados en trampas de agua blancas en el 2017, 2018 y
2019. Letras iguales dentro de una misma fila indican que no se detectaron diferencias significativas (p
> 0.05).

Afio Colza Brasicaceas espontaneas
2017 149 a 329b
2018 167 a 348D
2019 104 a 156 a

Los visitantes florales capturados en las trampas de agua correspondieron a diversos Grdenes.
En la Figura 3.4, se presenta la informacion descriptiva de la abundancia de los insectos
capturados clasificados de acuerdo al orden taxonémico. A lo largo de este estudio, tanto en la
colza como en los parches de brasicaceas espontaneas, los individuos méas abundantes
pertenecieron al orden Hymenoptera. Los coledpteros se hallaron en mayor porcentaje en las
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especies espontaneas respecto al cultivo, siendo Astylus quadrilineatus la especie mas
abundante. Por otro lado, se observé que el porcentaje de lepidopteros fue mayor en el cultivo
de colza que en los parches de brasicaceas espontaneas, siendo Plutella sp., una reconocida
plaga del cultivo, la especie mas representada. Los dipteros fueron mas abundantes en la colza
y, entre ellos, se identificaron varias especies de sirfidos. Los sirfidos encontrados en la zona
de estudio pertenecieron a los géneros Allograpta, Toxomerus y Eristalis. Algunos de estos
géneros (Allograpta y Toxomerus) se caracterizan por ser buenos controladores bioldgicos de
pulgones, ademas de ejercer su funcion como polinizadores (Diaz et al., 2020; Torretta et al.,
2021).
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Figura 3.4: Porcentaje de 6rdenes de visitantes florales de cultivo de colza y brasicaceas espontaneas
durante los tres afios de ensayo.
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Ademas de los estudios de visitantes florales totales sobre cultivo de colza y especies
espontaneas, se contabilizaron los insectos en cada fecha de muestreo. La abundancia de los
visitantes florales present6 variabilidad entre fechas de muestreo a lo largo de una misma
temporada de floracion. En los tres afios de ensayos se observo que el inicio y la finalizacion
del periodo de floracion de las especies espontaneas fue mas estable que la del cultivo (Figura
3.5). La fecha de floracion de la colza estuvo determinada por la fecha de siembra y las
caracteristicas propias de cada cultivar. Estos resultados reafirman lo dicho anteriormente de
que los insectos disponian de recursos alimenticios de manera més estable debido a las
espontaneas. En los tres afios de ensayos se capturaron visitantes florales en los parches de

espontaneas antes, durante y después de la floracion del cultivo.

En el 2017 y 2018 no se registraron diferencias estadisticas en el niamero de visitantes florales
capturados en el cultivo de colza entre las fechas de muestreo (p > 0.05) . En el 2019 las
condiciones climaticas de las dos primeras fechas de muestreo fueron de baja temperatura y
poca heliofania, esto se vio reflejado en el bajo nimero de capturas. En los dos muestreos
siguientes mejoraron las condiciones climaticas y el nimero de visitantes florales capturados

fue significativamente mayor.

Si bien se observo en los parches de espontaneas un menor nimero de capturas al principio de
la temporada, los resultados no fueron concluyentes. De manera similar a lo aportado por otros
autores, los dias donde los valores de temperatura y heliofania fueron altos, las capturas fueron
mayores (Bajiya & Abrol, 2017).
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Figura 3.5: Visitantes florales de brasicaceas 2017, 2018 y 2019. Letras minusculas iguales indican
gue no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las fechas de muestreo para el cultivo de
colza. Letras mayuUsculas iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre

fechas de muestreo en los parches de espontaneas.
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Himendpteros en colza y brasicaceas espontaneas

En todos los afios se capturaron un gran nimero de himenopteros tanto en el cultivo como en
los parches de espontaneas. S6lo en el 2017 el nimero de ejemplares capturados en los parches

fue significativamente mayor que en el cultivo (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Numero de himendpteros capturados en trampas de agua blancas en el 2017, 2018 y 2019.
Letras iguales dentro de una misma fila indican que no se detectaron diferencias significativas (p >
0.05).

Afio Colza Brasicaceas espontaneas
2017 97 a 193 b
2018 100 a 158 a
2019 62 a 77 a

Se encontro que la diversidad de himendpteros fue similar entre los sitios de muestreo, aunque
la abundancia resulto6 variable. En el cultivo de colza, los himendpteros sociales estuvieron mas
representados que en los parches de brasicaceas espontaneas. Por lo contrario, en estos Ultimos

se capturaron mayores porcentajes de especies no sociales (nativas).

Al igual que Williams et al. (2001) y Roubik, D. (2001) quienes encontraron que la abundancia
de abejas tenia una fluctuacion asincrénica entre los diferentes afios, en los ensayos de esta
tesis el porcentaje de las especies mas abundantes fue variable entre los afios de muestreo.
Tanto en el cultivo como en los parches de espontaneas, Campsomeris bistrimaculata fue la
especie mas representada (Tabla 3.3). En todos los afios de muestreos, la abundancia de la abeja
melifera fue mayor en el cultivo de colza que en los parches de espontaneas. En el 2017 y 2018,
los halictidos presentaron una proporcion similar tanto en el cultivo como en las espontaneas.
A pesar de esto, en el 2019 fueron méas abundantes en los parches de espontaneas. Segun
Kremen et al. (2002) la diversidad de polinizadores es necesaria para amortiguar las variaciones
poblacionales que se dan naturalmente entre afios. Por lo tanto, especies relativamente poco

importantes en un afio se pueden convertir en las mas abundantes el afio siguiente.
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Tabla 3.3: A) Capturas segun el tipo de flora en los afios 2017, 2018 y 2019, expresada en porcentaje,
segun el grado de sociabilidad de los himendpteros. B) Capturas segun la floraen el 2017, 2018 y 2019,
expresada en porcentaje para los distintos grupos de himendpteros. BE: Brasicaceas Espontaneas.

Ao 2017 2018 2019

Especie Colza BE Colza BE Colza BE
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

A: Sociabilidad

Sociales 36.0 5.2 33.3 9.1 18.3 11.3
No sociales 64.0 94.8 66.7 90.9 81.7 88.7
B: Taxa

Apis mellifera 30.0 5.2 31.3 8.4 18.3 11.3
Halictidae 22.0 23.5 23.2 35.1 31.7 70.0
Xylocopa augusti 2.0 0.5 0 0 0 0

Campsomeris
bistrimaculata 40.0 70.9 43.4 55.8 50 18.8

Otras avispas 6.0 0 2.0 0.7 0 0

La mayoria de las abejas capturadas en los ensayos de esta tesis fueron especies solitarias que
anidan en el suelo. Observaciones propias sobre insectos cautivos de los taxa Bombus sp.
(reinas), Campsomeris sp. y Halictidae, realizadas en el laboratorio, indicaron que estos se
refugian cavando en el suelo. Las areas sin cultivar no solo proporcionan recursos alimenticios
a los polinizadores; también son sitios aptos para la reproduccion de muchas especies de abejas
(Ricketts, 2008; Garibaldi, 2011). Esto coincide con la bibliografia internacional que indica
que varias familias, incluyendo las de los polinizadores arriba mencionados, nidifican en el
suelo (Kearn & Inouye., 1997; Villemant, 2005; Michener, 2007; Roig-Jufient et al., 2014).
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Estas observaciones llevan a suponer que las zonas poco disturbadas beneficiarian a las
poblaciones de estos insectos. Williams (1986), Delaplane & Mayer (2000) y Garibaldi et al.
(2014) encontraron que el nimero de polinizadores silvestres en los cultivos se correlacion6
positivamente con la proximidad de tierras sin cultivar. Steffan-Dewenter et al. (2002)
concluyeron que en ambientes agricolas la diversidad y la abundancia de abejas solitarias
estaba fuertemente correlacionada con la cantidad de tierra seminatural cercana (a menos de o
hasta unos 750 m). Para las abejas sociales presentes en la zona de estudio, como Bombus sp.
y Apis mellifera, no pudieron determinar que existiera esta misma relacion. La destruccion de
areas naturales con grandes superficies de cultivos perjudica mayormente a las abejas solitarias

en comparacion con las abejas sociales (Steffan-Dewenter et al. 2002).

La abundancia de los himendpteros en las diferentes fechas de muestreo a lo largo de una
misma temporada de floracién se presenta en la Figura 3.6. Este estudio no mostr6é un patron
en cuanto a la evolucion de la poblacién de himendpteros a lo largo de los periodos analizados.

Esta informacion coincide con lo reportado en paises europeos (Roubik, 2001; Kremen, 2002).
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Figura 3.6: Himendpteros capturados semanalmente en trampas de agua blancas durante 2017, 2018 y
2019. Letras minusculas iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre
las fechas de muestreo para el cultivo de colza. Letras mayUsculas iguales indican que no se detectaron

diferencias significativas (p > 0.05) entre fechas de muestreo en los parches de espontaneas.
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Conclusiones

En los cultivos de colza y en los parches de espontaneas situados en el centro sur bonaerense
se registraron numerosos Ordenes de visitantes florales. Todas las especies identificadas se

encontraron tanto en el cultivo como en las malezas aledanias.

Las poblaciones de visitantes florales silvestres fueron variables entre los afios muestreados.
Al igual que en la colza, el grupo de los himendpteros resultd el mas representado en los parches

de espontaneas.

Las zonas con brasicaceas espontaneas, aledafas a la colza, brindaron recursos a los visitantes

florales antes, durante y después de la floracion del cultivo.
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Capitulo 4: Carga polinica y tamafio del cuerpo de los
principales visitantes florales del cultivo de colza en el

centro sur bonaerense

Introduccion

Los servicios ecosistémicos son procesos naturales que benefician a los seres humanos. Uno
de los més destacados es la polinizacién y es llevado a cabo por una amplia gama de insectos.
En la busqueda de recursos los polinizadores transfieren el polen desde las anteras hasta los
estigmas, ya sea de la misma o de distintas flores. El polen es la principal fuente de proteinas,
lipidos, vitaminas y minerales en la dieta de las abejas. La cantidad y calidad de polen
recolectado afecta su reproduccion, la alimentacion de las larvas, longevidad y, particularmente
en la abeja melifera la productividad de la colonia (Kleinschmidt & Kondos, 1978; Di Pasquale,
2016). Segun Nicolson & Human (2013) el aporte de esta recompensa es alin mas critico que
el de néctar porque cubre las necesidades nutricionales de las abejas en desarrollo (larvas y

adultos) en cuanto a los elementos nutricionales mencionados.

El nimero de granos de polen que depositan los polinizadores en las flores en cada visita
depende de las caracteristicas morfoldgicas de la flor y del insecto y su comportamiento, y
puede variar ampliamente entre taxa (lvey et al., 2003; King et al., 2013). Algunos visitantes
florales pueden ser parcial o totalmente ladrones de néctar, es decir que lo obtienen sin entrar
en contacto con las estructuras reproductivas y, por lo tanto, no depositan polen sobre la flor
(Maloof & Inouye, 2000; Junker et al., 2010). Factores como la longitud del cuerpo o la
distancia intertegular, y/o la pubescencia pueden influir en la cantidad de polen depositado en

los estigmas (Goulson et al., 2002; Stavert et al., 2016).

El tamafio del cuerpo es una caracteristica clave de los organismos, y varia continuamente
debido a los efectos de la seleccion natural (Chown & Gaton, 2010). Estudios recientes han
demostrado que estan ocurriendo cambios en el tamafio de los polinizadores (0 en un rasgo
funcional correlacionado con el tamafio del cuerpo) en muchos habitats como resultado del
cambio climatico y la homogeneizacion del paisaje (Miller-Struttmann et al., 2015; Renauld et
al., 2016). El tamafio de los polinizadores influye significativamente en la relacion con otros
organismos y con el ambiente. En redes mutualistas, como los sistemas de polinizacion, un

tamafio de cuerpo adecuado garantiza la coincidencia morfoldgica con las flores y asegura que
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ambas partes se beneficien de la interaccion (De Luca et al., 2019). Se cree que la coincidencia
morfoldgica entre polinizadores y flores refuerza la fidelidad floral, ya que asegura que todos
los involucrados se beneficien al mé&ximo: extraccion de recursos para el polinizador y
transferencia exitosa de polen para la planta (Anderson et al., 2010; Anderson et al., 2016;
Solis-Montero & Vallejo-Marin, 2017).

La utilizacion del tamarfio de los himendpteros es fundamental para estandarizar comparaciones
de energia, ecologia de pecoreo, alometria, anatomia, reproduccién y comportamiento sexual
y biologia de nidificacion, entre otros (Cane, 1987). Ademas, es un buen estimador del area de
alimentacion y nidificacion, ya que parece limitar las distancias que las abejas pueden recorrer
(Bailey et al., 2014). La distancia intertegular (DI) es un adecuado estimador del tamafio de los
insectos y permite hacer comparaciones alométricas entre especies (Bailey, 2014). Segln
Hagen & Dupont (2013), el tamafio del cuerpo de las abejas se relaciona con rasgos de su
historia de vida y, por lo tanto, este parametro es cominmente utilizado en estudios ecoldgicos.
El tamafio es dificil de medir en individuos vivos o en ejemplares secos en 10s museos que se
les haya contraido el abdomen o hayan quedado en un angulo inapropiado para realizar las
mediciones. En abejorros se sabe que la distancia intertegular y el ancho de cabeza son

parametros directamente relacionados con el tamafio del cuerpo (Hagen & Dupont, 2013).

Cada vez es mas reconocida la contribucion de abejas silvestres y otros grupos de insectos (por
ejemplo, moscas, escarabajos, mariposas) a la polinizacion dentro de los ecosistemas naturales
y agricolas (Ollerton et al., 2011; Garibaldi et al., 2013; Rader et al., 2016). De toda la clase
Insecta, el orden Hymenoptera es el mas beneficioso para el hombre y contiene muchas
especies valiosas como parasitoides y predadores; también se encuentran los principales
polinizadores, es decir, las abejas (Borror et al., 1989). En estas ultimas, el tamafio corporal
influye en comportamientos relacionados con la alimentacién, la distancia y eficiencia de
pecoreo (es decir, cantidad de polen o néctar recolectado por unidad de tiempo) (Peat et al.,
2005; Greenleaf et al., 2007; Zurbuchen et al., 2010).

Dentro de los himendpteros, se pueden caracterizar dos grandes grupos de visitantes florales:
por un lado, se encuentran las abejas pertenecientes a la superfamilia Apoidea y, por el otro,
las avispas que componen las superfamilias Sphecoidea y Vespoidea. Estos grupos comparten
ancestros en comun (Michener et al., 1994). El habito de aprovisionar los nidos con alimento
de origen animal, como insectos y arafias, se mantiene solo en las avispas, ya que las abejas se
han ido diferenciando utilizando el polen como alimento principal de su descendencia. Junto

con estos cambios en el habito alimentario, se desarrollaron una serie de cambios morfoldgicos
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y cambios de comportamiento. Las abejas presentan el cuerpo cubierto densamente por pelos
largos y ramificados (Pasteels & Pasteels, 1972, citado de Thorp, 1979; Michener, 2007) que
les proporcionan una mayor superficie para la adherencia de polen. Las avispas tienen escasos
pelos simples y cortos. Ademas de los pelos, las abejas exhiben otras adaptaciones para la
obtencion, manipulacién y empaque de polen que les facilita el transporte hasta el nido de cria
(Thorp, 1979). Incluso las abejas macho son a menudo peludas y acumulan considerable
cantidad de polen en sus cuerpos mientras buscan néctar, por lo tanto, pueden desempefiar

papeles importantes en la polinizacion (Thorp, 2000).

Como se menciond anteriormente, existen muchas especies de abejas que presentan diferencias
morfoldgicas y de comportamiento. Las hembras son las encargadas de transportar el polen
recolectado en las flores hacia el nido de cria. Algunas poseen estructuras especializadas en su
tercer par de patas llamadas corbiculas. Las corbiculas o “canastas de polen” son placas
céncavas con pelos largos y curvos en la tibia posterior (Morse & Hooper, 1992). Alli, las
abejas comprimen los granos de polen cosechados junto con néctar y secreciones propias
formando una Unica masa densa de polen con forma arrifionada (carga corbicular). Estas
estructuras son tipicas de la familia Apidae, incluidas las tribus Apini (abejas meliferas),
Bombini (abejorros), Euglossine (abejas de las orquideas) y Meliponini (abejas sin aguijén).
Otras especies de abejas, recogen los granos de polen en estructuras llamadas escopas, las
cuales consisten en concentraciones densas de pelos alargados alrededor de las patas
(Halictidae y Andrenidae) o en la parte ventral del abdomen (Megachilidae) donde los granos
de polen no se unifican, sino que quedan adheridos a esta estructura. Segun Parker et al.,
(2015), la forma en que las abejas preparan el polen para su traslado, afecta su capacidad para
fecundar las flores. Concluyeron que el polen sobre el cuerpo de las abejas y el polen escopal
es completamente funcional para la formacion de frutos; en contraste, el polen corbicular se

deteriora y, por lo tanto, disminuye significativamente su capacidad de fecundar las flores.

Para muchas familias, incluyendo Brassicaceae, la presencia de insectos es esencial en el
transporte de polen (Ricketts et al., 2008). La eficiencia en la polinizacion difiere entre especies
y la capacidad de comparar esta efectividad se dificulta debido a la inconsistencia de la
metodologia utilizada entre los diferentes investigadores (Ne'eman et al., 2010). Con respecto
a las metodologias, los investigadores han utilizado uno o una combinacién de parametros para
evaluar la efectividad de los insectos como polinizadores. Estos pueden incluir informacion
sobre la frecuencia y la duracion de las visitas, la cantidad de granos de polen adheridos al
cuerpo (Garibaldi et al., 2013; Howlett et al., 2018), la cantidad de polen depositado en los
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estigmas en una sola visita (King et al., 2013), el numero de tubos polinicos desarrollados
dentro de los estilos (Zhang et al., 2015) y/o el conjunto de frutos o semillas desarrollados
(Garratt et al., 2014).

En la mayoria de las técnicas mencionadas anteriormente, el tiempo y la mano de obra,
normalmente, son limitantes para llevarlas a cabo con éxito; sobre todo si se quieren evaluar
en numerosos individuos. Una de las técnicas mas comunmente utilizadas es exponer flores
virgenes a las visitas de los polinizadores y luego cuantificar los granos de polen que se
depositaron en el estigma, lo que requiere el seguimiento de las flores virgenes hasta que un
insecto complete su visita (Rader et al., 2009; King et al., 2013). En estos estudios, puede ser
dificil identificar con precision el polen a nivel de especie, ya que, el polen depositado tiene
que ser conespecifico, compatible y viable en el estigma receptivo para que se produzca la
fecundacién (Ne'eman et al., 2010). Por lo tanto, los resultados de esta técnica pueden ser
altamente impredecibles, ya sea en el tiempo empleado como en el tipo de especies que visitan
las flores. Por el contrario, la estimacion de polen suelto en el cuerpo de los polinizadores
(polen no recolectado activamente en las corbiculas) es menos laborioso e intensivo (Dafni,
1992) y podria usarse para evaluar eficiencia de polinizacion (Howlett et al., 2011). Cuanto
mayor sea el numero de granos de polen en el cuerpo de un insecto, mayores son las
posibilidades que tiene de transferir polen viable y compatible a los estigmas y asegurar una
polinizacion y fertilizacidn exitosa (Freitas, 1997). Segun ensayos realizados por Howlett et al.
(2011), sobre una especie brasicacea, el numero de granos de polen en el cuerpo de los insectos
se relaciona directamente con la cantidad de polen que estos dejan sobre el estigma cuando
visitan las flores. La técnica propuesta por este autor tiene la ventaja de que el investigador
puede seleccionar especificamente las especies de polinizadores directamente de las flores, lo
que permite un mayor numero de muestras y especies a obtener. EI muestreo debe ser de al
menos 10 y preferiblemente mas de 30 individuos para obtener una correcta estimacion media
(Howlett et al., 2011). Entre las diversas técnicas que existen para la cuantificacion de polen
(Dafni et al., 2005), se encuentra el Hemocitometro o camara de Neubauer; se presenta como
una herramienta muy eficiente, cuyo uso data de muchos afos atras (Oberle & Goertzen,1952;
Maéda, 1985) pero se continta utilizando en la actualidad (Astiz & Hernandez, 2014; Pinheiro-
Costa et al., 2018; Grandinetti, 2022).

La variedad de insectos presentes en el cultivo de colza en el centro sur de Bueno Aires, llevo
al objetivo de este capitulo que fue determinar si el tamafio de los principales visitantes florales

de colza influye en el nimero de granos de polen adheridos en el cuerpo.
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Materiales y métodos

La cantidad de granos de polen en el cuerpo de los principales visitantes florales de colza,
Brassica napus L., en el centro sur bonaerense fue evaluado durante 2019 en parcelas de colza
ubicadas en la Chacra Experimental Integrada Barrow en la localidad de Tres Arroyos (-
38.319305, -60.239380). Esta variable se estudié en los grupos de visitantes florales méas
abundantes en el cultivo, que surgen de los resultados obtenidos previamente con trampas de

agua de colores.

En el ensayo descrito en el primer capitulo, se establecié que los himendpteros méas abundantes
que visitaron las flores de colza fueron individuos de Apis mellifera, Campsomeris
bistrimaculata y de la morfoespecie Halictidae. A. mellifera fue clasificada segin su
comportamiento sobre las flores de colza, en pecoreadoras de néctar (A. mellifera néctar) y
pecoreadoras de polen (A. mellifera polen). Los ejemplares de C. bistrimaculata se
diferenciaron segdn su morfologia, por lo que las hembras se analizaron independiente de los
machos. Los halictidos capturados fueron hembras y en todos los casos se los observd

pecoreando polen.

Las capturas de los ejemplares estudiados se realizaron directamente sobre las flores del
cultivo. Se muestrearon 20 ejemplares de cada grupo (Freitas, 1997). Para esto, se utilizaron
viales individuales de 15 ml. Cada polinizador fue identificado, capturado directamente con el
vial y colocado en una conservadora para su traslado al laboratorio. Los viales se etiquetaron y

colocaron en freezer a -16 °C hasta su analisis.

Para determinar la cantidad de granos de polen en el cuerpo de los visitantes florales se utiliz6
la metodologia descrita por Marconi & Gallez (2014). Esta consistio en lavar individualmente
los insectos capturados en una solucién de agua destilada y detergente (40 ml de agua destilada
y 0.2 g de Tween 20). El detergente permitio liberar con mayor facilidad los granos de polen
adheridos en el cuerpo del insecto para los conteos correspondientes. En el caso de las abejas
meliferas registradas como “A. mellifera polen”, se les retir6 el tercer par de patas ya que
presentaban cargas corbiculares y este polen no se encuentra disponible para la polinizacion
(Delaplane et al., 2013; Parker et al., 2015).

Una vez preparada la solucion inicial, se colocaron 3 ml en los viales que contenian los
individuos capturados y se agitd en vértex durante 10 minutos. Posteriormente, se retir6 el

cuerpo del insecto y se lo enjuagd con 1 ml de agua destilada que fue colocada dentro del vial.
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Los 4 ml resultantes fueron centrifugados durante 10 minutos a 2500 rpm. Se descartd el
sobrenadante y al precipitado se le agregé agua destilada hasta completar un volumen de 1 ml.
Para garantizar la homogeneidad de la solucion, se agitd con un voértex. De la muestra
homogeneizada, se tomaron cuatro alicuotas para contabilizar los granos de polen en una
camara de Neubauer de 0.9 mm? (Figura 4.1). Se promediaron esas cuatro alicuotas y se calculd
el numero de granos de polen por insecto. El conteo se realizé en un microscopio éptico con

un aumento de 400X.

Figura 4.1: Elementos de laboratorio utilizados. A: vortex; B: camara de Neubauer; C: tubo Falcon de

15 ml; D: pipeta Pasteur.

A cada uno de los ejemplares lavados se les realizaron tres mediciones: el largo del ala derecha
(LA), la distancia intertegular (DI) y el ancho de la cabeza (AC) (Figura 4.2). Se utiliz6 un
calibre marca Rok con una precision de 0.01 mm. Se compararon los diferentes grupos de
polinizadores, tomando en cuenta cada una de estas variables. Para los analisis estadisticos, se
utiliz6 el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2018) y el disefio fue completamente al azar.
Previamente se corroboro la homocedasticidad y normalidad de los datos que fueron analizados
mediante analisis de la varianza (ANOVA). Las medias se compararon mediante el test de LSD

Fisher.
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Figura 4.2: Longitud del ala anterior derecha (LA), ancho de cabeza (AC) y distancia intertegular (DI).
Resultados y discusion

Segun rasgos morfoldgicos, bioldgicos y de comportamiento, se diferenciaron dos grandes
grupos. Por un lado, estan los individuos de la superfamilia Apoidea, es decir, las abejas; por
el otro, la especie Campsomeris bistrimaculata que pertenece a la superfamilia Sphecoidea,
familia Scoliidae, y son avispas. A C. bistrimaculata comtinmente se la conoce como “avispa
de las flores”, ya que presenta una intensa actividad de pecoreo sobre éstas. Si bien las avispas
no precisan recolectar polen para alimentar a sus crias, requieren néctar para satisfacer sus
necesidades energéticas en estado adulto; es en ese momento donde sus cuerpos se llenan de
polen. Otra de las caracteristicas de esta especie, es que presenta dimorfismo sexual (Figura
4.6). Las hembras tienen antenas més cortas, diferente coloracion y son considerablemente mas
grandes que los machos. Esto ultimo les provee a las hembras mayor superficie para trasladar

granos de polen.

Dentro de los grupos estudiados, las hembras de C. bistrimaculata presentaron la mayor
longitud de ala, diferenciandose del resto de los grupos (p < 0.05). Los machos de C.

bistrimaculata tienen alas mas grandes que A. mellifera y que los halictidos. Estos Gltimos son
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el grupo de visitantes florales con el menor tamafo de ala y se diferenciaron de los grupos

restantes (Figura 4.3).
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A. mellifera Halictidos Hembra C. Macho C.
bistrimaculata bistrimaculata

Figura 4.3: Longitud del ala derecha de los principales visitantes florales de colza en el centro sur
bonaerense. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre los

grupos analizados.

No se registraron diferencias estadisticas en el tamafio de cabeza entre C. bistrimaculata macho
y Apis mellifera (p > 0.05). Las hembras de C. bistrimaculata fueron las que presentaron mayor
tamario de cabeza y los halictidos las mas pequefias, ambos grupos se diferenciaron del resto

de los visitantes florales (p < 0.05) (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Ancho de la cabeza de los principales visitantes florales de colza en el centro sur

bonaerense. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre los

grupos analizados.

Para la distancia intertegular, los resultados fueron iguales que para el tamafio del ala; es decir

que se obtuvieron diferencias significativas entre todos los grupos de visitantes florales. Las

hembras de C. bistrimaculata fueron las de mayor distancia intertegular, seguidas por los

machos, luego por A. mellifera y, por altimo, la morfoespecie Halictidae (p < 0.05) (Figura

4.5).
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Figura 4.5: Longitud de la distancia intertegular de los principales visitantes florales de colza en el
centro sur bonaerense. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05)

entre los grupos analizados.

A B

Figura 4.6: Detalle de individuos de Campsomeris bistrimaculata. A: macho; B: hembra.
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A. mellifera “polen” fue el grupo que presentdé mayor cantidad de granos de polen sobre el
cuerpo con un promedio de 26.497 por abeja. Otro grupo que tuvo buena cantidad de polen
sobre el cuerpo fueron los halictidos, con una media de 24.139 granos de polen por individuo.
Cabe destacar que este grupo presento los ejemplares de menor tamafio en comparacion a los
restantes grupos. A. mellifera “néctar” tuvo un promedio cercano a los anteriores de 21.514
granos de polen por abeja, seguido por C. bistrimaculata hembra que presenté una media de
19.078 granos de polen por avispa. Entre estos cuatro grupos no se detectaron diferencias
estadisticas, por lo que, a pesar de tener distintas cantidades de polen promedio, no se puede
concluir que una especie traslade mayor cantidad de polen que otra. A diferencia de esto, los
machos de C. bistrimaculata, con un promedio de 10.439 granos de polen por avispa, fueron
los que trasladaron menor cantidad de polen y se encontraron diferencias estadisticas con las
abejas y las hembras de C. bistrimaculata (p < 0.05) (Figura 4.7).
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< 20000 - B Apis néctar
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=
s 15000 B C. bistrimaculata hembra
10000 m C. bistrimaculata macho
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Figura 4.7: Numero promedio de granos de polen registrados en los diferentes individuos de visitantes
florales capturados sobre el cultivo de colza. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias

significativas (p > 0.05) entre los grupos analizados.
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Figura 4.8: A: granos de polen de colza recolectados en individuos de Campsomeris bistrimaculata y
contabilizados en la camara de Neubauer. B: detalle del grano de polen.

La observacion de varios ejemplares bajo la lupa confirm6 que las especies estudiadas
presentan el cuerpo completamente cubierto por pelos. Los halictidos, al igual que A. mellifera,
presentan pelos ramificados mientras que C. bistrimaculata tiene pelos simples. Los pelos
ramificados permiten generar una mayor superficie de contacto y asi retener el polen sobre el
cuerpo de las abejas. A pesar de esto, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad
de polen que llevaban en el cuerpo las abejas y las hembras de C. bistrimaculata. En el cultivo
de palta (Persea americana) Peréz-Balam et al. (2012) encontraron que la avispa Brachygastra
mellifica transporta cantidades de polen similares a la abeja melifera. Si bien la informacion
sobre las avispas como agentes polinizadores es escasa, estos resultados revalorizan a C.

bistrimaculata como potenciales polinizadores de colza en el centro sur bonaerense.

Como se menciond anteriormente, los halictidos presentan escopas en su tercer par de patas.
Estas estructuras con alta densidad de pelos, cortos y largos, cumplen un papel fundamental en
el transporte de polen hacia el nido de cria. Debido a que éste no fue mezclado con secreciones
salivales ni compactado, es apto para una posible fecundacion de las flores (Parker et al., 2015).
La abundante pilosidad en el cuerpo de los halictidos (incluidas las escopas), hace que, aunque
presenten un menor tamafo corporal, trasladen gran cantidad de polen sobre su cuerpo y sean

buenos vectores para la polinizacién de las plantas.

A. mellifera “néctar”, en su intensa actividad de pecoreo, inevitablemente tiene contacto con
las estructuras reproductivas masculinas de la flor y su cuerpo se cubre de polen. Por lo tanto,
cumplen un papel fundamental en la polinizacion de los cultivos. En esta especie, el polen que

colectan es corbicular y, a diferencia del polen de las abejas con escopas, no se encuentra
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disponible para la polinizacion (Parker et al., 2015). Los resultados de este trabajo indican que,
en un cultivo de colza convencional, el nimero promedio de granos de polen encontrados sobre
el cuerpo de una abeja melifera que pecorea néctar es superior a 20.000 y no difiere
significativamente del de una que pecorea polen, por lo que ambas son buenos agentes
polinizadores. Segun Philippe (1991), el nimero de abejas meliferas que pecorean polen es
netamente inferior al de las recolectoras de néctar. Una cierta cantidad recolecta a la vez néctar
y polen. En cifras generales, 10% de las abejas recolectan solamente polen, 25% néctar y polen
y 65% néctar. Por lo tanto, las abejas pecoreadoras de néctar tendrian mayor incidencia como
polinizadoras, dado que son mucho mas abundantes que las que buscan polen (Fewell &
Winston, 1992).

Los principales visitantes florales de colza del centro sur bonaerense transportan miles de
granos de polen sobre su cuerpo (Figura 4.8). Aunque no se realizaron analisis especificos
sobre eficiencia de polinizacion lograda por las diferentes especies, la abundancia de polen que
transportan estas y su presencia en las flores de colza son claros indicios de su importancia
como polinizadores. EIl tamafio corporal es un rasgo funcional importante que predice: rango
de alimentacion, tasa metabodlica, termorregulacion, supervivencia, fecundidad y puede
desempefiar un papel fundamental en la eficiencia de los polinizadores (Greenleaf et al. 2007).
Es posible que las grandes diferencias de tamafio entre los insectos analizados influyan en la
cantidad de granos de polen que estos dejan en las flores de colza durante sus visitas. Autores
como Garibaldi et al. (2013) concluyeron que los polinizadores silvestres depositan mas polen
en los estigmas por visita que la abeja melifera y que aquellos con cuerpos mas grandes

depositan significativamente méas polen que los mas pequefios.

Las observaciones directas permitieron corroborar que tanto el cuerpo de C. bistrimaculata
como el de los ejemplares de la morfoespecie Halictidae, tuvieron contacto con las estructuras
reproductivas de las flores de colza durante el pecoreo. En futuros estudios es necesario aplicar
otras técnicas de muestreo para complementar los datos obtenidos, y asi ampliar la informacion

sobre la importancia de los polinizadores nativos.

Conclusiones

El tamafio de los visitantes florales del cultivo de colza en el sur bonaerense es muy variable y

estd asociado al taxdn y al sexo de los individuos. Tomando la longitud de las alas de la abeja
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melifera como referencia, la de los halictidos mide en promedio la mitad, mientras que la de

las hembras de C. bistrimaculata mide aproximadamente el doble.

El mayor tamafio de las hembras de C. bistrimaculata le permite trasladar una cantidad de
granos de polen similar a la que transportan las abejas evaluadas, aun cuando la mayor parte
de sus pelos no son ramificados. Los machos de C. bistrimaculata son de menor tamafio que
las hembras de su especie y, a pesar de ser mas grandes que las abejas, transportan

significativamente menos polen en su cuerpo.
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Capitulo 5: Efecto de la polinizaciéon entomofila sobre el

rendimiento del cultivo de colza, Brassica napus L.

Introduccion

Entre las especies de brasicéceas, la de mayor relevancia mundial es,sin dudas Brassica napus
L. (colza, canola), ya que es la tercera oleaginosa en importancia a nivel mundial después de la
palma y la soja (USDA, 2022). Esta especie, se destaca por su elevada participacion en la
produccion mundial de aceites comestibles. Los principales paises productores son la Union
Europea, Canad4, China, India y Australia (Iriarte, 2017), la mayoria de ellos también son
grandes consumidores. El aceite de colza se emplea para consumo humano y como materia

prima en la produccion de biodiesel, ademas del uso de las harinas para la alimentacion animal.

La region pampeana Argentina se caracteriza por presentar grandes extensiones aptas para el
desarrollo de varios tipos de cultivos. El area ha registrado en los Gltimos afios un proceso de
intensificacion de la produccién agricola que hace necesaria una rotacion de cultivos adecuada
para reducir la presién de plagas y enfermedades y mejorar las condiciones de almacenaje de
agua y fertilidad. La inclusion de colza en esa rotacion se presenta como una alternativa
promisoria en los lugares donde las condiciones climaticas permiten solamente la realizacion
de cereales de invierno (trigo, cebada, avena, etc.) (Iriarte & Lopez, 2014). El centro sur de la
provincia de Buenos Aires se destaca por presentarse como una zona muy apta para el

desarrollo del cultivo de colza.

Si bien en el mundo se observa un incremento en la produccion y consumo de colza, en la
Republica Argentina no sucede lo mismo. Para el afio 2020/21 se estimé una produccion de
73,84 millones de toneladas (Mt), y se estima llegard a 83,14 Mt para la campafia 2022/23
(USDA 2022). A pesar de que en nuestro pais existen condiciones agroclimaticas adecuadas
para su cultivo, la produccion de oleaginosas proviene mayormente de soja (Glycine max (L.)
Merr) y girasol (Helianthus annuus L.) y de algunos otros cultivos como el mani (Arachis
hypogaea L.). La colza es una oleaginosa invernal que pertenece a la familia Brassicaceae y al
género Brassica, siendo las especies B. napus y B. campestris las méas difundidas a nivel
comercial. Los genotipos que se encuentran en el mercado argentino pertenecen a la especie
Brassica napus (INTA Barrow, 1996).
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En Argentina, el cultivo de colza se conoce desde 1930. Sin embargo, a pesar que presenta
varios afios de historia, la superficie sembrada no es estable. En la campafia 2012/2013, la
produccion local habia mostrado un notable aumento, alcanzando 128.320 t. Esta tendencia no
se sostuvo Y, en la campafa 2020, se registraron 32.000 t (FAOSTAT, 2022). Actualmente la
produccidn de colza en el pais es de 46 mil toneladas (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, Argentina, 2023), con un rendimiento promedio de 1300 kg ha-1 y 48% de aceite. Las
principales zonas productoras de esta oleaginosa se ubican en el centro sur y sudeste de Buenos
Aires y Entre Rios (Figura 5.1). A diferencia de la mayoria de los cultivos oleaginosos, la colza
es de ciclo inverno-primaveral, lo cual permite acceder al mercado en otra época del afio e
incrementar el abastecimiento de la industria. Ademas, al tratarse de un cultivo de climas
templados a templados frios, permite ampliar la region productora de oleaginosas, brindando

un componente importante en la rotacion agricola (INTA Barrow, 1996).
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Figura 5.1: Distribucion del cultivo de colza en Argentina en promedio para los afios 2017 a 2020.

El efecto de la polinizacion entomofila en el rendimiento del cultivo de colza es un tema
controversial y complejo. Los métodos utilizados para evaluar dicho efecto son diversos, rara
vez comparables y muchas veces incompletos (Ouvrard & Jacquemart, 2018). Algunos
estudios se realizan en pequefias parcelas mientras que otros se desarrollan en campos de varias
hectareas (Westcott & Nelson, 2001; Stanley et al., 2013). Las observaciones se llevan a cabo
en invernaderos o en el campo (Willmer, 2011), en plantas “libres”o cubiertas con jaulas

(Steffan-Dewenter, 2003; Pierre et al., 2010). El rendimiento se evalla a través de diferentes
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parametros (cuajado de frutos, cuajado de semillas, contenido de aceite de semillas, peso de
semillas) en diferentes partes de las plantas (desde varias flores, hasta plantas enteras) o sobre
el rendimiento total (toneladas por hectéarea) (Free, 1993; Gallai et al., 2009; Blochtein et al.,
2014; Bartomeus et al., 2015; Krell et al., 2018; Roubik et al., 2018). También, el efecto de la
polinizacidn entomdfila en un cultivo puede ser evaluado desde diferentes enfoques, desde las
flores e insectos, registrando parametros como el nimero de granos de polen transferidos por
insecto por visita, la viabilidad del polen o el crecimiento del tubo polinico o, desde un punto
de vista agronémico, como el rendimiento final que puede estimarse a escala de campo. Por lo
tanto, se requiere una comparacion de todos estos enfoques y métodos para proponer las formas

mas adecuadas.

Los métodos para determinar la influencia de la polinizacién entomofila en colza ain estan en
debate (Pierre & Renard, 2010; Carrington, 2013; Lindstrém et al., 2015; Marini et al., 2015;
Garibaldi et al., 2016; Potts et al., 2016). Varios autores afirman la completa dependencia de
la polinizacidn por insectos, mientras que otros estiman que la dependencia fue muy baja
debido al viento o a la autopolinizacion (Gallai, 2008; Witter et al., 2014; Ouvrard et al., 2017).
Algunas investigaciones sugieren que el rendimiento en semilla estd mas limitado por la
cantidad de polen que llega a cada flor que por su calidad; fenémeno ligado a la efectividad de
los organismos que intervienen en el traslado de polen y a las condiciones climéticas (Chamer
et al., 2015; Chamer et al., 2004). Es por esto que la participacion de los polinizadores es
esencial para la produccion de semilla hibrida, donde el polen debe ser transportado desde las
lineas androfértiles a los estigmas de las androestériles para lo que es indispensable una

abundante secrecidn de néctar como atrayente para los insectos vectores.

El grado de autocompatibilidad en el cultivo de colza es variable y existen evidencias de que
la polinizacion entomofila mejora el rendimiento (Morandin & Winston, 2005; Sabbahi, 2005;
Bommarco et al., 2012; Witter et al., 2014; Mazzei, 2021). Se han reportado efectos benéficos
de las abejas meliferas sobre el rendimiento de colza (Manning & Wallis, 2005; Sabbahi et al.,
2006). Algunos estudios destacan el papel de Apis mellifera L. como el principal polinizador
de colza (Bommarco et al., 2012; Woodcock et al., 2016; Lindstrém et al., 2018; Perrot, 2018),
pero es sabido que otras abejas sociales, abejas solitarias, dipteros y lepiddpteros también son
considerados importantes polinizadores (Ali et al., 2011; Rader, 2013; Witter et al., 2014,
Phillips, 2018). De hecho, existen interacciones entre las abejas meliferas y los polinizadores

silvestres que impactan positivamente en la eficiencia de la polinizacion (Greenleaf & Kremen,
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2006; Garibaldi et al., 2014). Las abejas meliferas se destacan por presentar diferencias con
algunos de los polinizadores silvestres, como son, el numero de individuos en la poblacion;
caracteristicas en su morfologia (pelos ramificados sobre su cuerpo); sus habitos alimentarios
(polen y néctar) y su comportamiento (fidelidad floral en sus viajes de pecoreo), que las

convierten en vectores muy eficaces del polen (Michener, 2007).

La apicultura es una actividad que, mas alla de la produccién de miel, brinda un importantisimo
servicio a toda la comunidad a través de la polinizacion, y de alli su relevancia para la
sustentabilidad de los sistemas agropecuarios. En la actualidad, el servicio de polinizacion de
cultivos con Apis mellifera es una de las pocas herramientas con la que cuentan los productores
agricolas para garantizar una buena polinizacidn de sus cultivos. Si bien en Argentina también
se comercializa otra especie de abeja para la polinizacion de cultivos, Bombus pauloensis, se
caracteriza por ser mas conveniente en producciones horticolas en invernaderos, tanto por su
alto costo unitario por colonia como por sus caracteristicas biologicas que se adaptan mejor a

este tipo de cultivos.

La polinizacion entomofila en la colza puede aumentar el rendimiento del cultivo dependiendo
del cultivar y la region de produccion (Ouvrard & Jacquemart, 2018). La mayoria de los
estudios fueron realizados en paises europeos y en América del Norte; es poca la informacion
sobre Argentina y Sudamérica (Adegas & Nogueira Couto, 1992; Ouvrard & Jacquemart,
2018; Mazzei et al., 2021). En el centro sur y sudeste de la Provincia de Buenos Aires y este
de La Pampa se producen colzas de tipo invernal y primaveral. En esta regidn, las temperaturas
permiten cubrir los requerimientos de frio que necesita el cultivo para completar todas las

etapas del desarrollo (Iriarte & Lopez, 2014).

La colza es una especie plastica, que puede compensar una baja poblacion de plantas por unidad
de superficie produciendo mas ramas y frutos por planta (Rathke et al., 2006; Iriarte & Valetti,
2008). El rendimiento puede estimarse como el producto del nimero de semillas por unidad de
superficie y el peso promedio de las mismas, y puede evaluarse en parcelas experimentales de
superficie conocida. La cantidad de silicuas por planta y el numero de semillas por silicua son
dos componentes del rendimiento que pueden verse afectadas por la presencia de polinizadores;
no asi la densidad de plantas, que se define previamente a la floracién del cultivo. Otra variable
de importancia econdémica en los cultivos oleaginosos es la variacion del contenido de aceite.
Hay discrepancias respecto a esta variable en las semillas de colza polinizadas por insectos

respecto a las autofecundadas (Adegas & Nogueira Couto, 1992; Montaldo et al., 1996).
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Hay heterogeneidad entre investigadores respecto a cuales son los componentes de rendimiento
de la colza mas influenciados por el ambiente y por las abejas. Algunos sostienen que el nimero
de silicuas por planta es mas importante (Thurling, 1974; Diepenbrock, 2000; Angadi et al.,
2003). Otros como Diepenbrock (2000) indican que el rendimiento depende de varios factores,
ya que la colza tiene alta capacidad de compensacion. Con el fin de contribuir con la
preservacion de los insectos polinizadores que forman parte de los agroecosistemas del centro
sur bonaerense, se realizaron ensayos en parcelas de colza. Especificamente el objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de los polinizadores sobre el rendimiento y sus componentes,
en cultivares de colza utilizados comdnmente en el centro sur de la provincia de Buenos Aires.
Ademas, se evaluo el contenido de aceite en las semillas de colza correspondiente a los

diferentes tratamientos de polinizacion.
Materiales y métodos

El rendimiento del cultivo de colza (Brassica napus L.) bajo el tratamiento de polinizacion
libre y restringida fue evaluado en el centro sur bonaerense durante los afios 2017, 2018 y 2019
en parcelas ubicadas en la Chacra Experimental Integrada Barrow (-38.319305, -60.239380).
Los genotipos utilizados se eligieron segun las caracteristicas de los cultivares y las condiciones
ambientales en el momento de la siembra en cada temporada. Se trabajé con un hibrido y una
variedad en cada afio de ensayo. En 2017 se tomaron muestras en dos cultivares de colza, Hyola
433 y Bioaureo 2486 (de ahora en adelante, Bioaureo), sembradas en parcelas de 1.75 m x 6
m. En 2018 se utilizaron Hyola 575 CL y Nuvette 2286 (de ahora en adelante, Nuvette),
sembrados en parcelas de 2.56 m x 6 m. Por ultimo, en 2019 se utilizaron los cultivares Hyola
830 y Macacha, sembrados en parcelas de 2.56 m x 6 m. El disefio experimental en el 2017 fue
en bloques completos al azar con tres repeticiones y dos réplicas por blogue y en el 2018 y
2019 fue en bloques completos al azar con cuatro repeticiones y dos replicas por bloque. Cada

afio se colocd un apiario de cuatro colmenas a 200 metros de las parcelas.

Las parcelas de ensayo se llevaron a cabo de forma convencional todos los afios. Se realizaron
labores con una rastra pesada y se sembré utilizando una densidad de 60-70 plantas/m?,
considerada adecuada para los cultivares primaverales. Previo a la siembra, se efectud una
fertilizacion de 60 kg ha* de fosfato diaménico y se aplico trifluralina incorporada a razon de
1.5 | ha! para el control de malezas. Cuando el cultivo se encontraba en roseta (4 hojas), se

realiz6 una fertilizacion con 180 kg ha de urea y 70 kg ha* de sulfato de amonio. También en
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el estado de roseta se aplicaron 90 cc ha™* de dicamba combinado con 250 cc ha* de clopiralid

para el control de malezas.

La fecha de siembra se ajustd a las condiciones climéticas, especialmente las lluvias, y a las
caracteristicas propias de los cultivares utilizados. Se sembro el 5/6 y el 7/6 en 2017 y 2019,
respectivamente. En 2018, la siembra se retraso por exceso de lluvias hasta el 2/8. El inicio de
la fecha de floracion estuvo determinado por las caracteristicas de los materiales, fecha de

siembra y las condiciones climéticas propias de cada afio.

Previo al inicio de la floracidn, una parte del cultivo se cubri6 con jaulas excluidoras de insectos
polinizadores (Figura 5.2). Las jaulas, de una superficie de 2 m?y 1.6 m de alto, se construyeron
con cafos plasticos y malla antiafidos de polietileno de alta densidad (PEAD). Las jaulas fueron
retiradas una vez finalizada la floracion para minimizar su interferencia sobre el cultivo. De

esta manera, se evitd el ingreso de insectos al momento de la polinizacion, se garantizé el

desarrollo de los frutos y se estimo el aporte de la polinizacion entoméfila al rendimiento.

Figura 5.2. Jaulas excluidoras de insectos polinizadores en el cultivo de colza en la Chacra

Experimental Integrada Barrow.

El cultivo se cosechd cuando se encontraba en madurez fisiologica. Para determinar este
momento, se utilizo la técnica descrita por el Canola Council of Canada (2013) que se basa en
la observacion del color de los granos. En primer lugar, se divide en forma vertical el tallo

principal en tres sectores y se determina el color de las semillas. Cuando el cultivo se encuentra
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en el momento éptimo de cosecha, en el tercio inferior las semillas (que han madurado primero)
tendran un color marron pardo oscuro. En el tercio medio, el 90 % de las semillas sera de color
verde y el resto puede empezar a colorearse y tener un color marron claro. En el tercio superior,
la mayoria de las semillas seran de color verde y se presentaran firmes al hacerlas rodar entre

los dedos.

Para la obtencion de las muestras se arrojo al azar un cuadro de 0.25 m? dentro de cada parcela.
Se contabilizé el numero de plantas, el nimero de racimos y luego se cosech6 todo el material
de forma manual. Las muestras fueron embolsadas y trasladadas al laboratorio donde se
realizaron las mediciones de los componentes de rendimiento. De cada muestra, se
seleccionaron 20 racimos al azar y se determiné el nimero de silicuas con semillas, las silicuas
que no produjeron semilla y la cantidad de flores que no produjeron silicuas. De cada uno de
los racimos se selecciond al azar una silicua y se determind su largo y la cantidad de semillas
(Figura 5.3). Una vez finalizados los conteos, las muestras fueron almacenadas bajo techo
(temperatura y humedad ambiente) y trilladas individualmente. En 2017, las muestras fueron
trilladas de forma manual; en 2018 y 2019 se utiliz6 una trilladora mecénica disefiada
especialmente para muestras de ensayos; es decir, para volimenes pequefios. El peso de 1000
semillas (P1000) fue determinado a través de un contador de semillas automatico con lector
laser. El porcentaje de humedad y materia grasa (en este trabajo se utilizan las expresiones
“materia grasa” o “aceite” como sinonimos) fue determinado por el Laboratorio de Calidad
Industrial de Granos de la Chacra Experimental Integrada Barrow. El método utilizado fue

resonancia magnética nuclear (RMN); un método analitico no destructivo y rapido.
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Figura 5.3. A. Silicuas de colza con semillas y, dentro del circulo, silicuas que no produjeron semillas.

B. Restos de una flor sin fecundar. C. Medicion de la longitud de una silicua con semillas.

El rendimiento de cada tratamiento se establecid pesando las semillas cosechadas en el area del
cuadro de muestreo (0.25 m?), y expresando el valor en kilogramos por hectarea (Figura 5.4).
Segun Ouvrard & Jacquemart (2018), es la forma mas conveniente de estimar el rendimiento
para el cultivo de colza, ya que al ser una especie plastica el nimero de flores, frutos y semillas

varian notablemente entre cultivares.
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Figura 5.4. Cuadro de 0.25 m? para la obtencion de las muestras de rendimiento y sus componentes.

El porcentaje de cuajado se define como el cociente entre el nimero de frutos llenos y el total
de 6rganos reproductivos (Cantagallo, 2000). Este concepto ha sido utilizado para estudiar la
eficiencia de generacion de rendimiento (semillas o frutos) a partir del nimero total de flores
desarrolladas en una inflorescencia, planta individual o en el cultivo. En este trabajo el

porcentaje de cuajado se establecido a través de la siguiente férmula:

Silicuas con semillas
Porcentaje de cuajado = X 100
Flores que no prod ujeron silicuas + Silicuas que no produjeron semillas + Silicuas con semillas

Es decir, se determind la proporcion de silicuas que produjeron semillas con respecto al

potencial maximo de la planta.

Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de la varianza (ANOVA) y, en caso de detectar
diferencias, las medias fueron comparadas mediante la prueba de LSD Fisher. Previamente se
corroboré la homocedasticidad y normalidad de los grupos de datos. Los analisis estadisticos
fueron realizados mediante el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2018). No se realizaron

comparaciones entre los afios de muestreo, ni comparaciones entre cultivares.
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Resultados y discusion

Se discuten a continuacion los resultados obtenidos en cinco cultivares a lo largo de tres afios
de ensayos. En 2019, debido al ataque de pulgones en las parcelas de la variedad Macacha, los

datos no fueron representativos y no se realizaron los analisis estadisticos correspondientes.

Silicuas por planta

Al analizar el nimero de silicuas por planta contrastando los tratamientos de polinizacion sin
restricciones (libre) vs. acceso restringido a los insectos, se observaron diferencias entre los
materiales utilizados. Si bien el nimero de silicuas por planta en casi todos los ensayos fue
mayor en los tratamientos con polinizacion entomofila, no en todos los cultivares se obtuvieron
diferencias significativas (Figura 5.5). Nuvette y Hyola 575 presentaron diferencias
significativas (p < 0,05) mientras que Hyola 433, Hyola 830 y Bioaureo no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para esta variable.

En los cultivares Hyola 433 y Bioaureo, el numero de silicuas por planta fue de solo un 2 %
mayor cuando los insectos tuvieron acceso a las flores. Resultados similares fueron obtenidos
por Chambo et al. (2014), quienes trabajaron con Hyola 433 en el sur de Brasil, y no
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con polinizacion libre,
polinizacién sélo con Apis mellifera y el tratamiento sin polinizacion entomofila (polinizacion
restringida). Hyola 830 tampoco mostro diferencias significativas atribuibles a la polinizacion
entomdfila (p > 0.05). Otros cultivares utilizados en esta tesis, Hyola 575 y Nuvette,
aumentaron el nimero de silicuas por planta en 18 % y 29 % respectivamente, mostrando
diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los tratamientos de polinizacién libre y restringida. En
la mayoria de la bibliografia consultada, el nimero de silicuas por planta aumenta con la
polinizacion entomofila (Adegas & Nogueira Couto, 1992; Steffan Dewenter, 2003; Sabbahi
et al., 2005; Araneda, 2010; Chambo et al., 2014; Aldemir & Unay,. 2020). Steffan Dewenter
(2003), registraron el doble de silicuas por planta en los tratamientos que tuvieron polinizacion
entomofila. Otros autores, como Sabbahi et al. (2005), obtuvieron un incremento del 22 % en
los tratamientos con polinizacion libre, resultados similares a los obtenidos en algunos

cultivares estudiados en esta tesis.
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Figura 5.5: NUmero de silicuas con semillas por planta de colza en los tratamientos polinizacion libre
y polinizacion restringida para los diferentes cultivares analizados. Letras iguales indican que no se
detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Longitud de las Silicuas

En la Figura 5.6, se presentan los resultados de las mediciones de la longitud que se realizaron
a las silicuas en ambos tratamientos. Esta variable no representa un componente del
rendimiento, sino que podria estar asociada a la cantidad de semillas que se generan en cada
fruto. En este trabajo la diferencia a favor de silicuas més largas en los tratamientos de
polinizacién libre sélo pudo ser demostrada en el cultivar Hyola 830 (p < 0.05). Dada la
variabilidad de los datos, seria necesario contar con un gran numero de repeticiones para poder
confirmar si existen o no diferencias en otros cultivares. Barbier (1978) demostr6 que el
crecimiento y la longitud de los frutos son mayores en las zonas del cultivo cercanas a las
colmenas. También otros autores (Ewert, 1929; Meyerhoff, 1954; Koutensky, 1959),
concluyeron que los frutos son mas largos y contienen mas semillas en los tratamientos con

polinizacion de Apis mellifera.
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Figura 5.6: Longitud de las silicuas en los tratamientos polinizacidn libre y polinizacién restringida
para los diferentes cultivares de colza analizados. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias

significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Porcentaje de cuajado

Como puede observarse en la Figura 5.7, el porcentaje de cuajado en el tratamiento con
polinizacion libre fue significativamente mayor en tres de los cinco cultivares: Hyola 433,
Hyola 575 y Nuvette (p < 0.05). Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Sabbahi
et al. (2005), quienes obtuvieron 61 % de cuajado en el tratamiento de autopolinizacion, 73 %
en el tratamiento con una densidad de 1.5 colmenas ha y 77 % con 3 colmenas ha’. En los
cultivares Bioaureo y Hyola 830 no se obtuvieron diferencias significativas (p > 0.05) y el

porcentaje de cuajado fue similar en ambos tratamientos.
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Figura 5.7: Porcentaje de cuajado en los tratamientos de polinizacion libre y polinizacion restringida
para los diferentes cultivares analizados. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias

significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Semillas/ Silicua

Los tratamientos con polinizacion entoméfila produjeron significativamente mas semillas por
silicua (p < 0,05) (Figura 5.8). Estos resultados son acordes a los de Sabbahi (2005) y Williams
et al. (1987), quienes reportaron que el ndmero de semillas por silicua aumenta
considerablemente en los tratamientos con polinizacién entoméfila. Al germinar los granos de
polen sobre la superficie del estigma, los tubos polinicos se elongan y descienden hacia los
ovulos, fertilizandolos, lo que permite la formacion de semillas en ambos carpelos del ovario.
Este proceso depende de la calidad y la cantidad de granos de polen, si el nimero de granos de
polen viables es menor que el nimero de 6vulos la polinizacion serd incompleta, y por lo tanto,

no todos los 6vulos produciran semillas (Mesquida & Renard, 1984).

Los cultivares Hyola 830 y Nuvette fueron los que presentaron las mayores diferencias, siendo
el nimero de semillas por silicua un 62% y 55 % superior, respectivamente, cuando las flores
fueron visitadas por insectos. La otra variedad utilizada, Bioaureo, presentd un aumento
promedio del 17.5 % en el tratamiento de polinizacion libre. Los hibridos Hyola 433 y Hyola
575 aumentaron 24 % y 35 % respectivamente. Sabbahi et al. (2005) obtuvieron resultados
similares contando una media de 23 granos por silicua, con una densidad de tres colmenas por

hectarea. Diferencias ain mayores fueron informadas por Steffan-Dewenter (2003), quien
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concluyd que el nimero de semillas por silicua fue aproximadamente cinco veces mayor en

experimentos con alta densidad de polinizadores en comparacion con los controles.
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Figura 5.8. Numero de semillas por silicua en los tratamientos polinizacion libre y polinizacién
restringida para los diferentes cultivares analizados. Letras iguales indican que no se detectaron

diferencias significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Peso de 1000

En el presente trabajo no se encontraron diferencias estadisticas para ninguno de los cultivares
analizados en cuanto al peso de 1000 semillas (Figura 5.9). Si bien varios autores (Sabbahi et
al., 2005; Manning & Wallis 2005; Araneda, 2010) concluyeron que el componente de
rendimiento P1000 es mayor en los tratamientos sin polinizadores, este aumento de peso seria
atribuible a una mayor disponibilidad de fotoasimilados para menor cantidad de semillas.
Otros, como Bommarco et al. (2012) obtuvieron mayor peso individual por semilla en los
tratamientos con polinizacion entomdfila. Dada la variabilidad de los datos obtenidos en esta
tesis, seria necesario contar con un mayor nimero de repeticiones para poder confirmar si

existen o no diferencias entre tratamientos para los diferentes cultivares.
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Figura 5.9: Peso de 1000 semillas en los tratamientos polinizacion libre y polinizacién restringida para
los diferentes cultivares analizados. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias

significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Porcentaje de Materia Grasa

Para la mayoria de los cultivares estudiados, se observd que el contenido de materia grasa
tendia a ser algo superior con polinizacién entomofila, pero no se obtuvieron diferencias
significativas entre tratamientos (p > 0.05) (Figura 5.10). Resultados similares fueron
encontrados por Langridge & Goodman (1982), quienes también obtuvieron un promedio
mayor en el contenido de materia grasa en las semillas con polinizacién libre en comparacion

con los tratamientos de polinizacion restringida aunque este aumento no fue significativo.

La relacion entre la polinizacion entomofila y el tenor de materia grasa difiere dependiendo del
cultivo. Por ejemplo, en girasol (Helianthus annuus), la presencia de polinizadores aumenta
significativamente el contenido de aceite en los cultivos (de Oliveira et al., 2018). Esta
diferencia entre especies puede deberse al proceso de obtencion del aceite, ya que en el girasol
se procesa todo el fruto, aunque el aceite se acumula en la pepita que botanicamente es la
semilla. Cuando los capitulos no son visitados por insectos, se obtienen muchos frutos vacios
(o vanos) vy, en la masa de grano, aumenta la relacién céascara/pepita, por lo que se obtiene
menor rendimiento de aceite. En la colza sélo se procesa la semilla, ya que la cascara del fruto

o silicua se descarta en el proceso de trillado durante la cosecha.
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Figura 5.10: Porcentaje de materia grasa en los tratamientos polinizacion libre y polinizacion
restringida para los diferentes cultivares analizados. Letras iguales indican que no se detectaron

diferencias significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Rendimiento

Dentro de las jaulas de exclusion de polinizadores (Polinizacion restringida) se produjo el
cuajado de las flores a través del viento y la autopolinizacién. Los resultados de este trabajo
mostraron, ademas, que el rendimiento del tratamiento Polinizacion libre aumentd

significativamente debido al aporte de la polinizacion entoméfila.

En todos los cultivares analizados, el rendimiento fue significativamente mayor cuando los
insectos tuvieron acceso a las flores del cultivo (Figura 5.11). La diferencia entre tratamientos
para los hibridos Hyola 433, Hyola 575 y Hyola 830 fue de un 27 %, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p < 0.05). Resultados similares fueron obtenidos por Chambd
et al. (2014) quienes trabajaron en el sur de Brasil con Hyola 433 y Hyola 61 obteniendo mayor
rendimiento en los tratamientos con polinizacion libre y polinizacion con Apis mellifera en
comparacion con el tratamiento sin polinizadores. La variedad Bioaureo, al igual que los
hibridos, present6 diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05), siendo un 30 %
mayor el rendimiento con polinizacion libre. En la variedad Nuvette, también se obtuvieron
diferencias estadisticas (p < 0.05); el tratamiento con polinizacion entomofila tuvo un aumento

del 35 % en el rendimiento.
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Al igual que los resultados de esta tesis, varios autores han reportado mejoras en el rendimiento
de la colza debido a la presencia de insectos polinizadores, especialmente la de abeja melifera
(Manning & Wallis, 2005; Sabbahi et al., 2006; Araneda et al., 2010; Chambd, 2014; Aldemir
& Unay, 2020). Si bien todos coinciden con una mejora en el rendimiento, el grado de aumento
a causa de los insectos polinizadores varia notablemente entre estos autores. Estas diferencias
pueden deberse a la variabilidad entre los sitios donde se realizaron los ensayos y a los

diferentes cultivares utilizados.

En los cultivos oleaginosos es usual calcular el rendimiento de materia grasa por unidad de
superficie (Cheema et al., 2001; Woittiez et al., 2017). La importancia en la optimizacion del
rendimiento en el cultivo de colza radica en que, como se detectaron diferencias significativas
en el rendimiento de semillas y no en el tenor de materia grasa, la presencia de los polinizadores
influy6 en el rendimiento de materia grasa por hectarea a través de la primera variable

mencionada.
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Figura 5.11: Rendimiento de grano de los tratamientos polinizacion libre y polinizacion restringida
para los diferentes cultivares analizados. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias

significativas (p > 0.05) entre tratamientos dentro de cada cultivar.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que la visita de insectos polinizadores en el cultivo de

colza mejora la produccion de semilla y esto se traduce en un mayor rendimiento.
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Los cultivares estudiados mostraron diferentes estrategias de compensacion para manifestar un
aumento de la productividad por unidad de superficie frente a la presencia de insectos

polinizadores.
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Capitulo 6: Germinabilidad del polen de colza en

colmenas de Apis mellifera L.

Introduccion

En el ciclo de vida de las plantas, el polen viable es crucial para una eficiente reproduccion
sexual. Los granos de polen se producen en érganos especializados llamados estambres, que
estan compuestos por un tallo de tejido vascular y una antera de dos I6bulos donde se produce
y almacena el polen. Una vez que los granos de polen estan maduros, se produce la dehiscencia
de la antera y son liberados al ambiente. Los vectores mas comunes para el transporte del polen
normalmente son el viento y varios tipos de insectos; esto depende de la especie vegetal.
Cuando el polen alcanza un estigma compatible, forma el tubo polinico que crece a través de
los tejidos del pistilo hacia el ovario para, finalmente, lograr la fecundacion de los 6vulos (Bots
& Mariani, 2005).

Una caracteristica especial de los granos de polen es su pared multicapa altamente resistente a
la degradacion y determinante para conservar la viabilidad; es completamente diferente de la
pared de cualquier otra célula vegetal. En algunas especies, en la superficie de la pared, el polen
presenta una capa de material conocido como trifina o polen kit (Taylor & Hepler, 1997). Esta
sustancia pegajosa puede contener lipidos, proteinas y compuestos fendlicos y es importante

en especies entomofilas.

Algunas de las funciones de esta cubierta son prevenir la desecacion, atraer polinizadores y
proteger contra la radiacion UV; ademas, permite que se adhiera al cuerpo de los insectos para
facilitar la transferencia, aunque los lipidos y las proteinas también juegan un papel importante

para fortalecer la adhesividad entre el polen y el estigma (Dickinson et al., 2000).

La productividad de las plantas cultivadas, especialmente aquellas en las que se cosecha el
fruto, semilla o grano, tiene una alta correlacion con la produccion del polen y con su
viabilidad. Dicha viabilidad puede ser fuertemente influenciada por condiciones ambientales
sub o supra Optimas como sequia, calor y radiacion solar (Shivanna et al.1991; Khatun &
Flowers, 1995; Sato et al., 2002) lo que puede traducirse en una reduccion en el cuajado de
frutos y, por lo tanto, en el potencial del rendimiento. Est4 demostrado que esto sucede con la
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exposicion del cultivo de colza a altas temperaturas durante la floracién (Angadi et al., 2000;
Young et al., 2004).

La produccion de semilla hibrida de colza requiere como progenitor femenino una linea
androestéril; por lo tanto, su fecundacion es posible mediante la intervencion de agentes
polinizadores que transportan polen viable desde una linea androfértil (Delaplane, 2000;
Wescott & Nelson, 2001). La productividad de la linea hembra, la produccién de polen y el
manejo de la sincronia de la antesis floral entre lineas parentales son aspectos de gran
importancia para maximizar los rindes. La abundante oferta de polen se logra mediante la
siembra alternada de surcos de machos y hembras, en proporciones adecuadas para cada
material. Uno de los riesgos en este tipo de produccidn, es la posible contaminacion con polen
de un progenitor masculino que no corresponde al cruzamiento deseado. Se sabe que, en la
colza, la polinizacion cruzada disminuye a medida que aumenta la distancia entre la flor y la
fuente de polen (Hisken & Dietz-Pfeilstetter, 2007). Es por ello que, en la produccién de
semilla hibrida, se define cuidadosamente la distribucion espacial de los lotes manteniendo una
distancia razonable para que la linea androestéril no sea fecundada por el polen de un progenitor
masculino ajeno (Westcott & Nelson, 2001). Normalmente, en este tipo de producciones se
tiene en cuenta el traslado natural del polen, ya sea por el viento, agua, insectos, etc., y no el
realizado por el ser humano de forma involuntaria. Algunos estudios muestran el periodo por
el cual el polen mantiene la viabilidad cuando es trasladado por el viento (Timmons et al, 1995;
Pierre et al., 2002).

A diferencia del traslado del polen realizado naturalmente, el movimiento del polen de forma
antrdpica ha sido muy poco estudiado. En el caso de la polinizacién entomdfila, el tiempo que
el polen permanece viable sobre el cuerpo de los insectos es un aspecto del que se tiene escasa
informacion. Las colmenas dedicadas a la polinizacion para produccion de semilla hibrida
comunmente se trasladan de un lote a otro del mismo cultivo. Eso implica un riesgo, ya que el
polen presente en el interior de las colmenas y/o sobre las abejas podria contaminar la
produccién del nuevo lote, si las lineas androfértiles de los lotes sucesivos son diferentes. El
polen en cuestion no es aquel que ya esta procesado por las abejas (polen prensado o pan de
abeja), sino el que queda como residuo sobre el cuerpo de las mismas o libre en la colmena y
que podria ser trasladado a las flores después de haber estado expuesto a las condiciones

ambientales de la colmena.
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La produccion de semilla hibrida de colza requiere de grandes cantidades de polinizadores en
un periodo de tiempo relativamente corto; especificamente, durante la floracion del cultivo.
Los polinizadores nativos son altamente eficientes en el traslado de polen, pero su baja e
impredecible densidad poblacional hace que, en este tipo de produccion, se necesite la
incorporacion de polinizadores manejados por el ser humano. Apis mellifera L. es, sin dudas,

la especie mas utilizada a la hora de polinizar cultivos y la colza no es la excepcion.

Segln Westcott & Nelson (2001), la carga usada por las empresas productoras de semilla
hibrida de colza en Canada es de dos a cuatro colmenas (que contienen 10 marcos de cria
cubierta por abejas) por hectarea. En la provincia de Buenos Aires generalmente se utiliza una
carga de 6 colmenas por hectarea (comunicacion personal Facundo Dagna Frommherz, 2016).
Las colmenas se trasladan a los lotes de produccion al comienzo del periodo de floracion y se
retiran inmediatamente cuando la misma finaliza. Canada, uno de los principales productores
de colza, ademéas de A. mellifera utiliza, en menor medida, la abeja cortadora de hojas
Megachile rotundata Fabricius como polinizador. Estas abejas son especialmente valiosas en
lugares donde la distancia minima de aislamiento requerida entre campos certificados y
diferentes hibridos o variedades de polinizacion libre es de 1,6 km, ya que tienen menor rango
de vuelo que la abeja melifera y asi se previene la contaminacion cruzada (Wescott & Nelson,
2001).

Si bien, la abeja melifera es una especie cosmopolita ciertas caracteristicas de la colonia no se
modifican, independientemente de las condiciones exteriores. Uno de los factores que es
homogéneo en las colmenas, es la temperatura del nido de cria, dado que los estadios inmaduros
de Apis mellifera requieren condiciones estables de temperatura para su normal desarrollo
(Koeniger, 1978). Los adultos son los encargados de regular la temperatura constante de entre
32y 36 °C en el nido de cria (Simpson, 1961; Crane, 1990; Fahrenholz, 1992; Bujok, 2002;
Stabentheiner, 2010; Stalidzans, 2013). La regulacion de la temperatura en el interior de la
colmena es tan precisa que se establecieron relaciones entre las variaciones de la mismay el

estado de desarrollo de la colonia.

En contraste con la temperatura, las abejas obreras tienen un control limitado sobre la humedad
dentro de la colmena. La humedad dptima varia en distintas areas del nido de cria y esta sujeta
a cambios en las condiciones ambientales externas. Ademas, las obreras dan prioridad a la
regulacion de la temperatura sobre la humedad, lo que implica que, al ajustar la temperatura,

inevitablemente también se ven afectados los niveles de humedad (Human et al., 2006).
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Los granos de polen que ingresan a la colmena adheridos al cuerpo de las abejas estan expuestos
a las condiciones ambientales del interior. En cuanto a los servicios de polinizacion, en general,
se exige a los apicultores el cumplimiento de reglas muy estrictas de movimiento de colmenas
para evitar posibles contaminaciones con polen indeseable, aln sin saber fehacientemente si el
polen que podrian tener las colmenas en su interior conserva su capacidad de germinar. El
objetivo de este trabajo fue establecer el tiempo durante el cual el polen de colza mantiene su
capacidad de germinar dentro de la colmena. Este estudio contribuird a determinar el tiempo
que habré que esperar para trasladar una colmena de un lote de semilla hibrida de colza a otro

lote con diferente progenitor masculino, sin correr el riesgo de contaminacion.
Materiales y métodos

La germinabilidad in vitro del polen expuesto a condiciones ambientales de la colmena, se
evalud por medio de ensayos realizados en los afios 2017, 2018 y 2019. Cada afio se
seleccionaron cuatro colmenas de Apis mellifera tipo Langstroth. A fin de lograr una mayor
comodidad de trabajo se retird uno de los 10 cuadros originales, dejando a cada colmena con
nueve cuadros en total. Observando desde la parte posterior de la colmena, es decir el extremo
opuesto a la piquera, se enumeraron del primero al noveno de los cuadros. Se colocaron
sensores de temperatura y humedad (HOBO Onset H08-032-1S Registrador de datos de
temperatura/HR 64K HOBO Pendant®) en distintas ubicaciones que registraron cada hora las
condiciones ambientales. Los siete cuadros centrales, estaban ocupados mayormente por cria
(operculada y abierta), y los dos laterales por reservas de miel y polen. Se tuvo en cuenta que
no hubiera sintomas evidentes de enfermedades (varroasis, loque 0 nosemosis) y que la postura
de la reina fuera abundante. Previo a la colocacion de las muestras, se agreg6 un alza con cera

labrada para estimular el crecimiento de la colmena y evitar la enjambrazén durante el ensayo.

Las muestras de polen se obtuvieron de plantas de colza (Hyola 433) cultivadas en macetas de
10 I. EI momento con mayores posibilidades de obtener polen capaz de fecundar es
inmediatamente después de la antesis de la flor en la colza, ya que es el momento en que la
capacidad de germinar es maxima (Mesquida, 1987). Atendiendo a este conocimiento fue que,
una vez que la colza estuvo en floracion, se etiquetaron pimpollos maduros (proximos a abrir).
Al dia siguiente a las 7:30 h (-3 GMT), se cosecharon las flores previamente marcadas,
asegurandose de que tuvieran las anteras desarrolladas. Se extrajeron las anteras de todas las

flores cosechadas formando una Unica muestra. En cada uno de 60 tubos Eppendorf de 0.5 ml,
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se colocaron tres anteras al azar de la muestra tomada y, con una aguja histologica, se realizaron
prensados mecanicos para romper los tejidos de las anteras y liberar los granos de polen. Una
vez preparados, los tubos se colocaron abiertos para favorecer la exposicion del polen a las
condiciones del interior de las colmenas. Ademas, fueron sujetados por dos alfileres para evitar
la rotacion del tubo y que se cayera el polen con el movimiento de las abejas (Figura 6.1). Las

muestras se colocaron en tres sitios del interior de la colmena: los cuadros 5, 7 y 9 (Figura 6.2).

Figura 6.1: A: Tubo Eppendorf, sujetado con dos alfileres para evitar la rotacion por el movimiento de

las abejas, con polen de Brassica napus, la flecha indica la muestra de polen en el fondo del tubo; B:
Muestras de polen dentro de una colmena de Apis mellifera; C: Muestras de polen en un cuadro de cria
de A. mellifera (cuadro 5).

Antes de la colocacién de las muestras en las colmenas, se analizé la germinabilidad de 12
muestras de polen recién cosechado; tratamiento denominado 0 h. Los 48 Eppendorf restantes,
se colocaron de a cuatro en tres sectores diferentes dentro de cada colmena. Es decir, que en
total se colocaron doce muestras por colmena. La primera posicion fue en el cuadro central de
la camara de cria (cuadro 5), el cual se caracterizd por tener abundante cria. La segunda
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ubicacion consistio en una situacion intermedia entre el extremo externo de la camara de cria
y el cuadro central de la misma (cuadro 7). Esta ubicacidn, se caracterizo por presentar cria en
el centro del cuadro y reservas de miel y polen en los margenes. La tercera posicién fue en el
extremo externo de la cAmara de cria que se caracterizO por no presentar cria; solo habia

reservas de miel (cuadro 9) (Figura 6.2). Cada 24 h se retir6 un tubo Eppendorf de cada cuadro

de cada una de las colmenas; es decir, 12 tubos en total.

Figura 6.2: A: ldentificacion de los cuadros de una colmena de A. mellifera utilizada para el ensayo;
B: Cuadro del centro de la camara de cria, cubierto completamente por cria (cuadro 5); C: Cuadro
compuesto por cria en el centro, miel y polen en los bordes (cuadro 7); D: Cuadro externo de la cdmara

de cria compuesto por reservas de miel (cuadro 9).

Para determinar el porcentaje de germinacion del polen in vitro, se utilizé la técnica de la gota
suspendida en cdmara himeda, descrita por Li et al. (2010). Consistié incubar los granos de
polen de Brassica napus, en un medio nutritivo a 25 °C y 90 % de humedad relativa durante
dos horas. Con un gotero, se coloc6 medio de cultivo en un portaobjetos y, sobre la gota, se
colocaron las muestras de polen. El portaobjetos se colocd invertido (para dejar la gota

suspendida) en cdmara himeda construida a partir de recipientes plasticos herméticos, con una
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base de papel absorbente completamente humedecido. Una vez cumplidas las dos horas, se
colocd un cubreobjetos sobre la gota para realizar el conteo de los granos de polen en
microscopio optico con un aumento de 400X. Por cada muestra, se contabilizaron 500 granos
de polen y se establecid la relacion entre los granos de polen germinados y los no germinados
(expresada en porcentaje). Se consideraron germinados aquellos granos cuya longitud de tubo

polinico era mayor que el diametro del grano de polen (Li et al., 2010).

El medio de cultivo utilizado para medir la germinabilidad in vitro del polen fue descrito para
girasol por Astiz (2012). Se hizo un ensayo preliminar en el que se comprobd que también era
adecuado para el polen de colza. EI medio de cultivo estuvo compuesto por: 150 g/l
polietilenglicol 6000 (PEG6000); 100 g/l sacarosa; 240 mg/I nitrato de calcio y 100 mg/l &cido
borico. El pH de los medios en todos los casos se mantuvo entre 6,5y 7,0 y fue ajustado con
cloruro de sodio 0.1 N. Se utiliz6 PEG6000 porque es relativamente inerte en el metabolismo
del polen y no puede ingresar a las células (Read et al., 1993). Por otro lado, se prob6 que su
incorporacion en el medio de cultivo genera un desarrollo superior del tubo polinico debido a
que regula la permeabilidad de la membrana plasmaética y brinda estabilidad a la membrana del
tubo polinico (Read et al., 1993). Este medio de cultivo fue preparado disolviendo el PEG6000
en agua destilada para luego afiadir la sacarosa y, por ultimo, el nitrato de calcio y el acido

borico.

Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de la varianza (ANOVA) y, en caso de detectar
diferencias, las medias fueron comparadas mediante la prueba de LSD Fisher. Previamente se
corroboré la homocedasticidad y normalidad de los grupos de datos. Los analisis estadisticos

fueron realizados mediante el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2018).
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Resultados y discusion

Las mayores temperaturas de la colmena se registraron en el cuadro 5, que estaba totalmente
ocupado por la cria. EI promedio de los registros de los tres afios de ensayos fue 34.8 £ 0.8 °C.
En este sitio la temperatura es la mas estable de las registradas y el valor es consistente con lo
reportado por otros autores (Southwick & Heldmaier, 1987; Seeley, 1995; Jones et al, 2004).
El cuadro 7 estaba cubierto por cria en el centro del cuadro y reservas de miel y polen en los
margenes; alli las temperaturas registradas tuvieron un promedio 32.8 + 1.8 °C. A diferencia
de lo ocurrido en las éareas de cria, en las zonas con reservas de miel y/o polen, cuadro 9, las
temperaturas fueron menores y mas variables: 24.9 + 4.1 °C como lo indica el desvio estandar.
A modo de ejemplo, se presentan en la Figura 6.3 los registros de temperatura en los diferentes

sitios de una colmena durante la temporada 2018.
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Figura 6.3: Variacion de la temperatura dentro de una colmena experimental, en las areas de cria y las

areas de reservas de miel y/o polen (-3 GMT).

La humedad relativa dentro de la colmena no arrojo diferencias estadisticamente significativas
entre las areas con cria y las areas con reservas de miel y/o polen a lo largo de los tres afios de
ensayos (p > 0.05). En la Figura 6.4 se presentan, a modo de ejemplo, los registros de humedad

relativa en los diferentes sitios de la colmena durante la temporada 2018.
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Figura 6.4: Variacion de la humedad relativa dentro de una colmena experimental, en las areas de cria

y las areas de reservas de miel y/o polen (-3 GMT).

En todos los afios de ensayos, los mayores porcentajes de germinacion se obtuvieron con el
polen fresco recién retirado de las flores; es decir, durante el tiempo de 0 h. Los resultados
muestran que las condiciones ambientales del interior de la colmena afectaron la
germinabilidad del polen de colza; los granos ubicados en las areas de cria perdieron la
capacidad de germinar luego de 24 horas. No se encontraron diferencias estadisticas en la
germinabilidad entre los cuadros 5y 7, los cuales estaban mayormente compuestos por cria (p
> 0.05). El polen ubicado en areas con reservas de miel y/o polen, cuadro 9, conservé su
capacidad de germinar por mas tiempo en comparacion con el que se ubico en los cuadros con
cria (p <0.05) (Figura 6.5). En esta tltima ubicacion, en el margen de la colmena, se registraron
granos de polen que conservaron la capacidad de germinar hasta 48 horas posteriores a su
entrada en la colmena. En todos los casos, el porcentaje de germinacion del polen luego de 48
h en el interior de la colmena fue < 20 %. La ultima medicion se realizé 72 h luego de haber

colocado el polen en la colmena y todas las muestras arrojaron 0 % de germinacion.

La temperatura no solo afecta a los granos de polen durante su transporte desde la antera y
hasta la germinacion en el estigma, sino también durante el desarrollo en la antera (Morrison,
1993; Sato et al., 2002). Por ejemplo, en especies como algodén (Gossypium hirsutum), maiz

(Zea mays) y tomate (Solanum lycopersicum) temperaturas superiores a los 30 °C durante el
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periodo de emision del polen, pueden afectar su viabilidad (Mitchell & Petolino 1988; Reddy
et al. 1992; Peet et al. 1998; Sato et al., 2002; Kakani et al. 2005; Degrandi-Hoffman &
Chambers, 2006); lo cual puede traer como consecuencia una disminucion en la fecundacion.
Segln Morrison (1993), temperaturas mayores a 27 °C en preantesis reducen la fertilidad del
polen de colza. Morrison (2016) concluyé que en la mayoria de las variedades de colza
analizadas se redujo significativamente la germinabilidad del polen y la longitud de los tubos
polinicos cuando este germinaba a 33 °C. Por lo tanto, los resultados de esta tesis coinciden
con lo expuesto anteriormente, ya que la temperatura en las areas de cria se mantuvo cercana a
35 °C.
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Figura 6.5: Germinabilidad in vitro de los granos de polen de colza luego de permanecer en diferentes
ubicaciones dentro de una colmena de A. mellifera. La curva correspondiente al cuadro 5 se superpone

con la del cuadro 7.

Como se menciond anteriormente, los cuadros mas externos de la cAmara de cria estan sujetos
a variaciones de temperatura mas amplias que los cuadros centrales. Esta influencia de las
condiciones ambientales exteriores se debe a que normalmente los cuadros externos de la
camara de cria tienen reservas de miel y/o polen y las abejas no ejercen un control estricto de
la temperatura como lo hacen en los cuadros con cria. A lo largo de los tres afios de ensayos,
las temperaturas promedio en el cuadro 9 fueron 24.6 + 3.8 °C, 27.3 +3.2°C y 22.7 + 4.0 °C,

en los afios 2017, 2018 y 2019 respectivamente. A pesar de estas diferencias, la germinabilidad
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del polen se redujo sustancialmente a las 48 horas de introducido en la colmena (Figura 6.6).

La capacidad de germinabilidad del polen resulté nula a las 72 horas.
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Figura 6.6: Porcentaje de germinabilidad de los granos de polen ubicados en el cuadro 9 en los afios
2017, 2018 y 2019. Letras iguales dentro de la curva correspondiente a cada afio indican que no se
detectaron diferencias significativas (p > 0.05).

El polen fresco presentd tubos polinicos mas gruesos y con mayor desarrollo. Los granos de
polen que habian pasado 24 h dentro de la colmena desarrollaron tubos polinicos més finos,
mas cortos y convolutados. Por Gltimo, las muestras de polen que habian permanecido 48 h
dentro de la colmena, presentaron tubos polinicos atrofiados (Figura 6.7). Estos resultados son
similares a los publicados por Young et al. (2004), quienes concluyeron que los tubos polinicos
germinados a 35 °C presentaron un crecimiento anormal, eran méas finos y cortos que los
cultivados a 23 °C. Estas malformaciones en los tubos polinicos podrian interferir en la correcta
fertilizacion de los 6vulos y, aln en caso de prosperar, estarian en gran desventaja respecto a

los granos de polen frescos del lote de produccion de semilla de colza.
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Figura 6.7: Desarrollo de los tubos polinicos de
granos de polen de colza luego de diferentes
periodos de tiempo en el interior de una colmena
de A. mellifera (400X). A:0 h; B: 24 h; C: 48 h;
D:72h.
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Conclusiones

Este estudio demuestra que las condiciones ambientales dentro de la colmena de Apis mellifera
son adversas para la germinabilidad de los granos de polen de colza, independientemente de
las condiciones ambientales externas. Aquellos granos que estuvieron en el area de cria pierden
su capacidad de germinar luego de su exposicion a las condiciones de la colmena por 24 h; por
lo tanto, el riesgo de contaminar la produccion de semilla del nuevo lote en el que son
emplazadas es extremadamente bajo. Las condiciones del interior de la colmena no solo
afectaron el porcentaje de germinacion del polen de colza, sino también el desarrollo de los
tubos polinicos.

En el caso de granos de polen que hubiesen permanecido alejados de las areas de cria, donde
las temperaturas son menores y mas variables, su capacidad de germinar se mantuvo por mas
tiempo. En este caso, para evitar el riesgo de contaminacion, la colmena debera permanecer

por lo menos 72 horas fuera del nuevo lote de produccién.

Estos estudios son el puntapié inicial para conocer el riesgo de que las colmenas de Apis
mellifera pudieran transportar polen viable y asi contaminar lotes de produccion de semilla
hibrida de colza. Seria conveniente realizar otros estudios para confirmar el tiempo de espera

necesario para movilizar una colmena de un lote a otro.
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Consideraciones finales y perspectivas

El cultivo de colza ha recibido la atencion de muchos investigadores de diversas regiones del
mundo; sin embargo, algunos aspectos relevantes de la polinizacion no encontraron respuesta
en base a la documentacion bibliografica. La informacion obtenida sobre la diversidad de
visitantes florales de la colza y de algunas especies emparentadas es propia del centro sur de la
provincia de Buenos Aires (Republica Argentina), pero no por ello es poco relevante ya que
los polinizadores son un eslabon clave para la sustentabilidad de los agroecosistemas.

Un tema que genera debate, también relacionado con la polinizacion entomofila, es su
incidencia sobre el rendimiento de la colza. Por tratarse de un cultivo de enorme importancia
econémica en el mundo, la presion de mejoramiento ha ido modificando el grado de
autocompatibilidad de los genotipos comerciales de colza; esto generd gran variabilidad en los
resultados de los trabajos cientificos que abordan el tema. Este estudio brind6 informacion
sobre la influencia de la abeja melifera y de los polinizadores silvestres sobre los componentes
de rendimiento y la produccion de granos de algunos genotipos actualmente utilizados en el
centro-sur de la regién Pampeana. Por otro lado, se necesitaron nuevos estudios para conocer
la cantidad de granos de polen que transportan los insectos polinizadores, y el tiempo de
supervivencia de los granos de polen dentro de las colmenas, informacion que resulta valida en

cualquier contexto.

Los ensayos realizados durante el periodo 2015 - 2019 permitieron aceptar las hipétesis
planteadas. A pesar de la pérdida de biodiversidad documentada a nivel mundial como
consecuencia del aumento de la actividad agricola, en la zona de estudio se comprobd que

numerosas especies de insectos, de diversas familias y 6rdenes, visitaron el cultivo de colza.

Del trabajo realizado se desprende la importancia de la utilizacion de diferentes métodos de
muestreo para cuantificar e identificar visitantes florales. Las trampas de agua permitieron
capturar gran cantidad de especies de insectos. A pesar de esto, fueron menos eficientes en las
capturas de Apis mellifera y abejorros. El método de observacion directa determiné que la abeja
melifera es el polinizador de colza méas abundante. La utilizacion de ambos métodos
complementarios permitio la obtencion de resultados mas representativos de la entomofauna

presente.

De las especies de himendpteros capturadas, la abeja melifera es la Unica introducida. A través
de la observacion directa, se corroboro su intensa actividad pecoreadora tanto de néctar como

de polen. La densidad de abejas meliferas varia en los agroecosistemas, ya que en muchas
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ocasiones los apicultores trasladan sus colmenas a polinizar ciertos cultivos o en busca de
nuevas floraciones para maximizar los rindes de los productos de la colmena. Aun cuando se
encontraban altas densidades de la abeja melifera en las parcelas de colza, se observo actividad

normal de los visitantes florales nativos.

Los datos registrados aportaron informacion valiosa sobre el grupo de visitantes florales que
se encontraban pecoreando el cultivo de colza. EI conocimiento previo respecto a las especies
de insectos que visitan los cultivos en la zona de estudio es escaso, y este trabajo permitio
identificar, a lo largo de tres periodos de floracion, los principales grupos que se encuentran en

el centro sur de la provincia de Buenos Aires.

Las zonas con vegetacion espontanea aledafas a las parcelas de colza presentaron una floracién
mas extensa, brindando recursos a los visitantes florales antes, durante y después de la floracion
del cultivo. Estas zonas cumplen un rol fundamental en el desarrollo de las poblaciones de
insectos benéficos. Al igual que en el cultivo de colza, en los parches de especies espontaneas
se registraron numerosos ordenes de visitantes florales; de hecho, todas las especies capturadas
se encontraron tanto en el cultivo como en las malezas aledafias. Esto indica que los insectos
utilizan ambos recursos. Como era de esperarse, la abundancia de las poblaciones de visitantes

florales silvestres resulté variable en los diferentes afios de muestreo.

La gran diversidad de visitantes florales identificados es un estimulo para implementar
practicas de manejo que favorezcan el aumento y el fortalecimiento de estas poblaciones. Estos
insectos favorecen la polinizacion no s6lo de los cultivos sino también de otras plantas
entomofilas que garantizan la sustentabilidad de los diferentes agroecosistemas. En el centro
sur bonaerense se encuentran visitantes florales de diferentes tamafios polinizando el cultivo
de colza, y todos ellos trasladan un gran niamero de granos de polen en los pelos de su cuerpo,
superior a 10 000 granos por individuo en cualquiera de los grupos estudiados. La diversidad
morfoldgica influye en el transporte de polen. Las diferencias morfoldgicas entre abejas y
avispas podrian hacer suponer que este Ultimo grupo es menos eficiente en el transporte de
polen de colza. No obstante, el mayor tamafio de las hembras de C. bistrimaculata compensé
la ausencia de pelos ramificados, dado que no se detectaron diferencias en la cantidad de polen
adherido en el cuerpo con respecto a las especies de abejas analizadas. Se corrobor6 que los
machos de C. bistrimaculata son de menor tamario que las hembras y trasladan menor cantidad

de polen.
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Los resultados de este trabajo muestran que la visita de insectos polinizadores en el cultivo de
colza mejora la produccion de semilla. Esto se traduce en un mayor rendimiento que, en
definitiva, es el objetivo de todo productor. La colza es altamente plastica, con gran capacidad
de compensacion, dada por sus estructuras reproductivas como ramas, flores o semillas por
silicua. Frente a la presencia de insectos polinizadores, los cultivares estudiados mostraron
diferentes respuestas de los componentes de rendimiento para aumentar la produccion por

unidad de superficie.

La polinizacion entomdfila mejord el rendimiento en todos los cultivares analizados, aun
cuando el nivel de aumento no fue homogéneo. Estos resultados llevan a considerar que cada
productor podria, contando con mas informacion al respecto, evaluar el interés de contratar un
servicio de polinizacion dependiendo del cultivar, el contexto agroclimético y el precio del
servicio. La visita de los polinizadores mejord la cantidad de semilla y no generd variaciones
significativas en el tenor de materia grasa, con lo cual el aumento de rendimiento de semilla

tuvo implicancia directa sobre la produccion de aceite por hectarea.

Se demostré que el estudio de la germinabilidad de los granos de polen de colza que
permanecieron dentro de la colmena es importante particularmente para los apicultores que
realizan servicio de polinizacién y para las empresas semilleras que contratan este servicio. En
los contratos, estas empresas exigen que las colmenas no hayan estado en un cultivo de la
misma especie vegetal por una cantidad de dias previos al comienzo del servicio. Esto significa
un largo tiempo de espera, complicaciones de indole logistica para los apicultores y menor
disponibilidad de colmenas para los semilleros, ya que reduce la posibilidad de que con una
misma colmena se puedan realizar dos servicios de polinizacion en variedades de un mismo
cultivo con diferente fecha de floracién. Se demostré que las condiciones ambientales dentro
de la colmena de Apis mellifera son adversas para la germinabilidad de los granos de polen de
colza, independientemente de las condiciones ambientales externas. Las zonas de cria son las
de mayor temperatura y en 24 h no se registraron granos de polen con capacidad de germinar.
El polen alejado de las zonas de cria perdid su capacidad de germinar en menos de 72 h. Para
evitar el riesgo de contaminacion, alcanza con que la colmena permanezca, por lo menos, 72
horas fuera del nuevo lote de produccion, ya que, a partir de las 48 h la capacidad de
germinabilidad del polen disminuye significativamente y el bajo porcentaje que germina
presenta tubos completamente atrofiados. Los resultados de este trabajo respaldan una
reduccion sustancial del tiempo de carencia que exigen las empresas semilleras y abren la

posibilidad de que se utilice una misma colmena en dos servicios de polinizacion.
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