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. RESUMEN

El servicio ecosistémico que brindan los insectos polinizadores esta en
riesgo debido a la amenaza de sus poblaciones en buena parte del mundo.
Esta “crisis de polinizadores” tendria consecuencias importantes en el
mantenimiento de los ecosistemas naturales y la produccién agropecuaria.

Los abejorros del género Bombus (Hymenoptera: Apidae), abejas
primitivamente eusociales de ciclo anual, son ampliamente reconocidos
como polinizadores eficientes de muchos cultivos. Su empleo como
polinizadores se ha visto facilitado por la obtencion de colonias mediante cria
artificial en algunas especies. En Uruguay estan presentes dos especies
nativas, Bombus atratus distribuida en todo el pais, y Bombus bellicosus,
localizada principalmente al sur del Rio Negro.

En esta tesis se estudio la eficacia de B. atratus como polinizador del
trébol rojo (Trifolium pratense) y del tomate (Solanum licopersicum) en
invernaculo, y se identificaron los principales parasitos y virus que afectan a
esta especie.

Para polinizar un semillero de de trébol rojo en su primera floracion
(diciembre-enero) se emplearon colonias de abejorros B. atratus obtenidas
mediante cria artificial. Los abejorros visitaron el trébol rojo mostrando un

claro gradiente decreciente de distribucién desde la ubicacion de los nidos. A
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lo largo del periodo de floracion el trébol rojo estuvo presente en las
muestras de polen corbicular en una proporcion entre 32 % y 52 %, y en las
muestras de néctar en una proporcion entre 19 % y 52 %. El rendimiento
promedio de semillas a 10, 80 y 160 metros de los nidos fue de 709, 423,
327 kg/ha, respectivamente, mientras que el porcentaje de cuajado fue de
42,7 %, 30,2 % y 25,7 %, respectivamente. Las abejas meliferas estuvieron
muy presentes en el semillero, sin embargo, correlacionando la produccion
de semillas con la presencia de los abejorros mediante un Modelo General
Lineal se pudo determinar que éstos ultimos fueron responsables de la
produccion de casi 400 kg/ha de semillas. Los valores de rendimiento de
semillas en la cercania de los nidos fueron significativamente mayores a los
que se obtienen normalmente polinizando la leguminosa con abejas
meliferas, lo que abre la posibilidad mejorar la produccion nacional de
semillas mediante el empleo de abejorros como polinizadores.

Se realizaron tres experiencias de polinizaciéon de tomate para evaluar
el efecto de los abejorros nativos B. atratus en el porcentaje de cuajado,
peso, diametro, numero de semillas y numero de léculos de tomate
(variedades LAPATAIA y ELPIDA). Se realiz6 una experiencia en el
departamento de Canelones donde se cotejaron los frutos de flores
polinizadas por abejorros y flores no visitadas por los insectos, y dos
experiencias en Salto iguales a la de Canelones pero incluyendo flores
tratadas con hormonas. En los tres invernaculos la visita de los abejorros a
las flores incremento el porcentaje de cuajado entre 13 y 47 % en relacion al
obtenido en flores no visitadas por los insectos. La accion polinizadora de los
abejorros también mejord significativamente el peso, tamafio y numero de
semillas respecto a frutos obtenidos de flores sin acceso a polinizadores en
dos de las tres experiencias realizadas. Por otro lado, en las dos variedades
de tomate se encontro una correlacidon positiva entre el numero de semillas y
el peso (R*=0,37, R?=0,53 para las variedades LAPATAIA y ELPIDA,

respectivamente). Este estudio es el primero en Uruguay que muestra los
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beneficios de utilizar abejorros nativos para mejorar la produccién de
tomates en invernaculos.

El analisis exhaustivo de reinas, obreras de nidos silvestres y obreras
obtenidas mediante cria artificial permitié identificar los microsporidios
Nosema ceranae y Tubilonosema pampeana, un diptero de la familia
Conipidae, el nematodo Sphaerularia bombi, los acaros foréticos Tyrophagus
putrescentinae, Pneumolaelaps longanalis, Pneumolaelaps longipilus,
Kuzinia spp. y Parasitellus fucorum, el Virus de las alas deformadas (DWV),
el Virus de las celdas negras de la reina (BQCV), el Virus de la cria
ensacada (SBV) y el Virus de la paralisis aguda (ABPV). La prevalencia de
N. ceranae fue mayor en las obreras capturadas en el campo (45,9 %) que
en las obreras obtenidas en el laboratorio (13,0 %) y en las reinas (16,6 %).
Las larvas de Conipidae se hallaron solo en las obreras de campo (16,2%) y
en las reinas (10,5 %). El nematodo S. bombi solo se hallé en reinas con una
prevalencia baja (10,5 %). El grupo con mayor prevalencia de acaros fueron
las reinas (73,6 %), seguidos por las obreras de laboratorio (65,2%) y las
obreras de campo (40,5%). En las reinas se presentd la mayor diversidad de
especies de acaros, el 64,3 % presentaron mas de una especie. En el 82,4%
de los abejorros analizados se detectd por lo menos un virus ARN siendo el
BQCV el mas prevalente apareciendo en el 80,9% de las muestras, con una
amplia diferencia con respecto a los demas. Solo para el virus DWV se
hallaron diferencias entre los tres grupos de abejorros estudiados, siendo
mas prevalente en las obreras de campo. Las reinas aparecen como el
integrante de las colonias mas expuesto a los parasitos, especialmente los
acaros. Las colonias de abejorros son de ciclo anual, y solo las reinas
sobreviven en invierno. Esta caracteristica ha moldeado el comportamiento
de los parasitos para reproducirse y propagarse superando el periodo en que
las colonias desaparecen. El confinamiento de las obreras durante la cria
artificial y la disponibilidad de abundante alimento no parecen generar

condiciones adversas importantes desde el punto de vista sanitario.
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Los resultados de esta tesis constituyen un aporte a la produccion
agropecuaria nacional, al demostrar que el abejorro nativo B. afratus es un
eficiente polinizador de dos cultivos de mucha importancia econdémica.
También se brinda informacion exhaustiva sobre los parasitos y virus
presentes en esta especie y el potencial dafio que podria causar en

poblaciones naturales o durante su cria artificial.

Palabras claves: polinizacion, abejorros nativos, trébol rojo, tomate.

Il. SUMMARY

The ecosystem service provided by insect pollinators is at risk due to
the threat to their populations in the most parts of the world. This "pollinator
crisis" would have important consequences in the maintenance of natural
ecosystems and agricultural production.

Bumblebees of the genus Bombus (Hymenoptera: Apidae), primitively
eusocial bees with annual life cycle, are widely recognized as efficient
pollinators of many crops. Its use as pollinators has been facilitated by
obtaining colonies by artificial rearing in some species. In Uruguay, two
native species are present, Bombus atratus distributed throughout the
country and Bombus bellicosus located mainly south of the Rio Negro.

In this thesis, the efficiency of B. atratus as pollinator of red clover
(Trifolium pratense) and tomato (Solanum licopersicum) was studied, and the
main parasites and viruses affecting this species were identified.

To pollinate a red clover seedset in its first bloom (December-January),
B. atratus colonies obtained by artificial rearing were used. Bumblebees
visited the red clover showing a clear decreasing distribution gradient from

the nest location. Throughout the flowering period, thered clover was present
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in the bumblebees’ corbicular pollen samples in a proportion between 32 %
and 52 % and in the bumblebees’ nectar samples in a proportion between
19 % and 52 %. The average seed yield at 10, 80 and 160 meters from the
nests was 709, 423, 327 kg/ha, respectively; while the percentage of fruit set
was 42.7 %, 30.2 % and 25.7 % respectively. Honey bees were very
abundant in the seedbed, however, by correlating seed production with the
presence of bumblebees by means of a General Linear Model, it was
determined that the latter were responsible for the production of almost 400
kg/ha of seeds. Seed yield values near the nests were significantly higher
than those normally obtained by pollinating the legume with honey bees,
which opens the possibility of improving national seed production by using
bumblebees as pollinators.

Three tomato pollination experiences were conducted to evaluate the effect
of native bumblebees B. atratus on the percentage of fruit set and several
fruit caracteristicas: weight, diameter, number of seeds and number of
locules (LAPATAIA and ELPIDA varieties were used). An experience was
made in Canelones department, in which the fruits of flowers pollinated by
bumblebees and flowers not visited by insects were compared, and two
similar experiences in Salto but also including flowers treated with hormones.
In the three greenhouses, bumblebee visits to flowers increased the
percentage of fruit set between 13 and 47 % in relation to that obtained in
flowers not visited by insects. The pollinator action of bumblebees also
significantly improved fruit weight, size and number of seeds with respect to
fruits obtained from flowers without access to pollinators in two of the three
experiences. On the other hand, in the two tomato varieties a positive
correlation was found between the number of seeds and fruit weight (R®=
0.37, R?= 0.53 for the varieties LAPATAIA and ELPIDA, respectively). This
study is the first in Uruguay that shows the benefits of using native
bumblebees to improve tomatoes production in greenhouses.

The exhaustive analysis of queens, workers from wild nests and workers

obtained by artificial rearing/breeding allowed to identify the microsporidia
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Nosema ceranae and Tubilonosema pampeana, a diptera of the family
Conipidae, the nematode Sphaerularia bombi, the phoretic mites Tyrophagus
putrescentinae, Pneumolaelaps Ilonganalis, Pneumolaelaps longipilus,
Kuzinia spp. And Parasitellus fucorum, the Deformed Wing Virus (DWV), the
Black Queen Cell Virus (BQCV), the Sacbrood Virus (SBV) and the Acute
Paralysis Virus (ABPV). The prevalence of N. ceranae was higher in the
workers captured in the field (45.9%) than in the workers obtained in the
laboratory (13.0 %) and the queens (16.6 %). Conipidae larvae were found
only in field workers (16.2 %) and queens (10.5 %). The S. bombi nematode
was only found in queens with a low prevalence (10.5 %). The group with the
highest prevalence of mites were queens (73.6 %), followed by laboratory
workers (65.2 %) and field workers (40.5 %). In the queens there was the
greatest diversity of mite species, 64.3% presented more than one species.
In 82.4 % of the bumblebees analyzed, at least one RNA virus was detected,
with BQCV being the most prevalent appearing in 80.9 % of samples, with a
wide difference from the others. Solo para el virus DWV se hallaron
diferencias entre los tres grupos de abejorros estudiados, siendo mas
prevalente en las obreras de campo. Only for the DWV differences were
found between the three groups of bumblebees studied, being more
prevalent in field workers. The queens appear as the colony member most
exposed to parasites, especially mites. Bumblebee colonies have an annual
cycle and only queens survive the winter. This characteristic has shaped the
behavior of parasites to reproduce and spread exceeding the period in which
colonies disappear. The confinement of workers during artificial
rearing/breeding and the availability of abundant food do not seem to
generate important adverse conditions from a sanitary point of view.

The results of this thesis constitute a contribution to the national
agricultural production, demonstrating that the native bumblebee B. atratus is
an efficient pollinator of two crops of great economic importance.

Comprehensive information is also provided on the parasites and viruses
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present in this species and the potential damage that could be caused in

natural populations or during artificial rearing.

Key words: pollination, native bumblebees, red clover, tomato.

1. INTRODUCCION

1.1.  IMPORTANCIA DE LA POLINIZACION ENTOMOFILA

La polinizacion es el proceso biolégico que consiste en el movimiento
de los granos de polen desde la parte masculina hacia la parte femenina de
la flor, y por el cual las plantas angiospermas aseguran su reproduccion.
Este transporte puede ser realizado por diferentes agentes como el viento o
el agua, pero en su gran mayoria estd mediado por un animal, los que
generalmente visitan las flores buscando algun recurso alimenticio. De esta
forma, los polinizadores brindan un servicio ecosistémico, siendo este
definido como un beneficio para el bienestar humano proporcionado por
organismos que interactuan en el ecosistema (Klein et al., 2007). EI 90 % de
las plantas con flor necesitan de los polinizadores, es por eso que son
considerados especies claves, ya que de ellos depende el mantenimiento de
las comunidades vegetales, la biodiversidad y los cultivos (Ashman et al.,
2004). Recientemente se sefialé que la pérdida de polinizadores en las
proximas décadas podria ser un factor critico en la sostenibilidad de las

poblaciones humanas (Chaplin-Kramer et al., 2019).
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Los polinizadores de mayor importancia son los insectos, y dentro de
éstos se destacan las abejas de la superfamilia Apoidea (Hymenoptera) las
que se alimentan exclusivamente del néctar y el polen de las flores. El néctar
es una importante fuente de carbohidratos para los adultos y el polen, rico en
proteinas, es el alimento indispensable en la etapa larval. Para satisfacer
estos requerimientos alimenticios Ilas abejas poseen estructuras
especializadas (pelos ramificados y corbiculas) para remover y colectar
grandes cantidades de polen de las flores. Adicionalmente, hay varias
especies sociales (abejas meliferas, abejas sin aguijon y abejorros) que
viven en colonias numerosas, con sistemas de comunicacion sofisticados y
reparticion de tareas que aumentan la eficiencia en la colecta de alimento,
por lo que vistan numerosas flores contribuyendo a la polinizacion del 80 %
de las angiospermas (Michener, 2007).

Mas alla de la importancia ecoldgica que tienen los polinizadores,
diversos estudios se han enfocado en su importancia a nivel de la
produccion agropecuaria, ya que el 35 % de los cultivos base de nuestra
alimentacion dependen de la polinizacion entomdfila (Potts et al., 2010; Klein
et al., 2007; Kearns et al., 1998). Traduciendo esto en valor econémico, un
estudio basado en datos productivos de 2005, le atribuy6 a la polinizacion
entomdfila la cifra de 215 billones de ddlares, lo que representd un 10 % de
la produccion global ese afio (Gallai et al., 2009). Incluso los beneficios
econdmicos son mayores si incluimos aquellos cultivos que ven mejorado
sus rendimientos en cuanto a cantidad y calidad de fruto producido (Aizen et
al., 2009). A nivel nacional se determiné que un 77 % de los 3,5 millones de
ddlares de la produccion horticola en el afio 2012 podrian ser atribuidos a las
abejas Apis mellifera. Este valor se calculé a partir de cultivos en los que
existe una dependencia a la polinizacién entomdfila la cual es atendida
mediante la utilizacion de abejas meliferas (Santos et al., 2014).
Considerando que existen diversas especies de abejas nativas con

capacidades polinizadoras diferentes de acuerdo a los cultivos evaluados, el

17



valor total que representaria la accion de los polinizadores en la produccién
agricola en Uruguay seguramente sea mayor.

Desde hace algunos afos se vienen reportando pérdidas de
poblaciones de abejas meliferas, abejorros del género Bombus y otros
insectos polinizadores, advirtiendo las consecuencias ecoldgicas y
productivas que ésta podria acarrear (Geldmann y Gonzalez-Varo, 2018;
Vanbergen et al., 2013; Lautenbach et al., 2012; Bommarco et al., 2011,
Neumann y Carreck, 2010). Esta situacion fue denominada por la FAO como
“crisis de polinizadores” (FAO, 2018), la cual esta dada por diversas causas
que actuan sinérgicamente y que estan estrechamente asociadas a la
actividad humana (Kearns et al.,, 1998). Las mas destacadas tienen que ver
con los cambios en el uso del suelo donde predomina el sistema de
produccion de monocultivo, la pérdida y fragmentacion de los habitats, la
utilizacion excesiva de agroquimicos, la competencia con especies exoéticas
y una mayor susceptibilidad a parasitos y patégenos (Goulson et al., 2015;
Cameron et al., 2011; Goulson, 2010; Potts et al., 2010; Williams y Osborne,
2009).

1.2.  ABEJORROS DEL GENERO BOMBUS

Los abejorros pertenecientes al género Bombus (Hymenoptera:
Apidae) son abejas primitivamente eusociales con un ciclo anual (Michener,
2007). Las jovenes reinas fecundadas emergen de la hibernacion al
comienzo de la temporada calida y cada una funda una nueva colonia
anidando generalmente en cavidades o depresiones en o cerca de la
superficie del suelo. Al principio la reina realiza las tareas de construccion
del nido. En condiciones normales la primera camada, asi como varias
subsiguientes, esta formada exclusivamente por obreras las cuales realizan
todas las actividades de mantenimiento, aprovisionamiento del nido y
cuidado de la cria (Michener, 2007; Goulson, 2003) (Figura 1). Desde el
momento que emergen las primeras obreras la reina se dedica

exclusivamente a poner huevos, aunque también participa en el cuidado de
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la cria. Las colonias continuan su crecimiento y desarrollo hasta que, por lo
general a principios de otofio, ocurre un cambio en la produccion de obreras
hacia la produccion de reproductores (machos y reinas). Los machos
abandonan el nido pocos dias después de emerger, buscan pareja, se
aparean y mueren. Las jovenes reinas luego del apareamiento acumulan
reservas y buscan un lugar resguardado y seco bajo tierra para hibernar. En
algunos casos, antes de comenzar la hibernacion, pueden permanecer por
un tiempo en el nido cumpliendo con las tareas comunes a las obreras,
incluyendo la actividad de forrajeo. En otofio la reina vieja muere, y
paulatinamente también lo hacen las obreras finalizando asi el ciclo de la
colonia (Heinrich, 2004; Goulson, 2003; Free, 1993; Michener, 1974).

workers
produced

Calony development

Queen
foraging

Second colony cycle

{sometimes, in some specie)

Figura 1. Ciclo de vida de los abejorros del género Bombus. Tomado de
Goulson (2010).

El género Bombus representa el unico taxon genérico de la tribu
Bombini, constituido por 239 especies (Michener, 2007), las que se
encuentran ampliamente distribuidas en las regiones Holartica, Oriental y
Neotropical del mundo (Cameron y Williams, 2003). En la region Holartica se
destacan por su abundancia y diversidad, mientras que en la region
Neotropical han sido citadas so6lo 42 especies en una gran variedad de

ambientes, desde el nivel del mar hasta los 4.400 metros en los Andes
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(Abrahamovich et al., 2005; Abrahamovich y Diaz, 2002). De las 24 especies
reportadas en América del Sur, Uruguay cuenta con la presencia de Bombus
atratus (Friese) (syn Bombus pauloensis (Franklin)) (Moure y Melo, 2012;
Franklin, 1912) y Bombus bellicosus Smith (Santos et al., 2017).

Bombus atratus, es una de las especies que posee mayor distribucion
en toda América del Sur (Abrahamovich et al., 2005), llegando a ser
abundante en todo el territorio uruguayo (Santos et al., 2017). Esta especie
tiene la particularidad de presentar polimorfismo cromatico observandose
una forma melanica totalmente negra, y una forma flavinica, con una base
negra y bandas amarilla en térax y abdomen (Abrahamovich et al., 2005;
Salvarrey, 2019). Bombus bellicosus, por su parte, tiene una distribucion mas
restringida al sur del Rio negro, posee una coloracion negra y presenta la
superficie dorsal del térax provisto de gruesos pelos amarillos y la punta del

abdomen de color cobre (Abrahamovich et al., 2004) (Figura 2).

Figura 2. Especies de abejorros nativos presentes en Uruguay. Bombus
atratus, forma melanica (izquierda) y flavinica (centro), y Bombus bellicosus
(derecha).

Considerando las diversas ventajas que poseen los abejorros como
polinizadores y su potencial uso en cultivos comerciales, desde el siglo
pasado se comenzdé a profundizar en la biologia y comportamiento de
numerosas especies con el fin de utilizar sus colonias para mejorar los
rendimientos de cultivos (Velthius y van Door, 2006; Velthuis, 2002). Esto
llevé al desarrollo de la técnica de cria en cautiverio, lo que brindd la ventaja

de desestacionalizar el ciclo natural de las colonias y concretar su utilizacion
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en cualquier momento del ano. A fines de los ‘80 se inicia la
comercializacion de colonias de abejorros para la polinizacion de tomate en
invernaculo, principal cultivo en el que son utilizados hasta la actualidad
(Velthius y van Door, 2006; Velthuis, 2002). Por diversas razones el uso de
abejorros para polinizar dicho cultivo fue econdmicamente rentable y
rapidamente la comercializacion de colonias se fue expandiendo (Velthuis y
van Doorn, 2006).

En la actualidad las colonias de abejorros se comercializan en todo el
mundo tanto para cultivos en invernadero como a campo (Velthuis y van
Doorn, 2006; Matheson, 1996) empleando especies europeas,
norteamericanas y en menor medida, sudamericanas (Salvarrey et al., 2013;
Gennari, 2012; Torres y Gomez, 2009; Estay, 2007; Ruz, 2002). La especie
de abejorro mas comercializada, es Bombus terrestris de origen
euroasiatico, que ha sido introducida fuera de su rango geografico natural
llegando a instalarse en diversos paises del mundo, incluyendo dentro de la
region a Chile y Argentina (Velthuis y van Doorn, 2006; Ruz, 2002; Estay et
al., 2001).

De acuerdo a la forma de alimentar las larvas, B. atratus y B.
bellicosus, pertenecen al grupo “hacedores de bolsillo” (pocket makers),
caracteristica que hace que estas especies sean mas dificiles de criar en
cautiverio (Ptacek y Drobna, 2006; Velthuis y van Doorn, 2006). Aun asi,
afos atras se realizaron experiencias exitosas de cria en varios paises de la
region como Argentina (Gennari, 2012), Brasil (Garéfalo, 1979), Colombia
(Aldana et al., 2007; Cruz et al., 2008) y en Uruguay (Salvarrey et al., 2013).
En la actualidad hay una comercializacion de colonias de B. atratus por parte
de la empresa Brometan (Argentina), la que abastece a algunos productores

de tomates en Uruguay, en una practica comercial aun incipiente.

1.3.  PRINCIPALES PARASITOS Y PATOGENOS DE LOS ABEJORROS

Existen diferentes parasitos y patégenos como virus, bacterias, hongos,

protozoarios, nematodos, microhimendpteros y dipteros parasitoides y
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acaros que afectan a los abejorros (Schmid-Hempel, 2001). Muchos de ellos
cumplen una funciéon natural de regular las poblaciones. Sin embargo, la
introduccién de parasitos no-nativos tiene potencialmente efectos dramaticos
sobre las poblaciones (Daszak et al., 2000).

Las poblaciones de abejorros, al igual que la de las abejas meliferas A.
mellifera y la de otros apidos polinizadores, estan siendo amenazadas en
muchas regiones del mundo por diferentes factores, lo que podria tener
consecuencias negativas en la produccion agricola y el mantenimiento de los
ecosistemas naturales (Potts et al., 2010; Klein et al., 2007; Goulson, 2003).
Entre estas amenazas se destacan diferentes grupos de parasitos,
patdbgenos y virus, algunos especificos del género Bombus y otros
compartidos con otros grupos de insectos (Manley et al., 2015; Daszak et al.,
2000). El extenso comercio y movimiento de abejas meliferas y en menor
medida algunas especies de Bombus (ej. B. terrestris) ha provocado la
dispersién de patdgenos a nuevas regiones donde anteriormente no se
encontraban, fenomeno conocido como “derrame de patogenos” (spillover)
(Graystock et al., 2015; Daszak et al., 2000). EI movimiento de patégenos ya
sea a nivel intraespecifico como interespecifico puede afectar las
poblaciones de abejas.

Uno de los ejemplos mas claros de spillover es el del microsporidio
Nosema ceranae, que se encuentra presente en abejas meliferas (Higes et
al., 2010), abejorros (Li et al., 2012; Arbulo et al., 2015), abejas sin aguijon
(Freitas, 2009; Porrini et al., 2017), abejas solitarias (Euglossini) (Nemésio,
2009) y avispas sociales (Porrini et al., 2017). Otro ejemplo son los virus
ARN mas conocidos de las abejas meliferas, Acute Bee Paralysis Virus
(ABPV), Black Queen Cell Virus (BQCV), Deformed Wing Virus (DWV) y
Sacbrood Virus (SBV), que también se encuentran en abejorros (Alger et al.,
2019; Gamboa et al, 2015), abejas sin aguijén (Alvarez et al., 2018;
Ueira-Viera et al., 2015), algunas especies silvestres solitarias como

Xylocopa augusti (en la que se detectdé DWV) (Lucia et al., 2014) y en otros
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insectos polinizadores como mariposas del orden Lepidoptera (Levitt et al.,
2013) y en sirfidos (Diptera) (Bailes et al., 2018).

Poco se sabe de los diferentes patdgenos, parasitos y virus que
afectan directamente a los abejorros, pero en la actualidad se han reportado
numerosos grupos y especies que estan afectando las poblaciones de

especies nativos en América del Sur.

1.3.1. Microsporidios: Nosema spp y Tubilonosema pampeana.

Entre los microsporidios que parasitan insectos se destacan las
especies del género Nosema por las enfermedades que causan a una
amplia variedad de especies como el gusano de seda, varias plagas
agricolas, abejas meliferas y abejorros (Solter, 2008). Dentro del grupo
Apidae (abejas corbiculadas) se han identificado tres especies del género
Nosema apis, Nosema bombiy N. ceranae (Michener, 2007).

Las esporas de Nosema spp. ingresan al hospedero via oral e infectan
las células epiteliales del intestino, dependiendo de la especie del patégeno
pueden extender la infeccion a otros tejidos. Las esporas germinan en el
intestino e inyectan el esporoplasma dentro de las células epiteliales a través
del filamento polar. En la célula ocurre la multiplicacién del microsporidio
hasta que las esporas maduran y son liberadas a la luz del intestino por lisis
celular. Las esporas maduras son eliminadas con las heces o pueden
re-infectar células vecinas.

Inicialmente la presencia de nosemosis se determind mediante la
deteccidon de esporas en el microscopio 6ptico, basandose en las diferencias
en forma y tamafio de las esporas de N. apis, N. bombi y N. ceranae. La
espora de N. ceranae de forma oval suelen ser mas pequefias que N. apis,
que suele ser mas cilindrica (Huang et al., 2007; Li et al., 2005). Por su parte
las esporas de N. bombi son altamente variables en tamafo y forma
(redondeadas, ovales, alargadas) (Li et al., 2005). Dado los casos de
co-infeccion de mas de una especie de microsporidios, en la actualidad se

utilizan analisis moleculares que son mas especializados para discriminar las

23



especies de Nosema. Estas técnicas basadas en las diferencias genéticas
logran resultados mas rigurosos, que han permitido constatar la presencia de
N. ceranae, cuyo hospedero natural es la abeja asiatica Apis cerana en A.
mellifera (Paxton et al., 2007; Higes et al., 2006), y en algunas especies de
abejorros euroasiaticas como B. terrestris y sudamericanas B. atratus, B.
morio, B. bellicosus (Plischuk et al., 2009; Arbulo et al., 2015).

Adicionalmente, Plischuk et al. (2015) describieron un nuevo
microsporidio infectando individuos de B. atratus en Argentina. A dicho
patdgeno se le adjudico el nombre de Tubilonosema pampeana luego de
constatar genéticamente que pertenece familia Tubilonosematidae. Tras la
diseccion de abejorros se observo que la gran mayoria de los individuos
infectados presentaban alteraciones en el tejido adiposo, que consistian en
agrandamientos en forma de quistes. Se comprobd que este microsporidio
infectaba el tejido adiposo, los tubulos de Malpighi y las células musculares;
el tejido neural, el tracto digestivo y el tejido conectivo también se
encontraban infectados, pero con menos frecuencia. No se encontraron
infecciones en las gbénadas (Plischuk et al., 2015).

Los microsporidios afectan principalmente las funciones digestivas de
sus huéspedes con consecuencias en la fisiologia (desnutricion,
envejecimiento fisioldgico y reducciéon de la longevidad) y el comportamiento
(irregularidades en la reparticion de tareas, disminucion de vuelo, reduccion
en la deteccion y manejo de las flores durante el pecoreo) (Higes et al.,
2013; Gegear et al., 2006; Fries, 1996). Especificamente, en abejorros se ha
reportado una importante reduccibn en la produccion de nuevos
reproductores y una alta mortandad en periodos posteriores a la infeccion
(Graystock et al., 2013b). Con esto, la afeccion causada por los
microsporidios es sefialada como una de las causas mas importantes que
amenazan las poblaciones de abejorros (Brown, 2017; Graystock et al.,
2016).

1.3.2. Nematodos
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Uno de los parasitos mas conocidos en abejorros es el nematodo
Sphaerularia bombi. El ciclo de vida comienza con una hembra de
nematodos apareada que ingresa a la reina de abejorro a través del intestino
o la cuticula mientras ésta esta hibernando en el suelo, y se instala en el
hemocele. El utero del nematodo puede evertirse mientras la reina todavia
esta hibernando o después de que sale de la hibernacion, llegando a su
tamafio maximo (hasta 2 cm de largo) en el plazo de una semana (Goulson,
2003; Poinar y Van der Laan, 1972). El huésped puede albergar multiples
individuos. La hembra de S. bombi pone huevos que rapidamente crecen
dando lugar a numerosas larvas (100.000). Uno de los aspectos mas
intrigantes de este parasito es su capacidad para influr en el
comportamiento de su huésped inhibiendo la liberacion de hormonas que
estimulan el desarrollo de los ovarios. La reina parasitada en lugar de buscar
lugar para anidar y formar una colonia investiga los sitios de hibernacion y
los contamina con parasitos (Goulson, 2003). Las reinas que permanecen
volando al final de temporada generalmente estan infectadas, ya que las
reinas sanas ya han fundado su nido en esta etapa. Las reinas huésped se
vuelven cada vez mas perezosas y finalmente mueren en la primavera o al
comienzo del verano.

Este nematodo tiene gran incidencia en el éxito de cria en cautiverio,
ya que al estar presente en una reina no permite que ésta desarrolle el nido
(Plischuk y Lange, 2012).

1.3.3. Dipteros parasitoides

Dentro de los dipteros parasitoides, las moscas que pertenecen a la
familia Conopidae son las mas comunes asociadas con los abejorros
(Goulson, 2003). Los miembros de otras familias como Tachinidae,
Phoridae, Sarcophagidae y Calliphoridae también han sido reportados
parasitando otras especies de Bombus (Knutson y Murphy, 1990).

El ciclo de vida de los conopidos esta descrito por Alford (1975). El

adulto vuela sobre la flor y espera a una abeja forrajera e inserta un solo
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huevo a través de la membrana del intersegmento dentro del abdomen de su
huésped. Una vez adentro del éste el huevo del parasitoide crece
rapidamente. La larva consume la hemolinfa durante los primeros dos
estadios, pero al tercero y ultimo estadio cambia de alimentacidén y comienza
a alimentarse de tejidos del abdomen y del térax. La muerte del hospedero
se da cerca de los 10-12 dias después de la infeccion (Schmid-Hempel,
2001). Su presencia puede generar respuestas anormales en el huésped,
como patrones de alimentacion alterados y pasar la noche afuera, lo que
también afecta la capacidad de colectar néctar para la colonia
(Schmid-Hempel y Schmid-Hempel, 1991).

Una de las especies mas conocida es Physocephala nervosa, la cual
se ha registrado en varias especies de abejorros (Goulson, 2003). Los
conocimientos sobre especies de dipteros sudamericanas de Bombus son
pocos, limitados a los descriptos por DeSantis (1989), Lucia et al. (2013),
Abdalla et al. (2014) (Plischuk et al., 2016). Especificamente Plischuk et al.
(2016) encontraron en Uruguay la presencia de larvas de P. nervosa en B.

atratus con una prevalencia de 1 a 8%.

1.3.4. Acaros

Existen al menos 15 géneros de acaros asociados a los abejorros,
dentro de éstos los mas frecuentes son: Pneumolaelaps, Parasitellus,
Scutacarus, Hypoaspis y Kuzinia (Revainera et al., 2014; Rozéj et al., 2012;
Maggi et al., 2011). La relacion acaro-abejorro esta dada por la foresis,
fendbmeno que se da cuando un organismo utiliza a otro como medio de
transporte y se diferencia del parasitismo porque en este caso el acaro no se
alimenta del “hospedero”. Los acaros presentan poca movilidad y son muy
pequefios por lo que les resulta facil adherirse a un abejorro para
dispersarse a nuevos habitats (Evans, 1992).

Si bien no se alimentan de sus hospederos, el efecto de los acaros
sobre los abejorros es muy debatido. Muchos grupos se alimentan de ceras

y polen y otros de pequeios nematodos y hongos por lo que serian
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beneficiosos para los abejorros. Sin embargo, hay reportes que presentan a
los acaros como una de las explicaciones de la disminucion de poblaciones
de abejorros, mostrandolos como un agente de infeccion que facilitan la
introduccién de hongos y demas patégenos. Por otro lado, en su etapa
forética pueden afectar las habilidades de vuelo y por lo tanto modificar el
comportamiento de forrajeo de los individuos (Hubert et al., 2003).

Dado sus habitos alimenticios los acaros estan asociados con el estado
sanitario de las colonias, las situaciones de confinamiento pueden favorecer
la diversidad de acaros y de patdgenos que causen un impacto sobre el éxito
de cria.

Las especies de acaros encontradas sobre abejorros sudamericanos
son las siguientes: Kuzinia laevis, Kuzinia americana, Scutacarus acarorum,
Pneumolaelaps longanalis, = Pneumolaelaps longipilus,  Tyrophagus
putrescentinae, Parasitellus fucorum y el acaro traqueal: Locustacarus
bruchneri (Plischuk et al., 2016; Revainera et al., 2014; Maggqi et al., 2011).

1.3.5. Virus

Dentro de las causas que provocan la disminucién de las poblaciones
de polinizadores se destacan la presencia de diferentes virus infectando
diferentes especies de apidos. En este contexto han habido reportes de virus
que originalmente estaban presentes en una especie de abeja y que luego
se han encontrado en una nueva especie “blanco”. Tal es el caso reportado
por Bailey y Gibbs (1964) detectaron infecciones del virus de la Paralisis
aguda de las abejas (ABPV) en varias especies de abejorros.
Adicionalmente, Genersch et al. (2006) identificaron el virus de las Alas
deformadas (DWV) en aproximadamente el 10 % de reinas de B. terrestris
en un criadero comercial. Una forma muy utilizada para estimular la
ovoposicion de la reina en condiciones de cautiverio es ponerles obreras de
A. mellifera, esto puede ser una de las causas de la alta prevalencia de virus

en reinas de cria.
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En Uruguay A. mellifera presenta los siguientes virus: virus de las Alas
deformadas (DWV), virus de las Celdas negras de la reina (BQCV), virus de
la Cria ensecada (SBV), virus de la Paralisis aguda (ABPV) (Antunez et al.
2006). Por otro lado, en Colombia Gamboa et al. (2015) han reportado la
presencia de muchos de ellos infectando B. atratus. En Uruguay no hay
informacion acerca de los virus presentes en las dos especies nativas de
abejorros.

Ante el crecimiento en la utilizacién de colonias de abejorros de B.
atratus se abre la necesidad de conocer como las condiciones de cria
artificial, donde hay alta densidad de individuos, imposibilidad de salir al
exterior a forrajear y abundante alimento, pueden incrementar Ila
sobrevivencia y reproduccion de diferentes patdégenos, facilitando la
proliferacion y transmision de enfermedades (Graystock et al., 2013a; Murray
etal., 2013).

En Uruguay recientemente, se estudido la presencia de parasitos
internos y externos en reinas, obreras y machos de ambas especies B.
atratus y B. bellicosus (Revainera et al., 2019; Plischuk et al., 2016). En B.
atratus la lista de parasitos internos incluyen a los microsporidios N. ceranae
y T. pampeana, el nématodo S. bombi y una especie de diptero parasitoide
(Plischuk et al., 2016). Respecto a los acaros externos se encontraron
Kuzinia spp., P. longanalis, P. longipilus, Scutacarus acarorum y T.
putrescentiae (Ravainera et al., 2019).

Adicionalmente, la region mas austral de Sudamérica (Argentina y
Chile) se encuentra desde hace unos anos especialmente amenazada por la
dispersion de las especies exdticas, B. terrestris y B. ruderatus, introducidas
en Chile en la década de los 80 (Morales et al., 2013; Schmid-Hempel et al.,
2013). Por lo pronto, estas especies pudieron haber oficiado de reservorios
de patogenos que saltaron a especies nativas ocasionando importantes
dafos en poblaciones naturales, como es el caso de Bombus dahlbomii,
especie nativa de la zona andina de Chile y norte de Argentina que se

encuentra en peligro de extincion (Schmid-Hempel et al., 2014; Arbetman et
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al., 2012). Uruguay, pais que limita con Argentina, no se encuentra libre de
recibir a B. terrestris y B. ruderatus, 0 nuevos patdgenos presentes en estas

especies y dispersados por otras.

1.4. LOS ABEJORROS COMO POLINIZADORES

Los abejorros han sido ampliamente reconocidos como excelentes
polinizadores debido a que presentan numerosas caracteristicas
morfolégicas y comportamentales que las hacen eficientes en diversos
cultivos.

Entre esas caracteristicas se destacan las siguientes:

- Cuerpos de tamafno grande con pelos gruesos y numerosos que les
permite remover gran cantidad de polen (Goulson, 2003; Brodie, 1996).

- Probdscides largas, que le permiten forrajear en especies vegetales
con flores de corolas profundas (Arbulo et al., 2011; Heinrich, 2004; Goulson,
2003).

- Pueden trabajar a muy bajas temperaturas, lo que los hace esenciales
polinizadores en zonas con clima templados y frios donde se hace imposible
la utilizacion de abejas meliferas (Goulson, 2003). Esta caracteristica les
permite también aumentar el horario diario de pecoreo (Estay et al., 2001).

- Son capaces de realizar polinizacion por zumbido. Algunas plantas
presentan anteras que liberan el polen en zonas muy limitadas (dehiscencia
poricida), por lo que requieren un manejo especial para la obtencién del
mismo. Los abejorros al visitar las flores, posan el térax sobre las anteras y
contraen los musculos de vuelo produciendo una vibracion o zumbido que
permite la liberacion del polen (Goulson, 2003). Este comportamiento
especializado no lo poseen todas las abejas, razon por la cual los abejorros
son polinizadores muy importantes para las plantas que poseen anteras con
esta morfologia particular. Entre éstas se encuentran las Solanaceas que
incluyen especies cultivadas como el tomate (Solanum lycopersicun),

algunas especies de Ericaceae y Boraginaceae y no puede ser llevado a
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cabo con éxito por la mayoria de las abejas (Heinrich, 2004; Goulson, 2003;
Kearns y Thomson, 2001; Free, 1993).

Dado las ventajas que representan estas caracteristicas la utilizacion
de abejorros para la polinizacién de cultivos de interés ha tomado gran
protagonismo en la agricultura moderna (Velthuis y van Doorn, 2006;
Heinrich, 2004; Goulson, 2003; Velthuis, 2002). Ambas especies de
abejorros presentes en Uruguay utilizan un gran numero de recursos florales
entre los que se encuentran varios de interés productivo como lo son el
trébol rojo (Trifolium pratense), una de las leguminosas forrajeras mas
utilizadas en el pais, y el tomate (Solanum lycopersicum). Especialmente
este Ultimo cultivo fue el que impulso la produccion artificial y
comercializacion de colonias de abejorros en el mundo (Velthuis y van
Doorn, 2006). En este sentido, dado los avances en la cria en condiciones
controladas de colonias de ambas especies de abejorros nativos a nivel local
(Salvarrey et al., 2013), sumado a la comercializacion de B. atratus, se abre

la posibilidad de contar con ellas en programas de polinizacion.

1.5. CULTIVOS QUE PODRIAN BENEFICIARSE POR LA POLINIZACION
DE ABEJORROS NATIVOS EN URUGUAY

En Uruguay hay numerosas especies de arboles fruticolas y
leguminosas forrajeras que requieren de polinizadores eficientes. El uso de
abejas meliferas suele ser suficiente para polinizar de forma eficiente buena
parte de las especies (por ejemplo los manzanos (Malus domestica) y el
lotus (Lotus corniculatus)). Sin embargo, dos cultivos de gran importancia
econdmica como son trébol rojo (Trifolium pratense) y el tomate (Solanum
lycopersicum) en invernaculos tienen problemas de polinizacion con

consecuencias economicas.

1.5.1. Trébol rojo
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El trébol rojo (Trifolium pratense) es una de las leguminosas forrajeras
mas utilizadas en el mundo. Originaria de Europa, se ha naturalizado en
América en regiones templado-frias y con elevados indices de humedad
(Izaguirre y Beyhaut, 1997). Cultivado solo o en mezclas, se adapta a un
amplio rango de condiciones climaticas, tipos de suelo y niveles de acidez
(Palacio, 1987). En Uruguay se cultiva extensamente, siendo una de las
especies de leguminosas preferidas para las praderas mixtas artificiales,
sobre todo en la zona sur y litoral oeste del pais (lzaguirre y Beyhaut, 1997).

Histéricamente, nuestro pais fue un gran importador de semillas de
trébol rojo, tal es asi que segun datos de Instituto Nacional de Semillas de
Uruguay entre los afios 2005 y 2015 se utilizaron 11.609 toneladas de
semillas de trébol rojo, de las cuales 33,8 % fueron importadas. La
necesidad historica de importar semillas de trébol rojo se debi6é en parte a
que la produccion de semillas se encard generalmente como un rubro
accesorio en la produccion agropecuaria, ya que solo una pequefia fraccion
de los productores uruguayos la utilizaban como rubro principal (Garcia et
al., 1991). A esto se agrega que el promedio nacional de produccién de
semilla de trébol rojo era durante los "90 de 119 kg/ha con un rango de 45 a
255 kg/ha, valores muy por debajo del potencial agricola realizable de la
especie que corresponde a 650 kg/ha (Formoso, 2010). En la actualidad,
esta situacion ha cambiado registrandose rendimientos mas elevados a los
valores histdricos, tal es asi que en los ultimos tres afios se han utilizado
muchas mas semillas de origen nacional (2.424 toneladas) que importadas
(16 toneladas) (INASE, 2019).

El incremento en la produccion de semillas podria deberse a la accién
de las abejas meliferas en la medida que deben recurrir al trébol rojo ante la
creciente falta de ofertas florales en los ultimos anos (Carlos Rossi,
comunicacion personal). Esta nueva situacién ha permitido incluso exportar
semillas, brindandole a Uruguay la posibilidad de posicionarse en un nuevo
rol de exportador de semillas de trébol rojo. Para aumentar la produccion de

semillas de trébol rojo en Uruguay es necesario generar tecnologias
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adecuadas. Dentro de esas tecnologias le cabe un rol protagénico a la
polinizaciéon entomdfila ya que frecuentemente es el factor responsable de
limitar la produccion de semillas en este cultivo (Rao et al., 2007; Taylor y
Quesenberry, 1996; Free, 1993; Holm, 1966).

El trébol rojo es auto-estéril, el polen no puede fertilizar los évulos de la
misma planta, por lo que requiere de polinizaciéon cruzada (Carambula,
1981). La inflorescencia esta formada por 55 a 275 flores, cuya corola es un
tubo largo y angosto de 7,5-12,4 mm de largo y 1,6-2,5 mm de ancho (Varela
y Rebuffo, 1999; Carambula, 1981); el néctar es secretado en la base y se
extiende sélo de 1,35 a 1,47 mm hacia arriba en el tubo (Free, 1970). Estas
caracteristicas determinan que el trébol rojo sea la leguminosa forrajera de
corola mas profunda y con mayores dificultades para lograr una polinizacion
efectiva (Varela y Rebuffo, 1999). Las flores se abren durante un periodo de
6-8 dias desde la base de la inflorescencia hacia arriba y, segun Umaerus y
Akerberg (1959), deben ser fecundadas entre el segundo y cuarto dia de
abiertas, por lo que es necesaria una alta densidad de polinizadores en el
cultivo para que las flores puedan ser fertilizadas tan rapido como aparezcan
(Palacio, 1987). Los estambres y el pistilo se extienden hasta el apice de la
corola pero estan encerrados en los pétalos de la quilla. Cuando una abeja
presiona con su cabeza la quilla, las anteras y el estigma quedan en
contacto con la abeja usualmente en la parte posterior ventral de la cabeza,
donde queda cargada con granos de polen (Plowright y Hartling, 1981;
Woodrow, 1952).

Los abejorros fueron considerados de tal importancia como
polinizadores que una especie, B. ruderatus, fue introducida en Nueva
Zelanda (donde no existen especies nativas) entre 1885 y 1906, y en Chile
en 1986, con el unico fin de polinizar el trébol rojo (Heinrich, 2004), lo que
significo un incremento sustancial en el rendimiento de semillas de esta
especie (Holm, 1966).

En Uruguay, de acuerdo a los estudios disponibles, han predominado

los intentos de mejorar la produccion de semillas de trébol rojo basados en la
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utilizacién utilizando abejas meliferas como polinizadores, pero los
resultados obtenidos no han sido relevantes, aun empleando una alta
concentracion de colmenas por hectarea, no se ha consiguiendo superar los
120 kg/ha (Formoso, 2010; Garcia et al., 1991). Esto demuestra que las
abejas meliferas no polinizan satisfactoriamente éste cultivo, lo que abre la
posibilidad de implementar la utilizacidon de abejorros para incrementar los
rendimientos de semilla del trébol rojo.

Los abejorros han sido ampliamente reconocidos como excelentes
polinizadores del trébol rojo (Heinrich, 2004; Goulson, 2003; Kearns y
Thomson, 2001; Varela y Rebuffo, 1999; Brodie, 1996; Plowright y Laverty,
1984; Michener, 1974; Free 1970; Holm, 1966; Bohart, 1957), siendo mas
eficientes que la abeja melifera. Muchas especies de Bombus poseen
probdscides largas y por tanto pueden alcanzar el néctar del trébol rojo con
facilidad (Michener 2007; Heinrich, 2004; Goulson, 2003; Brodie, 1996) por
lo que esta leguminosa representa una fuente importante de alimento. El
largo de la probdscide en relacion a la longitud de la corola de la flor esta
asociado con la velocidad y modo de trabajo de una abeja, o que a su vez
determina la eficiencia con la que ésta poliniza una especie vegetal (Holm,
1966). Por lo tanto, los abejorros son capaces de visitar mas flores por
unidad de tiempo que las abejas meliferas (Heinrich, 2004; Kearns y
Thomson, 2001; Plowright y Hartling, 1981; Free, 1965; Peterson et al.,
1960) y en consecuencia cada uno poliniza un mayor numero de flores.
Tanto B. atratus, como B. bellicosus, pertenecen a las especies
consideradas de “lengua larga” midiendo 8,4 £ 0,65 mm y 7,9 £ 0,79 mm,
respectivamente (Arbulo et al, 2011). En este sentido, Salvarrey (2012)
encontré que las dos especies de abejorros presentan una mayor velocidad
de pecoreo, superando ampliamente a A. mellifera. En dicho estudio, se
constatd que las tres especies de apidos visitaron igual numero (5) de
inflorescencias en un minuto, pero mientras las abejas meliferas visitaron 8
flores, B. atratus y B. bellicosus visitaron 24 y 21 flores, respectivamente.

Adicionalmente, ambas especies presentan una alta preferencia por el trébol
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rojo (Salvarrey et al., 2017; Arbulo et al., 2011), lo que ubica a los abejorros
nativos como una potencial herramienta biotecnoldégica para mejorar los
rendimientos de semilla.

Los primeros estudios a nivel nacional fueron reportados por Varela y
Rebuffo (1999) quienes realizaron un conjunto de experiencias de
polinizacion de trébol rojo con B. bellicosus obteniendo resultados
auspiciosos. Utilizando pequenos invernaculos encontraron que los
abejorros son mejores polinizadores que las abejas meliferas y en una
experiencia a campo obtuvieron un rendimiento promedio de semillas
significativamente superior al promedio nacional (370 kg/ha). En otro estudio
verificaron que la produccion de semilla por hectarea disminuy6 al aumentar
la distancia a las colonias de abejorros (Varela y Rebuffo, 1999).

Posteriormente, Salvarrey et al. (2017) realizaron un estudio en el que
se utilizaron abejorros nativos B. atratus y B. bellicosus como principales
polinizadores de un semillero de trébol rojo en su segunda floracion.
Encontré que los abejorros se distribuyeron de acuerdo al numero de
inflorescencias disponibles en el semillero y obtuvo un promedio de cuajado
de 68,9 + 10 %, superior al maximo valor de cuajado del trébol rojo reportado
para el pais (61,9 %) (Formoso, 2010), y una produccion de semillas de 74
kg/ha. Con estos valores se pudo extrapolar que la produccion de semillas
en una primera floracion (700 inflorescencias/m2) podria llegar a 836 kg/ha,
siendo este un rendimiento que se aproxima mucho al potencial biolégico del
cultivo (Salvarrey et al., 2017).

Los buenos antecedentes nacionales de produccion de semillas de
trébol rojo utilizando abejorros sumado a la reciente disponibilidad de
colonias de B. atratus obtenidas mediante cria artificial de forma
desestacionalizada, genera la posibilidad de dar un salto tecnoloégico que
permita superar el déficit de semillas de esta importante leguminosa

forrajera.

1.5.2. Tomate
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El tomate (Solanum Iycopersicum) es una de las hortalizas mas
importantes del mundo. Su fruto es fuente esencial de nutrientes para la
dieta del ser humano ya que contiene una variedad de vitaminas, minerales,
carotenos y flavonoides. Se produce principalmente para el consumo en
fresco, pero también es utilizado como materia prima para la elaboracion de
diversos derivados. Aunque su origen americano, en la actualidad se cultiva
en mas de cien paises alcanzando ser a nivel mundial el octavo producto
agroalimentario en relacion a los ingresos generados y el onceavo en
relacion a las toneladas producidas (FAOSTAT, 2016)

En Uruguay, segun datos de Direccion Informacion Estadistica
Agropecuaria (DIEA-MGAP), entre el 2014-2015 el tomate fue el principal
cultivo horticola tanto en volumen fresco como en valor econdmico. La
superficie cultivada en ese periodo de tiempo fue de 382 hectareas, de las
cuales el 95 por ciento se destind al consumo en fresco y el resto a la
industria (DIEA, 2019). El mercado interno se encuentra abastecido por una
produccion anual continua. Para esto, se utiliza zonas de cultivos con distinta
aptitud agro-ecoldgica y aplicando diversas tecnologias. En la zona norte
(Salto y Bella Unién) la mayoria de la produccién es bajo invernaculo. En la
zona sur (principalmente Canelones) predomina la produccién de tomate a
campo durante el verano pero también se produce bajo invernaculos para
cosecha temprana en primavera (ciclo verano-otofio) y tardia en otofio (ciclo
primavera verano (Aldabe, 2000).

Entre los factores que disminuyen el rendimiento del tomate se
destacan la falta de polinizacién, las temperaturas desfavorables para la
antesis, la iluminacion insuficiente y el exceso o falta de nutrientes y
humedad relativa que cuando es alta dificulta la liberacion de granos de
polen y cuando es baja, obstaculiza la germinacion del tubo polinico (Aldana
et al., 2007).

La flor del tomate es hermafrodita, presenta autopolinizacion, es
hipoginia (se dirige hacia abajo) y se dispone en forma de inflorescencias de

tipo racimo. El primer racimo floral aparece entre la 52 y 72 hoja, variando
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segun el cultivar y las condiciones ambientales. Los siguientes racimos,
aparecen de forma regular cada tres hojas. En condiciones normales, la
planta llega a tener hasta 10 racimos, de los cuales los ultimos son los que
presentan mayor dificultad en ser polinizados de forma espontanea. Debido
a esto, en cultivos comerciales, se fuerza la maduracion cortando el
meristemo apical evitando el crecimiento de mas racimos. Las primeras
flores del racimo (las mas cercanas al tallo) pueden estar totalmente abiertas
mientras que las ultimas todavia ni parece que se vayan a abrir. La
morfologia floral consta de 5 o mas sépalos con igual numero de pétalos e
igual numero de estambre. Los estambres estan muy desarrollados y estan
soldados formando un cono estaminal que envuelve el gineceo. Las anteras
poseen dehiscencia poricida, lo que implica una ruptura en apice de las
mismas formandose poros por donde se libera el polen, esto es
caracteristico de la familia de las solanaceas (Argerich y Gaviola, 1995). La
liberacion de polen por parte de las flores se logra por vibraciones a una
frecuencia de aproximadamente 400 Hz (King, 1993). EI movimiento de la
flor, que puede incluso estar dado por el viento, es suficiente para que los
estambres esparzan su polen sobre los estigmas y, al ser una planta
autégama, su polinizacion se da facilmente (Salinas Navarrete, 2010). Aun
asi, se ha comprobado que el tamafo del fruto depende directamente de la
cantidad de granos de polen que se depositan sobre el estigma; asi, a menor
cantidad, se producen frutos mas pequefios, con pocas semillas y deformes
(Free, 1970). En condiciones de invernaculo, en ausencia o baja densidad
de insectos apropiados para su polinizacion y donde tampoco hay viento es
necesario recurrir a meétodos que garanticen la liberacion de grandes
volumenes de polen o que modifiquen las condiciones fisioldgicas de la flor y
asi lograr una mayor calidad de fruto. Con esta finalidad se han utilizado la
polinizacion manual, polinizadores eléctricos manuales (Morandin et al.,
2001a) y reguladores de crecimiento para estimular la partenocarpia
(formacién de frutos sin semillas viables); no obstante, su uso incrementa la

labor y los costos de produccion (Velthuis, 2002; Kaftanoglu, 2000).
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Naturalmente, las vibraciones necesarias para la liberacion del polen del
tomate solo las producen algunas abejas solitarias y los abejorros del género
Bombus (Vergara et al., 2006).

Los abejorros son especialmente reconocidos como polinizadores de
las solanaceas, particularmente del tomate, porque son capaces de realizar
“polinizacion por zumbido” sacudiendo las flores al prenderse de las anteras
y contraer los musculos de vuelo sin volar (Velthuis y van Doorn, 2006,
Heinrich, 2004; Estay et al, 2001; Van den Eijnde et al., 1991). Los
beneficios del uso de abejorros como polinizadores del tomate radican, por
un lado, en la disminucion de costos al reemplazar mecanismos de
polinizacion mas costosos (manual, vibradores eléctricos, hormonas) y por
otro, en las mejoras obtenidas en la calidad de los frutos y en la produccion
total (Vethuis y van Doorn, 2006). Varias investigaciones han constatado un
aumento en el cuajado de frutos al utilizar abejorros como polinizadores en
comparacién con situaciones de ausencia de los mismos (Velthius y van
Doorn, 2006; Morandin et al. 2001b; van Ravestijn y van der Sande, 1991).
Ademas, los frutos producto de la polinizacién con abejorros poseen mayor
numero de semillas, diametro y peso, que los producidos en ausencia de
abejorros (Aldana et al.,, 2007; Estay et al., 2001; Morandin et al., 2001b;
Dogterom et al., 1998; van Ravestijn y van der Sande, 1991) e incluso que
aquellos frutos obtenidos por polinizacion manual (Dogterom et al., 1998).
Asimismo, la cantidad de semillas, al influir sobre la fisiologia del fruto, afecta
la jugosidad y la concentracion de azucar del mismo (Velthius, 2002). Aldana
et al. (2007) encontraron, ademas, que los frutos polinizados por abejorros
presentan formas mas regulares y redondeadas como resultado del
desarrollo uniforme de mas léculos.

Adicionalmente, las colonias de abejorros se adaptan perfectamente a
las condiciones de invernaculo (van Doorn et al., 2006; Morandin et al.
2001b; van den Eijnde et al., 1991). En este sentido diversas investigaciones
han resaltado las caracteristicas que hacen esto posible. Los materiales con

los que se construyen los invernaculos son altamente variables y éstos
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condicionan la iluminacién dentro de los mismos, pudiendo excluir o no la
radiacion ultravioleta. Las abejas poseen una visibn muy sensible y la
radiacion ultravioleta puede afectar la forma en que perciben las flores y por
ende, afectar la elecciéon de los recursos (Dyer y Chittka, 2004). Sin
embargo, al estudiar el efecto que tiene sobre los abejorros trabajar en
ausencia de radiacion ultravioleta, se comprobd que su actividad no se ve
afectada. Si bien los abejorros perciben los cambios producidos en la
iluminacion igualmente, son capaces de aprender a reconocer las flores,
encontrandolas sin ningun problema (Dyer y Chittka, 2004). Por otro lado, en
el género Bombus se ha descripto un sistema de comunicacion mas primitivo
que el presente en otras abejas eusociales (como las abejas meliferas y las
abejas sin aguijon) (Dornhatus y Chittka, 2005; Goulson 2003; Kearns y
Thomson, 2001). Los abejorros basan su distribucion predominantemente en
experiencias individuales. Esto es una ventaja porque las pecoreadoras
podrian visitar otros recursos sin que esto signifique un movimiento
importante de individuos hacia fuera del invernaculo (Wolf y Moritz, 2008). Al
estudiar el rango de forrajeo de pecoreadoras se determind que vuelan a
una distancia media de 267,2 m, llegando a una distancia maxima de 800 m.
La distribucion de las mismas en el invernaculo respondié exclusivamente a
la disponibilidad de recursos por lo que, irian visitando los recursos
disponibles hasta polinizar homogéneamente una gran superficie dentro de
un invernaculo con medidas comunmente usadas (1000 m?) (Wolf y Moritz,
2008).

Esta tesis se enfocara en primer lugar en estudiar los beneficios de la
polinizacidn del trébol rojo y el tomate en cultivos protegidos con colonias de
B. atratus, y en segundo lugar en identificar exhaustivamente los parasitos y
patdgenos que pueden afectar las poblaciones naturales y la cria artificial de

ésta especie.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Esta tesis estara guiada por tres grandes hipotesis de trabajo:

-El empleo de colonias de abejorros Bombus atratus como
polinizadores del trébol rojo (Trifolim pratense) permitira superar los
problemas de polinizacién de esta leguminosa mejorando la produccion de

semillas.

- Los abejorros B. atratus no ven afectado su comportamiento cuando
se los coloca dentro de invernaculos con tomates (Solanum lycopersicum)y
contribuyen a aumentar el rendimiento del cultivo mediante una mejora en el
porcentaje de cuajado de las plantas y el incremento del tamafo, peso y

cantidad de semillas de los frutos.

- En los abejorros B. atratus de Uruguay se encuentran presentes una
amplia comunidad de parasitos internos, acaros y virus ARN pero afectan de
manera diferente a las reinas, los abejorros de colonias silvestres y los

abejorros obtenidos mediante cria artificial.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
- Determinar el rendimiento de semillas de trébol rojo (Trifolium

pratense) en un semillero polinizado por abejorros Bombus atratus.

- Determinar el rendimiento de tomates (Solanum lycopersicum)

cultivados en invernaculos polinizados por abejorros Bombus atratus.
- Identificar los diferentes parasitos, patdégenos y virus ARN presentes

en reinas, abejorros de colonias silvestres y abejorros obtenidos mediante

cria artificial.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1. Analizar la evolucién de la poblacion de las colonias de abejorros y

su ritmo de actividad durante el periodo de floracion del trébol rojo.

1.2. Determinar el origen botanico de los recursos poliniferos vy

nectariferos explotados por los abejorros.

1.3. Cuantificar la distribucion de los abejorros a diferentes distancias

de los nidos.

1.4. ldentificar y cuantificar las especies de insectos que visitan las

inflorescencias de trébol rojo.

1.5. Determinar diferentes indicadores de rendimiento de semillas de

trébol rojo y correlacionarlos con la presencia de abejorros.

1.6. Comparar la eficacia como polinizadores de los abejorros y las

abejas meliferas.
2.1. Analizar la evolucién de la poblacion de las colonias de abejorros y
su ritmo de actividad en el invernaculo durante el periodo que se encuentren

polinizando el tomate.

2.2. Estimar el efecto de la polinizacion con abejorros en el rendimiento

y calidad de los tomates.

2.3. Cuantificar el efecto de la polinizacion con abejorros en las

propiedades fisico-quimicas de los tomates.
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3.1. Identificar las especies de parasitos internos, acaros y virus ARN

presentes en los abejorros.
3.2. Determinar las diferencias en prevalencia e intensidad de infeccion
de los principales parasitos y virus entre reinas, obreras de colonias

silvestres y obreras de colonias obtenidas mediante cria artificial.

3.3. Analizar la diversidad de acaros en reinas, obreras de colonias

silvestres y obreras de colonias obtenidas mediante cria artificial.
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4, APITULO 1. POLINIZACION EN TREBOL R

(TRIFOLIUM PRATENSE) CON ABEJORROS BOMBUS
ATRATUS

4.1. INTRODUCCION

El trébol rojo (Trifolium pratense) es una de las leguminosas forrajeras
mas utilizadas en Uruguay (Formoso, 2010; Izaguirre y Beyhaut, 1997). La
produccion de semillas de esta especie ha sido histéricamente problematica,
con rendimientos que estan lejos del potencial de cosecha y de los valores
obtenidos en otros paises. Este bajo rendimiento se explica en buena parte
por las dificultades de polinizacién (Rao y Stephen, 2009; Rao et al., 2007;
Taylor y Quesenberry, 1996). Con el empleo de abejas meliferas como
polinizadores no se han conseguido avances sustanciales, debido a que
estos insectos tienen una lengua que no les permite acceder faciimente al
néctar que se halla debajo de una corola profunda, por lo que suelen optar
por otros recursos (Heinrich, 2004; Kearns y Thomson, 2001).

Los abejorros del género Bombus han sido reconocidos como buenos
polinizadores del trébol rojo, especialmente por contar con probdscides
largas que les permite acceder sin dificultad al néctar (Dharam, 2012;
Heinrich, 2004; Goulson, 2003; Holm, 1966). El dominio de la técnica de cria
artificial de colonias de abejorros desde la década de 1980 permite trasladar
colmenas para polinizar cultivos, de la misma manera que se hace con las
abejas meliferas (Velthuis y van Doorn, 2006).

En Uruguay hay algunos estudios que muestran que los abejorros
nativos, Bombus atratus y Bombus bellicosus podrian mejorar
sustancialmente la produccidon de semillas de trébol rojo (Salvarrey et al.,
2017; Varela y Rebuffo, 1999). En particular, en el estudio de Salvarrey et al.
(2017) realizado en un semillero de trébol rojo en su segunda floracion
empleando en su mayoria abejorros de nidos naturales, se encontro un
porcentaje de cuajado de 68,9 %, de los mas altos registrados en el pais

(Formoso, 2010). Este trabajo generaba mucha expectativas sobre el
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rendimiento de semillas que podria obtenerse en un semillero en su primera
floracién (diciembre-enero) de contar con colonias de abejorros (en ese
periodo las colonias son muy pequenas y casi no se observan abejorros en
el campo). Esta limitante podria ser superada con colonias de abejorros
obtenidas mediante cria artificial de forma desestacionalizada. En Argentina,
la empresa Brometan comercializa colonias de abejorros B. atratus
practicamente todo el afo (Gennari, 2012).

Este estudio esta dirigido a determinar la eficacia de los abejorros

obtenidos mediante cria artificial como polinizadores del trébol rojo.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Aspectos generales

Las actividades de campo se realizaron durante los meses de
diciembre de 2018 y enero de 2019 en La Estacion Experimental “La
Estanzuela” del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA),
ubicada en el departamento de Colonia (34° 20’ S, 57° 41’ W). Se utiliz6 un
semillero 5 hectareas de trébol rojo del cultivar Estanzuela 116, el cual fue
manejado para que su floracién coincida con el arribo de los abejorros. Los
trabajos con las colonias de abejorros, la observacion de los polinizadores
en el semillero y el registro de la evolucion de la floracion del trébol rojo se
desarrollaron los dias 26 y 30 de diciembre y 3, 8, 16, 23 y 30 de enero. Una
vez terminados se dio tiempo al secado y la maduracion de semillas y el 14
de febrero se realizé el corte del semillero.

Las tareas de laboratorio para determinar el rendimiento de semillas de
trébol rojo y el analisis palinologico de las muestras de néctar y polen se
llevaron a cabo durante los meses de febrero a julio de 2019 en el
Laboratorio de Semillas de INIA y en la Seccién Etologia de la Facultad de

Ciencias, respectivamente.

4.2.2. Instalacion y evaluacion de los nidos de abejorros
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El 18 de diciembre de 2018 arribaron al aeropuerto de Carrasco desde
Argentina, 18 colonias de abejorros B. afratus aportadas por la empresa
Brometan para la realizacion de este estudio (Figura 3). Ese mismo dia
fueron trasladadas a la estacion experimental INIA La Estanzuela y
conservadas durante dos dias en una pieza a menos de 20 °C. Las colonias
estaban colocadas dentro de caja plastica de 28 x 25 x 13 cm,
especialmente disefiadas para que la utilizacion de las colmenas sea lo mas
practica posible. Las cajas cuentan con zonas de aireacion, espacio para la

cria y un dispensador interno de jarabe de azucar.

Figura 3. Arribo de las colonias de abejorros de B. atratus al aeropuerto de

Carrasco.

El dia 20 de diciembre 16 colonias (dos colonias estaban muy
despobladas y se descartaron) se colocaron en cajas de telgopor para
amortiguar el efecto del calor y se llevaron al semillero. Fueron instaladas en
grupos de cuatro en cuatro refugios construidos con arcos de metal y malla
sombra aluminizada con trama de 80 % situados en un lado del semillero. A

cuatro colonias de un grupo se le quito la reserva de jarabe (Figura 4).
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Figura 4. Vista del semillero y los refugios con las colmenas de abejorros.

4.2.3. Demarcacion de las parcelas de observacion en el semillero

Al comenzar la floracion y antes de la instalacion de los abejorros se
delimitaron 4 parcelas de 2 x 5 m en tres distancias desde la ubicacion de
los nidos (10, 80 y 160 m), resultando en un total de 12 parcelas. El dia 21
de diciembre, antes de que los abejorros comenzaran a trabajar sobre el
cultivo, se eliminaron todas las inflorescencias maduras (de coloracion
marron posiblemente ya polinizadas) dejando las inflorescencias de color
rosado fuerte que son las atractivas para los insectos polinizadores, asi
como aquellas en las que las flores no habian abierto aun. Las
inflorescencias que poseian al menos algunas flores rosado fuerte fueron
contadas en cada dia de registro de la actividad de los abejorros en la

pradera.

4.2 4. Instalacion de carpas experimentales
Al comienzo de la floracion se colocaron en uno de los lados del

semillero 6 carpas de 3 x 6 m cubiertas con una tela tejida de 1 mm de
perforacion. En dos carpas se colocd un nucleo de abejas meliferas de 8000
obreras aproximadamente, en otras dos se colocé un nido de abejorros B.
atratus con aproximadamente 60 obreras y las restantes dos carpas

permanecieron sin polinizadores. Antes de colocar los nidos dentro de las
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carpas, se extrajeron todas las inflorescencias maduras que ya habian sido

polinizadas (Figura 5).

Figura 5. Instalacion de carpas de experimentacion en el semillero de trébol

rojo.

4.2.5. Evaluacion del tamafio de las colonias de abejorros

Durante la noche se abrian las colmenas con cuidado y se sacaba una
fotografia, ademas de verificar la presencia de la reina. A partir de la imagen
obtenida se determiné el numero de abejorros, de pupas, de puestas nuevas

de huevos y de bolsillos almacenadores de polen (Figura 6).

T

———

SR}

Figura 6. Apertura de las colmenas de abejorros para fotografiarlos.

4.2.6. Ritm tivi I jorr
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La actividad de los abejorros en los nidos y sobre la pradera se evaluo
en la mafana (10-12hs) y en la tarde (15-17 hs) durante el periodo de
floracion del trébol rojo. Para ello, durante 15 minutos se registré el nimero
de individuos que salian y entraban en los 4 nidos de cada refugio, indicando

si los individuos que entraban tenian carga de polen o no.

4.2.7. Colecta de polen corbicular y néctar
El polen corbicular de los abejorros que retornaban a las colmenas se

colecté de mainana y de tarde. Para ello, luego de cada registro del ritmo de
actividad se tapaban los orificios de entrada de los nidos de cada refugio y
se capturaban 10 individuos que retornaban con polen, se les extraia la
carga y se los liberaba. De este modo, se colectaron 40 muestras de polen
de mafana y 40 en la tarde. Las muestras se guardaron en freezer hasta su

posterior analisis palinoldgico (Figura 7).

Figura 7. Captura de abejorros que regresaban a la colmena luego de su

viaje de pecoreo y extraccidon del polen corbicular.
La colecta de néctar se obtuvo de noche cuando se abrieron las

colmenas para fotografiarlas, empleando una jeringa para extraer el néctar

de los pots. Se tomaron muestras colectivas de las 4 colmenas de cada
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refugio (Figura 8). Las muestras se guardaron en freezer hasta su posterior

analisis palinoldgico.

Figura 8. Extraccion del néctar contenido en los pots de los nidos de

abejorros.

4.2.8. Determinacion del origen botanico de las muestras de polen y néctar

4.2.8.1. Preparacion de las muestras de polen y néctar

El polen extraido de las corbiculas de los abejorros no necesito
preparacion, se tomo la muestra y se la monto sobre un portaobjeto y se la
observé bajo el microscopio. Para realizar el analisis palinolégico de las
muestras de néctar extraido de los pots de los nidos de abejorros, el primer
paso fue purificar las mismas. Debido a la forma de extraccion, por medio de
jeringas, las muestras contenian restos de cera y mucho volumen de agua
que deben descartar. Para eso se coloco en un tubo falcon 10 ml de néctar y
15 ml de agua caliente (para disolver la cera presente). La solucién obtenida
se centrifugdé a 2500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se desechd el
sobrenadante y se repitio la operacion hasta la eliminacién total de los restos

de cera. Finalmente se obtuvo un pellet limpio de polen.
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4.2.8.2. ldentificacidn del origen botanico de las muestras

El origen botanico de los granos de polen de las muestras de polen
corbicular y del néctar se determind utilizando técnicas palinoldgicas
convencionales y guias de referencia (Louveaux et al., 1978). Una vez que
los preparados estaban en el portaobjetos se observaron al microscopio
(400x) ad libitum y se establecio el siguiente criterio para la cuantificacion: si
se observaban solamente granos de polen de un tipo floral se contaban 200
granos de polen, si aparecian mas de un tipo floral se contaban 400 granos
de polen y si se encontraban muchos tipos florales, se contabilizaron 600

granos de polen (Figura 9).

Figura 9. Analisis palinologicos de las muestras de polen y néctar. El polen
fue extraido de las corbiculas de los abejorros cuando regresaban de
forrajear y el néctar fue obtenido de los pots de almacenamiento de los

nidos.

4.2.9. Presencia de los abejorros y otros polinizadores en el semillero

En cada parcela se registrd6 durante cinco minutos el numero de
abejorros que estaban pecoreando en las inflorescencias de trébol rojo

indicando si poseian carga de polen o no. También se registro la presencia
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de otros insectos polinizadores determinando el grupo taxondémico al que

pertenecen y la especie en los casos que fue posible.

4.2.10. Cuantificacion del volumen de néctar en flores de trébol rojo

Los dias 8, 16 y 23 de enero en la manana y en la tarde se cortaron10
inflorescencias de trébol rojo elegidas al azar y en cada una de ellas se
midié el volumen de néctar de 6 flores elegidas al azar. La medicion se
realizé introduciendo un microcapilar en la flor para que el néctar suba por
capilaridad. De acuerdo a la capacidad del capilar y la distancia ocupada por
el néctar se calculé el volumen del mismo que contenia cada flor (Figura 10).

Figura 10. Determinacion del volumen de néctar contenido en las flores

mediante microcapilar.

4.2.11. Rendimiento de semillas

El dia 30 de enero se observO que la gran mayoria de las
inflorescencias estaban maduras por lo que se dio por terminado el periodo
de polinizacion del semillero. Se dejo secar el semillero por 14 dias y se
realizd la trilla. Para determinar el efecto de los polinizadores en la
produccion de semillas se evaluaron diferentes indicadores de rendimiento
en submuestras tomadas en cada parcela y en las carpas (Figura 11a). Para
la obtencion de las submuestras del cultivo se utilizaron dos cuadrantes de
56 x 76 cm en parcelas y de tres en las carpas, esa superficie fue cortada al
ras y guardada en bolsas de papel, a partir de ellas se determinaran

indicadores mas especificos de rendimientos siguiendo el mismo proceso de
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cosecha que el resto de la superficie. Las diferentes muestras obtenidas
fueron pesada y puesta a secar en estufa a 34°C (Figura 11a). En el
Laboratorio de Semillas de INIA se realiz6 la trilla en desaristadora (dos
veces) con procesos de ventilacion (Lasti-Damas), luego se aislaron las
semillas frotando la muestra en una superficie ranurada de madera
empleando un cepillo con superficie de goma (fretacho) intercalado con
ventilacion. Los indicadores de rendimiento obtenidos fueron los siguientes:
cabezuelas totales/m?, cabezuelas maduras/m?, peso limpio, nimero de
semillas por cabezuela, peso de 1000 semillas y peso total (kg/ha).
Adicionalmente se seleccionaron semillas de cada parcela y se determino el

porcentaje de germinacion (Figura 11b).

Figura 11. Determinacién de la produccion de semillas de trébol rojo. Secado
de inflorescencias en bolsas de papel (a) y cuantificacion de germinacion de

semillas (b).

4.2.12. Analisis Estadisticos
Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa estadistico
SAS (SAS®, 2002). Se comenzo con un célculo de correlaciones, utilizando

el PROC CORR. Luego se probaron diferentes modelos utilizando como
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base el PROC GLM (Modelo Lineal General). En etapas posteriores se
utilizé el PROC MIXED cuando el analisis considerd algunos efectos como
aleatorios, o el PROC GENMOD cuando las variables no cumplian los
supuestos del analisis GLM, generalmente debido a que los datos son de
conteo. El criterio para determinar si un efecto fue significativo fue la prueba
F, se reportd el valor de p y se considerd significativo los efectos con p
menor a 0,05 (Littell et al., 2007).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Evolucion de las colonias de abejorros

El analisis de las fotografias tomadas en cada colmena a lo largo del
periodo de estudio permitié determinar con exactitud el numero de obreras y

las condiciones de la cria (Figura 12).

Crecimiento de la colonia

Figura 12. Fotografias del nido de una colonia de abejorros que muestra la

evolucion de la poblacién durante el periodo de estudio.
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Las colonias al instalarse presentaban en torno a 90 obreras cada una
sumando un total de 1492 obreras en los 16 nidos, pero el numero decae
bastante durante los primero dias de enero para luego comenzar a subir

hasta alcanzar valores de poblacion cercanos al inicial (Figura 13).
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Numero total de individuos en los nidos

Figura 13. Poblacién total de abejorros a lo largo del periodo de floracién del

trébol rojo.

Cabe senalar que la deriva de abejorros entre nidos fue muy importante
dentro de cada refugio, siendo la cuarta colonia hacia el sur la que captaba
la mayoria de los abejorros. A pesar del movimiento individual de los
abejorros entre diferentes nidos, el numero medio de cada nido no fue menor

a 60 individuos durante el periodo de estudio (Figura 14).
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Figura 14. Numero medio y desvio estandar de abejorros en las colonias a lo

largo del periodo de floracion del trébol rojo.

4.3.2. Ritmo de actividad de los abejorros
El registro de entradas de abejorros a los nidos a lo largo del periodo

de floracion del semillero fue variable. En la mayoria de los registros se
evidencia una mayor actividad en la mafana que en la tarde, tanto en el
numero de entradas (F= 14,29; P= 0,0005) como en el numero de salidas
(F=2,82; P=0,0055) tendencia que se acrecienta hacia la segunda mitad del

periodo de floracién (Figura 15).
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Figura 15. Media de abejorros que entraban y salian de los nidos en relacién
a la temperatura media (°C) y humedad relativa media (%) registrada en
cada dia de muestreo. La media se calcul6 a partir de los registros de cada

refugio en las diferentes fechas de muestreo.

No se encontrd relacion entre el numero de abejorros que entraban y
salian y la temperatura media (°C) (F= 0,41; P= 0,53) y lo mismo ocurrié con
la humedad relativa diaria (%) (F= 0,23; P= 0,63). El numero medio de
abejorros que entraban cargando polen en sus corbiculas fue mayor en la
manana (F=72,23; P= 0,0001).
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Figura 16. Medias y desvio estandar de abejorros que regresaban al
nido con carga de polen en sus corbiculas luego de un viaje de forrajeo. La
media se calculd a partir de los registros de cada refugio en las diferentes

fechas de muestreo.

4.3.3. Evolucién de la floracién de trébol rojo
El numero promedio de inflorescencias de trébol rojo atractivas para los

insectos se incrementd en forma sostenida desde el 21 de diciembre (7,1
inflorescencias/m?) hasta el 16 de enero de 2019 (110,9 inflorescencias/m?).
Luego comenzd un marcado descenso en el numero de inflorescencias

receptivas hasta el final de la floraciéon (Figura 17).
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Figura 17. Evolucién de la floracion de trébol rojo medido a partir del numero

medio de inflorescencias receptivas presentes en las parcelas de

observacion en cada muestreo.

4.3.4. Volumen de néctar en las flores de trébol rojo

El 68 % de las flores de trébol tenian néctar en sus corolas, en ellas, el

volumen no presenté variaciones a lo largo del periodo de floracion (F= 0,13;
P=0,87) ni a lo largo del dia (F= 0,69; P= 0,41) (Figura 18).

a)

L

b)

Figura 18. Volumen medio y desvio estandar de néctar medido en las flores

de trébol rojo en diferentes fechas (a) y momentos del dia (b).
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4.3.5. Origen botanico de las muestras de polen y néctar

El trébol rojo estuvo presente en todas las muestras de polen corbicular

oscilando entre 32% y 52%. Se encontré una relacidn con respaldo

estadistico marginal entre éstas proporciones y la fecha del muestreo (F=

4,08; P= 0,0555), siendo mayor la proporcion entre el 8 y el 23 de enero,

cuando el numero de inflorescencias receptivas del

importante (Figura 19a).

trébol rojo fue

Los granos de polen de trébol rojo fueron identificados en todas las

muestras de néctar en proporciones que oscilaron entre 19 % y 52 %. Se

encontré que esa variacion estaba relacionada con las diferentes fechas en

las que se tomo la muestra (F= 2,60; P= 0,0480). Al igual que en las

muestras de polen corbicular, los abejorros explotaron el trébol rojo como

recurso nectarifero entre el 8 y 23 de enero (Figura 19b).
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Figura 19. Proporcién de trébol rojo y otros recursos botanicos

encontrados en las muestras de polen corbicular (a) y de néctar (b).

Al analizar la entrada de trébol rojo como recurso polinifero se encontro

que era mas utilizado en la tarde que en la manana (F= 72,23; P= 0,0001)

(Figura 20).
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Figura 20. Utilizacion de recursos botanicos durante la mafiana y la tarde. Se

muestran el total de registros durante el periodo de estudio.

Al comparar la utilizacion de trébol rojo como recursos poliniferos y
nectariferos en los nidos que contaban con suministro de jarabe o no, se
encontré que en este ultimo grupo los abejorros explotaron en mayor
proporcion el recurso (polen: [1?= 8,12; P= 0,044; néctar: [1°= 13,97; P=
0,0002).
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Figura 21. Proporcién media de trébol rojo en las muestras de polen y néctar

de las colonias de abejorros con y sin suplemento de jarabe.

Ademas del trébol rojo se identificaron 29 especies vegetales diferentes
(agrupadas como “otros recursos”), las cuales pertenecen a 15 familias
botanicas (Tabla 1). En algunos casos no se pudo determinar el nivel
taxondmico mas alla de la familia, pero se pudo constatar palinolégicamente
la diferencia entre especies.

Del listado de especies vegetales utilizadas, 22 fueron explotadas
como recursos nectariferos y 14 como recursos poliniferos. En general, los
mas destacados fueron: el trébol blanco (Trifolium repens), lotus (Lotus
spp.), solanaceas (Solanaceae spp.), mirtaceas nativas (en su mayoria

Guayabo del pais (Acca sellowiana)) y eucaliptos (Eucalyptus spp.).

Tabla 1. Especies botanicas encontradas en las muestras de polen y néctar

analizadas.
Familia el Taxa Polen  Néctar
comun
Apiaceae - v
Arecaceae Palmera - 4
Achicoria |  Cfchorium v v
intybus
Asteraceae -
Cardo tipo | v
tipo Il v
Chirca Baccharis spp. v
leente de Tarqxgcum v v
ledn officinale
Picris Picris echioides (4
Brassicaceae Rabano Rap hqnus 4
raphanistrum
Fabaceae Alfalfa Medicago sativa v
Cina cina Parkinsonia v
aculeata
N Peltophorum
Ibirapita dubium 4
Lotus Lotus spp. v v
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Acacia

Napinda O v
bonariensis
Pata de Bauhinia
. v
vaca candicans
Trebol Trifolium repens v v
blanco
Trgbol Trifolium v v
rojo pratense
Liliaceae v
Myrtaceae Eucalipto = Eucalyptus spp. v 4
Myrtgcea Acca sellowiana 4 v
e nativa
Oleaceae Ligustro L/gu§ trum v
lucidum
Pinaceae Pino Pinus sp. v
Poaceae Maiz Zea mayz v
Pasto - v
Polygonaceae - - 4
Rosaceae - - v
Rutaceae Citrus Citrus sp. v
Scrophulariaceae - - v
Revienta Solanum
Solanacea . o v
caballo sisymbriifolium

4.3.6. Presencia de abejorros y abejas meliferas en el semillero
Por medio de un Modelo Lineal General se analiz6 la distribucidon de los

abejorros en las parcelas de acuerdo a la distancia de los nidos, la fecha y el
momento del dia. También se realizé el mismo analisis con las abejas
meliferas, que se observaron en alto numero, seguramente debido a la
presencia de dos apiarios (unas 40 colmenas en total) a aproximadamente
400 m del semillero, uno a cada lado.

La distribucion de los abejorros estuvo determinada por la ubicacién de
los nidos (F= 9,88; P< 0,0001), siendo mayor la presencia a los 10 metros de
distancia con una disminucién hacia las parcelas mas distantes. Esto se
observd tanto en las obreras de abejorros que se encontraban colectando
polen (F= 3,86; P= 0,023) como en las que colectaban néctar (F= 8,52; P=
0,003) (Figura 22). Apis mellifera por su parte, mostré6 una distribucion

uniforme en todo el semillero (F= 0,4; P= 0,86), patrén que se dio de igual
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forma en individuos que estaban colectando polen o néctar (F= 1,24; P= 0,29
y F=2,18 P= 0,11, respectivamente).

Al analizar la presencia de abejorros en el semillero a lo largo del
periodo de estudio no se encontraron diferencias significativas, el numero de
individuos fue similar en todas las fechas (F= 1,79; P= 0,103)
independientemente del recurso que estuvieran juntando (polen o néctar)
(F=1,22; P= 0,29 y F= 1,19; P= 0,31, respectivamente). Esto no ocurrié en
A. mellifera, ya que a partir del 30 de diciembre comenzé a registrarse un
aumento en el numero de abejas meliferas pecoreando sobre el trébol rojo
(F= 16,81; P< 0,0001), ya sea en colectoras de polen o néctar (F= 15,32; P<
0,001; F=2,41; P=0,02).

En cuanto a la presencia de ambas especies en los diferentes
momentos del dia, se observo que los abejorros pecorearon sobre el trébol
indistintamente en la manana y en la tarde (F= 3,71; P= 0,05
independientemente el recurso que utilizaran, polen (F= 1,44; P= 0,23) o
néctar (F= 3,25; P= 0,07). Nuevamente, en A. mellifera se obtuvieron
resultados diferentes, encontrandose diferencias en el horario de mayor
presencia en las parcelas, siendo éstas mas abundantes en la tarde que en
la mafana (F= 26,09; P< 0,0001) ya sea en colectoras de polen o no (F=
20,07; P<0,001; F= 8,37; P= 0,0043) (Figura 22). No se encontré interaccion
entre fechas y horarios en la presencia abejorros (F=0,70; P= 0,6490) en el

semillero pero si para abejas meliferas (F= 15,95; P < 0,0001).
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Figura 22. Presencia de abejorros y abejas meliferas en las parcelas de
observacion en relacion a la distancia de los nidos de abejorros (arriba), a
las fechas de muestreo (medio) y al momento del dia (abajo). El nimero de
individuos esta expresado como la media de abejorros y abejas meliferas

registrados.

En cuanto a la relacion entre abejorros y abejas meliferas, se pudo
constatar una relacion negativa entre los abejorros, ya sea con carga de
polen como sin carga, solo con el grupo de abejas meliferas que estaban
pecoreando néctar (r= -0,73; P= 0,006 abejorros con polen, r= -0,68; P=
0,001 sin carga de polen). Para profundizar en la distribucion de los
abejorros y las abejas meliferas se realizd un analisis para ver si el numero
de inflorescencias receptivas tenia algun efecto y se obtuvo que los primeros
no se distribuyeron de acuerdo a ésta variable (F= 1,77; P= 0,1871). Sin
embargo, la presencia de las abejas meliferas si estuvo influenciada por la
oferta de inflorescencias receptivas (F= 88,99; P< 0,0001). De forma
complementaria se realizd un coeficiente de correlacién parcial corregida por
el numero de inflorescencias receptivas y se obtuvo una correlacion negativa
entre ambos apidos la que resultd estadisticamente no significativa (r= -0,58;
P=0,11).

4.3.7. Presencia de otros polinizadores en el semillero
Los polinizadores registrados en las parcelas de observacion y que se

vieron en contacto con las estructuras florales del trébol rojo pertenecen a
cuatro Ordenes: Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Hymenoptera. En este
ultimo grupo, al que pertenecen los abejorros y las abejas meliferas, se
identificaron dos especies del género Xylocopa, Xylocopa augusti y Xylocopa
frontalis. Ademas, se encontré una especie de avispa de la familia Vespidae

aun sin identificar (Figura 23).
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Figura 23. Diferentes especies de insectos observados en las parcelas de
trébol rojo. a) Bombus atratus, b) Apis mellifera, c¢) Xylocopa frontalis d)

Xylocopa augusti, €) Colias lesbia, f) Mallophora ruficauda.

La mayoria de los insectos registrados en contacto con las estructuras
florales de trébol rojo no mostraron un patréon de presencia claro a lo largo
del periodo de estudio. Dentro de los himendpteros observados, las abejas
meliferas fueron los insectos mas representados, especialmente en la
segunda mitad del periodo de floracién con una alta relaciéon con el niumero

de inflorescencias receptivas. Considerando que se colocaron colonias de
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abejorros con un numero importante de individuos, llamas la atencion que
éstos hayan sido observados en baja frecuencia en el semillero. Por otro
lado, las xilocopas, X. frontalis y X. augusti, ésta ultima en menor frecuencia,
estuvieron presentes en la segunda mitad del periodo de floracién del
cultivo. Las avispas Bruchophagus gibbus y una especie de la familia
Polistinae aparecieron de forma muy esporadica. Los lepidopteros
representados por las especies Colias lesbia, Danaus erippus y una especie
del género Epinotia, aparecieron de forma regular en todos los registros
menos el primero y el ultimo. Los dipteros de la familia Syrphidae fluctuaron
mucho a lo largo del periodo de floracion, siendo el grupo con mayor
presencia después de las abejas meliferas. Entre los coledpteros se
observaron varias especies de la familia Chrysomelidae, siendo la especie
mas abundante Diabrotica speciosa, especie fitdfaga generalista muy comun
en diversos cultivos. También se registraron apariciones puntuales de una
mariquita de San Antonio del género Eriopes (Coccinellidae). Por ultimo, se
observé un numero elevado de Mallophora ruficauda, el conocido moscardon
cazador de abejas. Estos insectos se encontraban posados en diferentes
partes de la planta esperando a sus presas y en algunas oportunidades se

encontraron sobre las inflorescencias (Figura 24).
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Figura 24. Presencia de los diferentes grupos de insectos observados
interactuando con las inflorescencias del trébol rojo en las parcelas a lo largo

del periodo de estudio.

4.3.8. Rendimiento de semillas

Para cada una de las 12 parcelas experimentales se obtuvieron
indicadores de rendimiento de la produccion de semillas (inflorescencias
maduras, peso limpio, kg/ha, numero de semillas por cabezuelas, numero de

cabezuelas por metro cuadrado, entre otros indicadores) (Tabla 2).

Tabla 2. Indicadores de rendimiento de la produccion de semillas de
trébol rojo para cada parcela experimental a diferentes distancias: numero
de inflorescencias maduras, peso limpio, rendimiento medido en kg/ha, peso

de 100 semillas, numero de semillas por cabezuela y numero de cabezuelas

por m2.
B Dist. (m) Inf mad kg/ha P100 sem Sem/cab Cab/m?
1 10 777 950 0,1942 47,9 1022
2 10 675 771 0,183 47,4 888
3 10 557 530 0,1767 41,0 733
4 10 638 586 0,2025 34,5 839
5 80 596 517 0,207 31,8 784
6 80 550 414 0,1991 28,7 724
7 80 513 417 0,1999 30,9 675
8 80 417 343 0,2117 29,6 549
9 160 473 344 0,206 26,8 622
10 160 511 308 0,2005 22,8 672
11 160 395 293 0,2129 26,5 520
12 160 521 365 0,2002 26,6 686

Los resultados obtenidos muestran que el rendimiento (kg/ha), el
numero de semillas por inflorescencias, el numero de inflorescencias por
metro cuadrado y el peso de 1000 semillas fueron los indicadores que

presentaron diferencias en relacion a la distancia de los nidos. De estos
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indicadores, el rendimiento (kg/ha) y el numero de semillas por inflorescencia
fueron los que presentaron mayor valor en las parcelas ubicadas a 10
metros de los nidos de abejorros (rendimiento: F= 11,13; P= 0,0037; nimero
de semillas por inflorescencias (F= 20,55; P= 0,004) (Figura 25). Lo mismo
ocurrid con el numero de inflorescencias por metro cuadrado obteniéndose
una media de 870,5 £ 119,9 en las parcelas cercanas a los nidos, valor
mayor que lo que se registré en las parcelas ubicadas a 80 y 160 metros de
los nidos (media: 683,9 + 84; media: 625 £ 75,2, respectivamente) (F= 6,58;
P= 0,01). Cabe destacar que esta variable depende de la caracteristica del
cultivo y no del proceso de polinizacion. En el caso del peso de 1000
semillas también se presentaron diferencias significativas, obteniendo el
menor valor en las parcelas proximas a los nidos de abejorros (0,19 +0,01)
frente a las otras dos distancias (0,20 £0,01 iguales para 80 y 160 metros)
(F=4,76; P=0,039).
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Figura 25. Rendimiento (kg/ha) (arriba) y nuamero de semillas por
inflorescencias (abajo) obtenido en las parcelas de trébol rojo a tres

distancias diferentes de los nidos de abejorros.

4.3.9. Relacion entre el rendimiento de semillas y presencia de abejorros
Utilizando el Coeficiente de Correlacion de Pearson, se determind la

asociacion de los diferentes indicadores de rendimiento con el numero de
abejorros registrados sobre las parcelas. Se encontré una asociacion
positiva entre el numero de abejorros y el niumero de semillas/inflorescencia
(r= 0,73; P=0,007) y el rendimiento medido en kg/ha (r= 0,58; P= 0,04). Se
aplic6 un Modelo Lineal General para determinar la relacién entre la

presencia de los abejorros en las parcelas y el rendimiento de semillas de
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trébol rojo obteniéndose la funcién Rendimiento (kg/ha) = 362,58 + 394,36
abejorros (F= 10,14; P= 0,01) (Figura 26). Con respecto al numero de
inflorescencias por metro cuadrado no se encontrd relacion positiva con el
numero de abejorros (r= 0,52; P= 0,08). Finalmente se encontré una relacion
negativa entre la presencia de abejorros y el peso de 1000 semillas (r=
-0,075; P=0,0043).
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Figura 26. Relacion entre el numero medio de abejorros y el rendimiento de
semillas (kg/ha) obtenido a partir del registro de las 12 parcelas de

observacion en el semillero de trébol rojo.

En el caso de las abejas meliferas, el polinizador mas abundante
observado sobre el trébol rojo, no se pudo encontrar una asociacion
significativa ni con el numero de semillas/inflorescencia (r= 0,23; P= 0,47), ni
con el rendimiento (kg/ha) (r= 0,46; P= 0,12). Al igual que con los abejorros,
se aplico un Modelo Lineal General encontrando que no hubo relacién entre
el numero de abejas meliferas y el rendimiento obtenido (F= 2,82; P= 0,12).
Cabe destacar que este insecto no se relacioné con ningun indicador de

rendimiento medido.
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De forma complementaria, con el fin de esclarecer el papel de A.
mellifera como polinizador se analiz6 el efecto de ambos polinizadores juntos
sobre el rendimiento de semillas de trébol rojo. Los resultados arrojaron que
ambos polinizadores contribuyeron en el rendimiento (kg/ha) obtenido (F=
7,76; P= 0,01) siguiendo una relacion rendimiento=-121,5 + 438,5 abejorros
+ 214,07 abejas meliferas, con un coeficiente de determinacion R? de 0,63
(mucho mayor que la suma de cada polinizador por separado). En este
contexto, A. mellifera se relaciona con el rendimiento obtenido (F= 7,22; P=
0,02).

4.3.10. Produccién de semillas en las carpas
Se realizo un analisis de varianza y en general los resultados de

rendimientos en las carpas, incluyendo el tratamiento “sin polinizadores”, y
no encontraron diferencias significativas sobretodo en kg/ha y numero de
semillas por cabezuela (F= 202,96; P= 0,0006, F= 196,28; P= 0,0007,
respectivamente). Enfocandonos especificamente en la accion de los
polinizadores, abejorros y abejas meliferas, no se encontré diferencias en las
medias para la mayoria de los indicadores de rendimientos de trébol rojo
cuantificados (proporciéon de semillas por inflorescencias, kg/ha, numero de
inflorescencias maduras, peso de 1000 semillas, porcentaje de germinacioén),
salvo en el numero de inflorescencias/m?. Este ultimo indicador presentd un
valor medio menor en las carpas de abejas meliferas indicando que la
floracion de trébol rojo era menor. En ambos casos se obtuvieron muy
buenos resultados lograndose un 556 kg/ha y un 55 % de semillas por
cabezuela con abejorros y 487,5 kg/ha y 54,7% de semillas/cabezuelas con

abejas meliferas (Figura 27).
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Figura 27. Rendimiento (kg/ha) y proporcién de semillas por inflorescencias
(%) obtenido en las carpas de experimentacion donde se establecieron tres

situaciones: con abejorros, con abejas meliferas y sin polinizadores.

5.4. DISCUSION

El estudio realizado constituye el primero en la region donde se busca
incrementar el rendimiento de semillas de trébol rojo utilizando colonias de
abejorros obtenidas mediante cria artificial en un periodo que no es el natural
para la especie utilizada.

Se obtuvieron una diversidad de resultados relacionados con la
actividad de los abejorros, el desarrollo de los nidos, los recursos
nectariferos y poliniferos colectados, la presencia de otros insectos
polinizadores en el semillero y diferentes indicadores de rendimiento de
semillas, que constituyen una informacion fundamental para continuar
explorando la viabilidad de mejorar la produccion de semillas de trébol rojo

empleando abejorros como polinizadores principales.

4.4 1. Evolucion de las colonias de abejorros

La poblacién de abejorros en los nidos fue decreciendo desde el
momento que se instalaron las colmenas, alcanzando un minimo el 16 de
enero, momento en que el semillero mostraba la mayor cantidad de

inflorescencias receptivas para los insectos. Esta disminucion puede
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obedecer a un recambio poblacional, ya que luego de esa fecha la poblacién
comenz6 a recuperarse. Salvarrey et al. (2013) establecieron que el ciclo de
cria de las obreras de B. atratus en colonias criadas en el laboratorio puede
durar 37 dias. Sin embargo, en estudios similares con la misma especie en
zonas tropicales se hallé que el ciclo de cria de las obreras duraba entre 24
y 33 dias (Torres y Gémez, 2009; Cruz et al., 2008). Estos valores de
duracion del ciclo de cria podrian explicar la variacion poblacional de las
colonias, ya que el 23 de enero, 31 dias después de instalados los nidos, el
numero de individuos comenz6 a aumentar, llegando a un valor similar a la
inicial.

Por otro lado, luego de instalacion de los nidos en el semillero no se
observo una pérdida abrupta de individuos, tal como lo reportaron Salvarrey
et al. (2017). Estos investigadores, que trabajaron con colonias naturales
trasegadas a cajones, registraron pérdidas del 25% de individuos el primer
dia de instaladas en el campo. En este estudio las colonias fueron obtenidas
mediante cria artificial y las obreras realizaron su primer vuelo al instalar las
colmenas. Es posible que en estas condiciones mostraran una mejor
adaptacién y una orientacién mas efectiva al momento de retornar al nido.

Llamativamente, los nidos ubicados en el extremo sur de cada refugio
(se instalaron cuatro nidos en cada uno), captaban un mayor numero de
abejorros que retornaban del campo en detrimento de los demas nidos. Esto
hace suponer que la deriva de pecoreadoras entre los distintos nidos fue
importante. La deriva es un fendbmeno muy comun en las abejas meliferas
cuando las colmenas estan muy cercanas, situacion tipica en apiarios de
produccion (Hicks, 2018; Gary, 1992). En este caso los abejorros también
mostraron ese comportamiento y es un factor que se debe tener en cuenta

cuando se planea utilizarlos para la polinizacion de un cultivo.

4.4.2. Ritmo de actividad de los abejorros
El registro de los abejorros entrando y saliendo de las colonias

presentaron variaciones a lo largo del periodo de estudio pero sin un patrén

73



fijo, y no se encontré relacién entre la actividad y la temperatura o la
hamedad. Las condiciones ambientales pueden influenciar el forrajeo de los
abejorros (Bergman et al., 1996). Sin embargo si las variaciones se dan a
nivel diario podrian no afectar su actividad de pecoreo (Ogilvie et al., 2017).

Los abejorros mostraron mayor actividad en la manana que en la tarde.
Coincidentemente, durante la manana es cuando los abejorros colectan
mayor cantidad de polen y de mas diverso origen. Asi, la mayor actividad de
los abejorros durante la mafiana podria deberse a una mayor disponibilidad
de polen.

Un aspecto que llama la atencion es que la colecta de polen en el
periodo de estudio fue aumentando mientras que el nimero de individuos de
las colonias fue disminuyendo. Los dias de mayor entrada de (8 y 23 de
enero) coinciden con el menor numero de individuos en los nidos. El polen
es un alimento esencial para el desarrollo de las larvas, por lo que su
demanda puede mostrarse independiente del numero de abejorros adultos y
responder al numero de larvas presentes en los nidos (Vanderplanck et al.,
2014). Como ya se menciond, la poblacién de las colonias comenzo a crecer
luego de un declive inicial por lo que el mayor ingreso de polen fue destinado

a la cria que luego restableceria la poblacion.

4.4.3. Utilizacién de recursos botanicos

El andlisis palinolégico de las muestras de polen y néctar colectadas
por los abejorros, mostré una variacion en el origen botanico de acuerdo al
periodo de estudio (aunque en el polen con un respaldo estadistico
marginal). Las muestras de polen mostraron menor variacion y mayor
proporcidn de trébol rojo (32-52 %) que las muestras de néctar (19- 52 %). Al
analizar los recursos botanicos utilizados observamos que, ademas del
trébol rojo, se utilizaron 29 especies botanicas. Dentro de esas especies, 14
fueron utilizadas como poliniferas y 22 como nectariferas. Esto demuestra la
magnitud de la competencia que tiene el trébol rojo para atraer a los

abejorros, especialmente en fuentes de néctar.
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Pese a que los abejorros ingresaban mayor cantidad de polen y de
mayor diversidad de fuentes florales durante la manana, fue en la tarde
cuando colectaron en mayor proporcidon polen del trébol rojo. Este
comportamiento pudo estar determinado por la oferta de recursos (Rotheray
et al, 2017; Goulson, 2003). La competencia y/ disponibilidad de los
diferentes recursos vegetales pueden ser la explicacion de la mayor
presencia de apidos en el semillero en la tarde, como se analiza a

continuacion.

4.4.4. Presencia de los abejorros y abejas meliferas en el semillero
El analisis del numero de abejorros registrados en las parcelas de

trébol rojo, mostr6 un marcado gradiente decreciente en la distribucidn
desde la ubicacion de los nidos. Esta tendencia es coincidente con lo hallado
por Varela y Rebuffo (1999), pero contraria a la reportada por Salvarrey et al.
(2017). En este ultimo estudio, realizado en marzo, cuando la poblacién
natural de abejorros alcanza su maximo, es altamente probable que la
presencia de abejorros silvestres haya enmascarado un posible gradiente de
distribucion.

Por otro lado, no se encontro relacion entre la presencia de abejorros
en el semillero y las fechas de muestreo, ni con el momento del dia. Esto
indica que la actividad diaria de los abejorros sobre el trébol rojo fue
uniforme y se mantuvo a lo largo de toda la floracion. Esto llama la atencion
porque de acuerdo a los andlisis palinoldgicos los abejorros colectaron mas
polen de trébol rojo en la tarde. Las abejas meliferas por su parte, superaron
ampliamente a los abejorros en numero y mostraron una distribucion
uniforme en todo el cultivo. Dicha distribucién estuvo determinada por el
numero de inflorescencias atractivas, aspecto que no se observd en los
abejorros. Por otro lado, llama la atencién que las abejas meliferas
colectoras de néctar hayan mostrado un comportamiento diferente a las
colectoras de polen. Estas, estuvieron mas presentes en las parcelas mas

alejadas de los nidos de abejorros (160 metros) e iban disminuyendo en
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abundancia al acercarse a los mismos. Sumado a esto, se encontré una
correlaciéon negativa entre abejorros y abejas meliferas colectoras de néctar,
lo que podria indicar un escenario de competencia entre ambas especies
(Mdller, 2016).

Numerosos estudios han destacado a los abejorros por su superioridad
al momento de explotar el trébol rojo por poseer una proboscide mas larga
que A. mellifera (Elbgami et al., 2014; Heinrich, 1976; Free, 1970). Bombus
atratus es una especie de abejorro catalogada como de “lengua larga”
(Arbulo et al., 2011). Se ha demostrado que esta caracteristica morfologica
es determinante al momento de explotar disponer un recurso nectarifero con
corola profunda como es el caso del trébol rojo. Bombus atratus, al llegar a
la profundidad de las corolas de trébol rojo podria dejar sin néctar las flores,
disminuyendo la posibilidad de que otro polinizador pueda alimentarse
(Elbgami et al., 2014). Por otro lado, la eficiencia que le confiere la
proboscide larga para explotar especies como el trébol rojo, le brinda gran
velocidad de pecoreo, por lo que su accion podria determinar la presencia de
otras especies, en este caso a las abejas meliferas (Salvarrey, 2012; Arbulo
etal., 2011).

4.4 5. Presencia de otros polinizadores

Ademas de los abejorros, los polinizadores mas frecuentes en el
semillero fueron las abejas meliferas, la Unica especie exética observada.
También se registraron insectos de los ordenes Coleoptera, Diptera,
Lepidoptera e Hymenoptera visitando las flores de trébol rojo.

Los apidos sociales son ampliamente reconocidos como excelentes
polinizadores debido a que colectan néctar y polen para acopiar en los nidos,
lo que los obliga a visitar muchas flores. Muchas especies tienen el cuerpo
cubierto de pelos ramificados donde se adhiere el polen y estructuras
especializadas para cargarlo y transportarlo durante los vuelos de pecoreo.
Dentro de este grupo las abejas meliferas que tienen dificultad para acceder

al néctar de las flores de trébol rojo por el largo de la corola, visitaron el
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semillero con mucha frecuencia luego del pico de floracién (8 de enero), por
lo que pudieron competir fuertemente con los abejorros (Dupont et al., 2011).

Las xil6copas, representadas por las especies X. frontalis y X. augusti,
tuvieron una presencia destacada en el cultivo. Este grupo, poco
considerado en la polinizacién de cultivos comerciales, podria llegar a tener
un efecto importante en la produccion de semillas de trébol rojo, si se tiene
en cuenta su tamafo (mayor que el de los abejorros) y que colecta tanto
néctar como polen. Para aumentar la presencia de este grupo es
fundamental que cuenten con lugares y materiales propicios para que
construyan sus nidos, o incluso brindarselos (Lucia et al., 2017).

Otros grupos que merece mas atencion como potenciales polinizadores
son, por un lado, los sirfidos 0 moscas de las flores, cuya dieta depende del
néctar y el polen (Stefanescu et al., 2018; Rosado y Ornosa, 2013). Por otro
lado, se encuentran los lepidépteros, quienes también se alimentan de
néctar y poseen un aparato bucal especializado que los hace aumentar su
eficiencia como polinizadores (Barrios et al., 2016). Los demas grupos de
insectos encontrados, dipteros y coledpteros posiblemente tengan un rol
muy limitado como polinizadores en la medida que solo colectan néctar para

el mantenimiento de los individuos y no visitan muchas flores.

4.4.6. Rendimiento de semillas
4.4.6.1. En las parcelas

El rendimiento promedio del semillero fue de 486 kg/ha, un valor
bastante mas elevado que los 119 kg/ha (rango: 45 a 255 kg/ha) que se
obtenia histéricamente (Varela y Rebuffo, 1999; Garcia et al., 1991).

No obstante, hubo una enorme variacion de rendimiento dentro del
semillero, hallando la mayor produccion de semillas a 10 metros de distancia
con respecto a los nidos de abejorros (709 kg/ha). A 80 y 160 metros de los
nidos el rendimiento disminuyé de forma marcada (423 Kg/ha y 327 kg/ha,

respectivamente).
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El rendimiento de semillas obtenido en las proximidades de los nidos
de abejorros se destaca entre valores de rendimiento reportados por otros
paises. Por ejemplo, en Polonia Wilczek y Awintal (2008) encontraron
valores de 688, 737 y 937 kg/ha, y en Serbia Tomise et al. (2014)
encontraron valores promedio de 251 kg/ha para un afio y 638 kg/ha para
otro afio con diferentes situaciones climaticas. En ambos casos se llegé a
estos valores por la utilizacion de métodos alternativos a la polinizacion que
incluye la estimulacion foliar mediante microelementos y la aplicacion de
cobalto (Tomize et al., 2014; Wilczek y A£wintal, 2008), resaltando la limitante
de este proceso bioldgico en la produccion de semillas. En Estados Unidos,
se han realizado estudios de polinizacion de trebol rojo con abejorros,
especificamente con las especies, Bombus horturum y Bombus ruderatus, y
se han obtenido rendimientos de semilla en torno a 600 kg/ha. Sin embargo,
para obtener dichos resultados se utilizaron de 10 a 12 colonias por hectarea
(FAO, 2018).

El numero de semillas por inflorescencias promedio, fue de 32,9 %,
pero también mostré variaciones acompafando el gradiente de distribucion
de los abejorros. Los mayores valores fueron los obtenidos en la cercania de
los nidos (42,7 %). Esta variable es un importante indicador de la accion de
los abejorros como polinizadores de trébol rojo ya que la formacion de
semillas en una flor es producto de la accién individual del polinizador
(Salvarrey et al,, 2017). En el presente estudio la proporcion de semillas por
inflorescencia fue mayor a la obtenida con abejas meliferas en Uruguay
(Formoso, 2010), pero menor a la alcanzada con abejorros por Salvarrey et
al. (2017) (64,4 %). La diferencia entre los datos de este estudio y los que
reportaron Salvarrey et al. (2017) puede radicar en que en este trabajo el
semillero estaba en su primera floracion por lo que presentaba un elevado
numero de inflorescencias por superficie, lo que significa mas flores para
visitar por parte de los abejorros. En cambio, Salvarrey et al. (2017)
trabajaron con un semillero en su segunda floracion, con baja densidad de

inflorescencias, y con una abundante poblacién natural de abejorros.
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El numero de abejorros en el semillero tuvo una relacién con el numero
de inflorescencias por metro cuadrado, que coincidentemente fue mayor en
las parcelas cercanas a los nidos, lo que explica el alto rendimiento de
semillas. Varela y Rebuffo (1999) en un estudio de polinizacién de trébol rojo
con abejorros también encontraron que el rendimiento de semillas estaba
asociado a la mayor densidad de inflorescencias. Para optimizar la colecta
de recursos los abejorros suelen ir ocupando parches en funcion del tamano
de los mismos y la cercania a los nidos (Heinrich, 2004; Goulson, 2003). El
mayor rendimiento obtenido en las parcelas cercanas a los nidos esta
relacionado con el numero de inflorescencias en las parcelas conjuntamente
con la accion de los abejorros.

A diferencias de los indicadores anteriormente mencionados el peso de
1000 semillas guardd una relacion negativa con la distancia a los nidos. Esta
tendencia puede deberse a que en las cercanias de los nidos las flores de
trébol rojo tuvieron mayor numero de semillas, pero de menor tamaro. Esto
responde a una inversion energética de la planta, que al ser fecundados sus
dos ovulos, debe disminuir los recursos asignados a la formacion de cada
semilla. Aun asi, el porcentaje de germinacion de las semillas obtenidas en
todo el semillero no presenté diferencias, demostrando que las diferencias

de peso halladas no afectaron su viabilidad.

4.4.6.2. En las carpas

La produccion de semillas y la proporcion de semillas por inflorescencia
en las carpas no mostraron diferencias entre las que contaban con les
abejorros o abejas meliferas como polinizadores. Este resultado, diferente al
obtenido en el semillero, debe analizarse teniendo en cuenta el tamafo de
las colonias de las dos especies. Durante el periodo de estudio las colonias
de abejorros no superaron los 50 individuos en cada carpa. En cambio, los
nucleos de abejas meliferas contenian entre 5000 y 8000 obreras. En estas

condiciones de extrema desigualdad en la cantidad de insectos, la igualdad
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en la produccion de semillas valoriza especialmente el rol de los abejorros
como polinizadores.

La produccion de semillas promedio de las dos carpas que contaban
con abejorros de 556 kg/ha, y la proporcion de semillas por inflorescencias
fue de 55 %. Este ultimo valor fue mayor que el obtenido en las parcelas
cercanas a los nidos (42,7 %) y mas cercano a los obtenidos por Salvarrey
et al. (2017) (64,4 %) en un semillero con alta densidad de abejorros.

Dada la biologia reproductiva del trébol rojo, que requiere polinizacion
cruzada, en las carpas con ausencia de polinizadores se esperaria obtener
valores casi nulos de rendimiento. Sin embargo, se obtuvo un porcentaje de
semillas por inflorescencias de 0,5 % y un valor de peso de semillas de 6
kg/ha. Estos resultados sugieren la presencia de algun polinizador que no
fue observado, pudiendo haber entrado por una perforacién del tejido o
tratarse de insectos que quedaron atrapados y que fueron imperceptibles al
momento de la instalacion de las carpas. Estudios similares frente a este tipo
de resultados reportaron la presencia de pequefos coledpteros los cuales

contribuyeron a la polinizacién de trébol rojo (Rao et al., 2007).

4.4.6.3. Consideraciones finales

El estudio realizado mostré que el empleo de colonias de abejorros
nativos B. atratus puede ser una biotecnologia que colabore a superar la
produccion de semillas de una de las leguminosas forrajeras mas
importantes del pais como es el trébol rojo.

Los resultados obtenidos brindan elementos a atender al momento de
planificar futuros estudios en el tema, como son la evolucién de la poblacion
de las colonias, el ritmo de actividad, los recursos botanicos que actuan
como competencia del trébol rojo y la distancia de pecoreo, entre otros.

La disponibilidad de colonias de B. atratus de forma desestacionalizada
y emplazadas en colmenas muy seguras para el manejo ya es una realidad

en la region.
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Se requieren futuros estudios confirmar el valor de los abejorros B.
atratus como polinizadores del trébol rojo en mas de un ambiente
acompafiados de estudios econdémicos que determinen la factibilidad de
incorporar este nuevo manejo tecnolégico en la produccion de semillas.

Finalmente, el empleo de colonias de abejorros para polinizar trébol
rojo en establecimientos privados requerira la formacion técnica de recursos

humanos para que puedan manejar sin inconvenientes las colmenas.
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APITULO 2. POLINIZACION EN TOMATE LANUM
LYCOSPERSICUM) UTILIZANDO ABEJORROS NATIVOS (BOMBUS
ATRATUS) COMO POLINIZADORES EN CULTIVO BAJO INVERNACULO.

5.1. INTRODUCCION.

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas
importantes del mundo. En Uruguay, el mercado interno se encuentra
abastecido por una produccion anual continua favorecida por la utilizacién de
zonas con distinta aptitud agro-ecoldgica, la aplicacion de diversas
tecnologias y la produccién de cultivos protegidos. La produccion de tomate
en invernaculos alcanza el 70 % del volumen total producido en el pais
(DIEA, 2018) y esta creciendo en cuanto al numero de productores y area
cultivada en sustitucion de la produccién de tomate a campo. Las principales
razones de esta tendencia son el mayor rendimiento y calidad obtenidos,
que permite prolongar los ciclos productivos y controlar algunos factores
ambientales.

Entre los factores que limitan un mejor rendimiento del tomate,
producidos tanto a campo como bajo proteccidén, se destacan la falta de
polinizacién, las temperaturas desfavorables para la antesis, la iluminacién
insuficiente, el exceso o falta de nutrientes, y la humedad relativa que
cuando es alta dificulta la liberacién de granos de polen y cuando es baja
obstaculiza la germinacion del tubo polinico (Aldana et al., 2007). Estudios a
nivel local indican que el rendimiento de tomate depende principalmente del
largo de ciclo de produccion, seguido por el porcentaje de cuajado y en
menor medida por el numero de flores. El tamafio de fruto tiene menos
impacto, pero es significativo. Sin embargo, la variable ambiental mas
importante en la determinacion del rendimiento es la luz interceptada por el
cultivo (Berrueta, comunicacion personal). Algunas de estas limitantes son
propias de la producciéon bajo cubierta y podrian ser superadas con la
utilizacién de un polinizador eficiente que contribuya a la obtencion de un

mayor rendimiento.
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Otro método para mejorar la produccion de cultivo de tomate protegido,
sin necesidad de recurrir a la polinizacion, es la utilizacion de reguladores de
crecimiento (hormonas) (Astegiano et al, 1982). Existen diversos
reguladores y sus efectos sobre el rendimiento apuntan a favorecer la
fructificacion y tamarfo de los frutos obtenidos (Martinez et al., 2016). La
aplicacion exdégena de auxinas induce un rapido prendimiento del ovario
cuando la causa de la falta de cuajado esta dada por la ocurrencia de
temperaturas que se encuentran por debajo o exceden el 6ptimo requerido
por el cultivo (Ramirez, 2003), favoreciendo también el crecimiento del fruto
por el incremento en la biosintesis de giberelinas a través de la actividad de
enzimas involucradas en su metabolismo (Serrani Yarce, 2008). De esta
forma, con la aplicacion de hormonas en el cultivo de tomate se logra mayor
cantidad de frutos y de mayor tamafio (Martinez et al., 2016).

No obstante, el reemplazo de la polinizacion entomoéfila con
polinizacidn manual, polinizadores eléctricos u hormonas incrementa el
trabajo en el cultivo y los costos de produccion (Velthuis, 2002; Kaftanoglu,
2000). Ademas, es frecuente que esta técnica promueva la formacion de
frutos deformes que luego seran descartados.

Los beneficios del uso de abejorros como polinizadores del tomate
radican, por un lado, en la disminucion de costos al reemplazar otras
técnicas de polinizacion o el uso de estimulantes de la fructificacion, y por
otro, en las mejoras obtenidas en la calidad de los frutos y en la produccién
total (Vethuis y van Doorn, 2006). Varias investigaciones han constatado que
la polinizacion con abejorros mejora el cuajado de frutos (Velthius y van
Doorn, 2006; Morandin et al., 2001b; van Ravestijn y van der Sande, 1991),
aumenta el numero de semillas, diametro y peso (Nunes da Silva et al,,
2012; Aldana et al., 2007; Estay et al., 2001; Morandin et al., 2001b;
Dogterom et al., 1998; van Ravestijn y van der Sande, 1991), favorece la
formacion de frutos mas regulares y redondeados (Aldana et al., 2007), y
mejora los atributos quimicos y sensoriales de los tomates (concentracién de

soélidos solubles, acidez, dulzura, aroma, volatiles) (Hogendoorn et al., 2010).
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Algunos productores de tomates preocupados por una mejora en la calidad
del producto han incursionado en el uso de abejorros para la polinizacién,
recurriendo a la importacion de colonias de B. atratus obtenidas mediante
cria artificial desde Argentina.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de los abejorros B.
atratus en caracteristicas del fruto de tomate considerando peso, diametro,
numero de semillas y numero de I6culos de los mismos, obtenidos a partir de

flores polinizadas por dichos insectos.

5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Aspectos generales

Se realizaron tres experimentos en dos zonas del pais en cultivos de
tomate de mesa bajo cubierta, uno en el departamento de Canelones y dos

en el departamento de Salto.

5.2.2. Experimento 1
En abril de 2015 se trabajé en la localidad de Sauce, en el

departamento de Canelones (34° 66’ S, 56° 12" W) en un cultivo de tomate
(variedad LAPATAIA), plantado bajo un invernaculo con estructura de
madera, con cubierta y laterales de polietileno. Estos ultimos se levantan
para controlar la temperatura y la humedad en el interior (invernaculo semi
abierto), por lo que no se puede evitar el ingreso de insectos al cultivo. Se
colocaron en el invernaculo dos colonias de abejorros de aproximadamente
60 individuos cada una, obtenidas mediante cria artificial en la Seccion
Etologia de Facultad de Ciencias (Salvarrey et al., 2013) (Figura 28).
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Figura 28. Vista del cultivo de tomate variedad LAPATAIA donde se realizo el

Experimento 1, Canelones 2015.

Las flores de tomate fueron sometidas a dos tratamientos: un grupo de
flores fueron visitadas por los abejorros y otro grupo fue excluido de la vista
de los insectos. Al inicio de la floracion del quinto racimo se eligieron al azar
40 pares de plantas vecinas. En una de ellas se eligié una flor visitada por
abejorros, la cual fue identificada por la observacion directa de la mancha
necrotica (marca que dejan los abejorros al visitar la flor) (Figura 29 a,b). En
la planta vecina se eligié una flor no visitada por los abejorros, se la marcé y
aislé mediante la utilizacion de una “bolsa” de tul (Figura 29 c). De esta

forma se marcaron 40 flores por tratamiento.
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Figura 29. Determinacion de los tratamientos mediante observacion directa
de los abejorros visitando las flores de tomate (a) o por observacion de la
mancha necrética (b) y exclusién de flores mediante la bolsa de tul (c).

Se regqistré la proporcion de flores que llegaron a desarrollar frutos
(cuajado), y cuando éstos cumplian con los requerimientos comerciales se
los cosechd y se determind el peso fresco, diametro, nUmero de semillas y

numero de I6culos (Figura 30).
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Figura 30. Seguimiento del crecimiento del fruto de tomate desde el cuajado

hasta el momento de la cosecha.

5.2.3. Experimentos 2 y 3

En julio en 2015 y en julio de 2016 se trabajo en departamento de Salto
(831° 36’ S, 57° 93’ W). Se utilizaron cultivos de tomate (variedad ELPIDA)
plantados en un invernaculo de tipo multiple (modelo capilla), con estructura
de metal, techo y laterales de polietileno y tejido anti-afidos, conformando

una estructura totalmente cerrada (Figura 31).

™ LS

e A

3

i

VA s

=P

e

Figura 31. Vista exterior e interior del invernaculo de Salto donde se realizo

el Experimento 2 y 3 (a) con la variedad ELPIDA.
En cada temporada se colocaron cuatro colonias de abejorros de B.

atratus de aproximadamente 110 individuos producidas por la empresa

Brometan (Argentina) (Figura 32).

87



Figura 32. Vista de los nidos de B. atratus instalados en el invernaculo.

Las flores de tomate fueron asignadas a tres tratamientos: un grupo de
flores fueron visitadas por los abejorros, un segundo grupo fue excluido de la
vista de los insectos y un tercer grupo recibio la aplicacion de hormonas. Al
inicio de la floracién del quinto racimo se eligieron al azar 30 grupos de tres
flores, cada una pertenecientes a plantas vecinas. En una de planta se eligi6
una flor visitada por abejorros, y en una de las plantas vecinas se eligidé una
flor no visitada por los abejorros la cual se marco y aislé con una “bolsa” de
tul, y en la otra planta vecina se marcé una flor y se le aplicd un estimulante
de fructificacion. La hormona aplicada fue acido [(-naftoxiacético
(Tomatosa®) en la dosis 1 gramo por litro. De esta forma se obtuvieron 30
repeticiones de cada tratamiento.

Se registrd la proporcion de flores que llegaron a desarrollar frutos
(cuajado), y cuando éstos cumplian con los requerimientos comerciales se
los cosechd y se los llevé al laboratorio para determinar el peso fresco,

diametro, numero de semillas y numero de léculos (Figura 33).
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Figura 33. Determinacion del ancho (mm), peso (gr) y numero de semillas de

los frutos de tomate.

5.2.4. Andlisis estadisticos

El numero de frutos cuajados con los diferentes tratamientos se
compararon mediante prueba de Chi cuadrado. Las diferentes
caracteristicas de los frutos de tomate fueron analizadas por separado
empleando un analisis de varianza (ANOVA) seguido por separacién de
medias por DMS (diferencias minimas significativas) para las variables peso,
diametro, numero de semillas y numero de loculos. La relacién entre el
numero de semillas y el peso de los tomates se estudi® mediante el

coeficiente de correlacion de Pearson y regresion lineal. Cabe aclarar que
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para este analisis se excluyeron los frutos obtenidos mediante aplicacién de
hormonas.
En todos los analisis se consideré un nivel de significacion de 0,05.

Los analisis se realizaron empleando el programa estadistico InfoStat®.

5.3. RESULTADOS
5.3.1. Experimento 1

El porcentaje de cuajado de las flores que fueron visitadas por
abejorros fue del 95 %, mientras que el de las flores no visitadas fue de 77,5
%, siendo estas diferencias significativas (x*= 5,16; P= 0,05). Los tomates
obtenidos a partir de las flores visitadas por los abejorros presentaron mayor
peso (F= 4,14; P=0,05), diametro (F= 6,24; P= 0,05) y numero de semillas
(F= 11,47; P= 0,01) que los obtenidos de flores que no fueron visitadas por
los insectos (Figura 34). Por otro lado, al analizar el numero de Iéculos, no
se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos (F= 0,40;
P= 0,53). La temperatura y humedad relativa promedio registrada fue de
18,1+ 1,9 °Cy 65,8 +6,9 %, respectivamente.
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Figura 34. Medias de las diferentes caracteristicas de fruto; peso fresco (a),
diametro (b), numero de semillas (c) y numero de Iéculos (d), medidos en los
frutos de tomates producidos a partir de flores visitadas por abejorros y no
visitadas por polinizadores, en Canelones 2015. Diferentes letras (a,b)

indican diferencias significativas a P <0,05, en ANOVA.

5.3.2. Experimento 2

El porcentaje de cuajado de las flores que fueron visitadas por
abejorros, el de las flores que no fueron visitadas por abejorros y el de las
flores que recibieron hormonas fue de 100, 63,4 y 90 %, respectivamente,
siendo estas diferencias significativas (x*>= 18,9; P< 0,05).

Los tomates obtenidos a partir de las flores visitadas por los abejorros
presentaron mayor didmetro que los obtenidos de flores que no fueron
visitadas por los insectos (F= 3,73; P< 0,05), pero no de los obtenidos de

flores tratadas con hormonas (F= 0,54; P= 0,46). Los tomates de estos
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ultimos dos tratamientos no mostraron diferencias (F= 2,19; P= 0,15). Los
tomates de los tres grupos de tratamiento no mostraron diferencias
significativas en el peso, numero de semillas y niumero de l6culos (F= 1,99;
P= 0,15, F=0,80; P= 0,45, F=1,41; P= 0,25, respectivamente) (Figura 35).

’ ) L ? .

Figura 35. Medias de las diferentes caracteristicas de fruto; peso fresco (a),
diametro (b), numero de semillas (c) y numero de l6culos (d), medidos en los
frutos de tomates producidos a partir de flores visitadas por abejorros, no
visitadas por polinizadores y en las que se aplico hormona, en Salto 2015.
Diferentes letras (a,b) indican diferencias significativas a P <0,05, en
ANOVA.

5.3.3. Experimento 3

El porcentaje de cuajado de las flores que fueron visitadas por
abejorros, el de las flores que no fueron visitadas por abejorros y el de las

flores que recibieron hormonas fue de 73, 60 y 60 %, respectivamente no
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encontrando diferencias significativas (x?>= 1,47; P= 0,48).

Los tomates obtenidos a partir de las flores de los tres grupos de
tratamientos presentaron diferencias significativas en peso (F= 5,21; P<
0,01), diametro (F= 4,05; P< 0,05), numero de semillas (F=3,40; P< 0,05) y
numero de léculos (F= 3,96; P< 0,05). Los tomates procedentes de las flores
visitadas por abejorros presentaron mayor peso, diametro y numero de
semillas que las procedentes de flores no visitadas por los insectos o que
recibieron hormonas. Los tomates de estos ultimos dos tratamientos no
mostraron diferencias en los indicadores senalados. En cuanto al numero de
l6culos solo los tomates procedentes de flores no visitadas por los abejorros
y los procedentes de flores tratadas con hormonas mostraron diferencias
significativas, siendo mayor estos ultimos (F= 3,96; P< 0,05). Los tomates
procedentes de flores visitadas por abejorros no mostraron diferencias
significativas con los obtenidos de flores que recibieron hormonas (F= 2,97;
P= 0,09), ni con los obtenidos de flores no visitadas por abejorros (F= 0,86;
P=0,36) (Figura 36).

La comparacion de los resultados obtenidos en el invernaculo de Salto
en las dos temporadas mostré una relacion entre afio y tratamiento (F= 4,25;
P< 0,05).
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Figura 36. Medias de las diferentes caracteristicas de fruto; peso fresco (a),
diametro (b), numero de semillas (c) y numero de l6culos (d), medidos en los
frutos de tomates producidos a partir de flores visitadas por abejorros, no
visitadas por polinizadores y en las que se aplico hormona, en Salto 2016.
Diferentes letras (a,b) indican diferencias significativas a P <0,05, en
ANOVA.

En consecuencia, se analizaron las condiciones ambientales de los
invernaculos en las dos temporadas encontrandose diferencias significativas
en la temperatura media (F= 13,26; P< 0,001), minima (F= 33,20; P< 0,001)
y maxima (F= 8,08; P< 0,001). En todos los casos la temperatura fue mayor
en el aino 2015 que en el 2016. En cuanto a la humedad media relativa, se
encontraron diferencias significativas (F= 252,45; P< 0,001), presentando los

2015 menores valores de humedad relativa que el 2016 (Cuadro 1).
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2015 2016
Junio Julio Junio Julio
Dia | Noche | Dia | Noche | Dia | Noche | Dia | Noche

Temp (°C) 195 | 150 | 186 | 139 [ 176 | 10,7 | 16,2 11,9

Him. Rel. (%) | 61,7 | 824 | 756 | 915 | 805 | 93,6 |[843 | 942

Cuadro 1. Temperatura y humedad relativa (media) dentro del invernaculo
para el dia (06:00-18:59 hs) y la noche (19:00-5:59 hs) durante los meses de
junio y julio en los afios 2015 y 2016.

5.3.4. Correlacién entre numero de semillas y peso
Se obtuvieron asociaciones significativas entre el numero de semillas y

el peso de los tomates de las dos variedades utilizadas en las dos zonas
estudiadas, LAPATAIA (F= 38,21; P< 0,001) y ELPIDA (F= 101,5; P< 0,001)
(Figura 37) y se determinaron los coeficientes de correlacion de Pearson

siendo R?=0,37; R*= 0,51, respectivamente.

Figura 37. Asociacion entre el numero de semillas y el peso de tomates
obtenidos mediante una regresion lineal simple para la variedad LAPATAIA
(Experimento 1, izquierda) y la variedad ELPIDA (Experimentos 2 y 3

agrupando los datos, derecha).

5.4. DISCUSION
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Los resultados encontrados en este estudio permiten determinar el
efecto de la polinizacion por abejorros en el peso, diametro, numero de
semillas y numero de I6culos de tomates producidos bajo invernadero.

En primer lugar, la visita de los abejorros a las flores incremento en los
tres invernaculos el porcentaje de cuajado entre un 13 y 47 % en relacion al
obtenido en flores no visitadas por los insectos. Esto se encontré en los tres
experimentos realizados y coincide con resultados reportados al utilizar otras
especies de abejorros (Velthius y van Doorn, 2006; Morandin et al., 2001b;
van Ravestijn y van der Sande, 1991). Cabe destacar que este componente
de rendimiento es de suma importancia en la productividad del tomate, ya
que el proceso de fructificacion es el que determinara el numero de frutos
resultante.

La accion polinizadora de los abejorros también mejord
significativamente el peso, tamafio y numero de semillas respecto a los
frutos obtenidos de flores sin acceso a polinizadores. Esta mejora se
observo claramente en los Experimentos 1y 3, donde los tomates obtenidos
a partir de flores polinizadas por abejorros presentaron valores superiores en
todas las variables registradas, excepto en el numero de Iéculos.

El menor efecto de los abejorros en el invernaculo de Salto en el afo
2015, a pesar de que la tendencia en los valores de los indicadores de
rendimiento fue la misma que el de las otras dos experiencias, puede
explicarse por condiciones ambientales que favorecieron la produccién de
tomates, que fueron mejores a las presentadas en el mismo invernaculo al
ano siguiente. Asi, en el afo 2015 la temperatura media se acerco al valor
optimo para la germinacion del grano de polen, que es de 21 °C segun
Martinez et al. (2016), y la humedad relativa media estuvo en torno al 61 %,
valor que favorece el cuajado y desarrollo del fruto (Vallejo, 1999). Estas
condiciones muy favorables a la produccion de tomates pudieron diluir el
beneficio de la accidén polinizadora de los abejorros. Sin embargo, si en este
experimento consideramos conjuntamente el porcentaje de cuajado y el

peso, las flores polinizadas por abejorros dan lugar a un mayor rendimiento
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de tomates que las que solo se autopolinizaron (36,6 % mas de frutos y 50 g
mas de peso). La mejora en el peso, tamano y numero de semillas de
tomates en invernaculos debido a la utilizaciéon de diferentes especies de
abejorros habia sido verificada en varios estudios (Aldana et al., 2007;
Morandin et al., 2001b; Estay et al., 2001; Dogterom et al., 1998; van
Ravestijn y van der Sande, 1991).

En las dos experiencias realizadas en el invernaculo de Salto se
incluyo el uso de un fitorregulador destacado por incrementar la fructificacion
y favorecer el desarrollo del fruto. Aun asi, en el afio 2016 las flores
polinizadas por abejorros dieron lugar a tomates de mayor peso, tamafno y
numero de semillas que los provenientes de plantas tratadas con hormona.
Estas diferencias no se encontraron en el afio anterior, seguramente debido
a las mejores condiciones ambientales para la produccién mencionadas
anteriormente pudieron favorecer el efecto del fitoregulador.

El uso de hormonas para mejorar el desarrollo de los tomates es una
practica frecuente en Uruguay, permitiendo conseguir frutos de buen tamano
y con mayor numero de loculos. Estos beneficios se corroboraron en este
estudio, aunque no de forma clara al considerar los experimentos 2 y 3
realizados en Salto. En el experimento 2, los tomates obtenidos de flores
tratadas con hormonas fueron de mayor tamafo que los obtenidos de flores
no visitadas por abejorros, aunque estos ultimos presentaban mas semillas.
En el experimento 3 se destaca el elevado numero de l6culos que
presentaron los tomates, pero con un bajo numero de semillas. Estos
resultados concuerdan con el reportado por Martinez et al. (2016), quienes
sefalaron que el uso de hormonas da lugar a numerosos léculos pero
vacios, fenomeno que no ocurre con los tomates obtenidos de flores
polinizadas por abejorros. Por otro lado, resalta la calidad de los tomates
obtenidos de flores polinizadas por abejorros, los cuales mantuvieron sus
cualidades independientemente de las condiciones ambientales.

En las tres experiencias realizadas se hallé6 una asociacién entre el

numero de semillas y el peso de tomate, con coeficientes de determinacion
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intermedios (37- 51 %), Esta asociacion ya habia sido hallada para otras
variedades de tomates (Martinez et al., 2016; Silva Neto et al., 2013; Kevan
et al., 1991) y demuestra que la accién de los polinizadores aumentando el
numero de semillas de los tomates repercute en un mayor peso del fruto.
Esto asociado a un mejor cuajado contribuye a mayores rendimientos del
cultivo.

Ademas de la asociacion con el peso del tomate, el numero de semillas
podria estar asociado a la cantidad de sdlidos solubles, tal como se ha
reportado para el tomate cherry (variedad Conchita) (Hogendoorn et al.,
2010). Estos investigadores también hallaron que los consumidores tienden
a elegir tomates polinizados por poseer mejor sabor. En Uruguay aun resta
estudiar el efecto de los polinizadores en la calidad sensorial de los tomates
y si una mejora en este aspecto es percibida por los consumidores.

Los resultados encontrados en este estudio muestran que el uso de los
abejorros nativos B. atratus pueden contribuir a una mayor eficiencia en la
produccion de tomates de las variedades LAPATIA y ELPIDA bajo
invernaculo en dos regiones productivas del pais. EI mayor beneficio radica
en la posibilidad de estabilizar la producciéon a lo largo de todo el afo,
incrementando efectivamente el porcentaje de cuajado en momentos criticos
en el ciclo. Ademas, los frutos obtenidos presentaron mayor peso,
mejorando el rendimiento de los cultivos. Esta mejora en productividad de
tomates en invernaculos debido a la utilizacién de diferentes especies de
abejorros habia sido verificada en diferentes estudios (Aldana et al., 2007;
Estay et al, 2001; Morandin et al., 2001b; Dogterom et al., 1998; van
Ravestijn y van der Sande, 1991).

Este estudio es el primero en Uruguay que muestra los beneficios de
utilizar abejorros nativos para mejorar la produccion en tomates en
invernaculos. La posibilidad de incorporar esta biotecnologia esta supeditada
a la disponibilidad de colonias comerciales de abejorros y a un analisis

costo/beneficio favorable.
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6. EEECTO DE LA POLINIZACION DE TOMATES CON ABEJORROS EN

EL RENDIMIENTO Y LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS
FRUTOS

6.1. INTRODUCCION

Los abejorros del género Bombus son reconocidos polinizadores de
tomates, tal es asi que el proceso de domesticacion de estos insectos fue
originalmente pensado en la polinizacion de ese cultivo (Velthius y van Door,
2006; Velthius, 2002). La capacidad de generar las vibraciones necesarias
para la liberacion de polen de las solanaceas, familia que incluye el tomate,
es la particularidad que hace de este grupo de abejas tan importantes en la
produccion de este fruto (De Luca y Vallejo-Marin, 2013).

Las dos especies de abejorros presentes en Uruguay, Bombus atratus
y Bombus bellicosus, han sido sujetas a experiencias de cria en cautiverio
con resultados auspiciosos (Salvarrey et al., 2013). El empleo de colonias de
B. atratus obtenidas mediante cria artificial para polinizar tomates en
invernaculo ha permitido mejoras sustanciales en cuanto a calidad y
cantidad de frutos como se describié en el capitulo anterior. Si bien B.
atratus y B. bellicosus comparten muchos aspectos comportamentales y
morfoldgicos, hay diversos factores que pueden incidir en la eficiencia como
polinizadores de cada especie, dependiendo del cultivo. Las especies de
abejorros muestran diferentes preferencias por los recursos botanicos
disponibles y esto esta determinado por la disponibilidad de recursos
alimenticios que ofrecen (polen y néctar) y por la capacidad de extraerlo por
parte del abejorro (Morandin et al., 2001a;b). En este sentido, se ha indicado
que ambas especies de abejorros, B. atratus y B. bellicosus, utilizan en gran
medida el polen de las solanaceas como recurso alimenticio (Salvarrey et al.,
2012; 2009).

En el estudio del capitulo anterior se encontré que el empleo de
colonias de B. afratus utilizadas como polinizadores de tomate en

invernaculo contribuian en términos generales a mejorar el porcentaje de

99



cuajado de las flores y el diametro, peso y numero de semillas de los frutos,
coincidiendo con los resultados obtenidos en otros estudios (Aldana et al.,
2007; Estay et al., 2001; Morandin et al., 2001b; Dogterom et al., 1998; van
Ravestijn y van der Sande, 1991).

Sin embargo, en ese estudio no se registré el rendimiento total del
cultivo contemplando todo el ciclo de floracion. Este dato es importante
teniendo en cuenta que la vida util de las colonias en los invernaculos puede
no superar las tres semanas (Vethuis y van Doorn, 2006). Por otro lado, la
accion de los polinizafores puede influir sobre la fisiologia de los frutos,
afectando la jugosidad y la concentracion de azucar (Velthius, 2002).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de los abejorros B.
bellicosus en el rendimiento de tomate, considerando peso, diametro y
numero de semillas de los frutos, y el impacto en textura y concentracion de

azucar de los mismos.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Aspectos generales

El estudio se realizd entre abril y agosto de 2019 en el Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) Las Brujas, en el
departamento de Canelones en un cultivo protegido de tomate de la variedad
ELPIDA La estructura del invernaculo era de madera, con cubierta y
laterales de polietileno. Para evitar la salida de abejorros del invernaculo
(normalmente se levantan los laterales durante el dia) se cerré una
superficie experimental de 120 m? con una malla. El cultivo dentro de esa
superficie constaba de 16 parcelas de 10 plantas de tomate cada uno. En el
medio de este espacio se colocaron dos colonias de abejorros Bombus
bellicosus, con aproximadamente 30 obreras. Estas colonias fueron

obtenidas del trasiego de colonias silvestres a cajas nido (Figura 38).
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Figura 39. Nido de B. bellicosus encontrado en el campo.

Se seleccionaron al azar dos conjuntos de 80 plantas (8 parcelas) y en
uno se aislaron las flores de los polinizadores encerrandolas con una bolsa
de tul, mientras que en el otro las flores quedaron expuestas. Se eligieron 32
plantas para hacerle un seguimiento mas exhaustivo. En esas plantas se
midié el numero de flores por racimo, el numero de flores visitadas por
abejorros, el numero de frutos, el peso de los tomates de las flores visitadas

por abejorros. De cada parcela se eligieron dos plantas en las que se
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registré el numero de flores de cada racimo, el niumero de flores visitadas
por abejorros y el numero de flores que llegaron a dar frutos (cuajado).

El estudio se realiz6é considerando los racimos 2, 3,4 y 5.

6.2.4._Rendimiento de tomate

A medida que los frutos fueron alcanzando las caracteristicas
comerciales se fueron cosechando. Las cosechas se realizaron los dias 3 y
23 de julioy 6 y 27 de agosto.

Los tomates obtenidos de las plantas pertenecientes a cada parcela
fueron considerados en conjunto. En el laboratorio se separaron los frutos de
acuerdo a sus caracteristicas comerciales estableciendo tres categorias;
categoria 1 (frutos con calidad comercial de mayor tamafo), categoria 2
(frutos con calidad comercial de menor tamario) y descarte (frutos pequefios,
defectuosos, con malformaciones o dafos). Los tomates de cada categoria

fueron contados y pesados.
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Figura 40. Determinacion del peso de los tomates por parcelas, previa

categorizacion de los mismos por su tamano.
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Se seleccionaron los cuatro tomates con mejores caracteristicas en
cuanto a madurez y tamano para determinar la textura y la concentracion de
azucares (solo en dos tomates). La textura se midié con un penetrémetro
(Poner UNIDAD DE MEDIDA) y la concentracion de azucares con un

refractometro (°Brix) (Figura 41).

Figura 41. Medicion de la textura (izquierda) y la concentracion de azucares
(derecha) en los tomates obtenidos de flores visitadas y no visitadas por

abejorros.

Las plantas en las que se realizé el seguimiento de la floracidon fueron
cosechadas de forma independiente. Al estar maduros los frutos se los
cosecharon y posteriormente se cuantificd el peso, diametro y numero de

semillas de cada uno (Figura 42).

103



Figura 42. Determinacién del diametro (izquierda) y el peso (derecha) de

tomates obtenidos a partir de las plantas marcadas en cada tratamiento.

6.2.5. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadistico
SAS (SAS®, 2002), utilizando como base el PROC GLM (Modelo Lineal
General). El criterio para determinar si un efecto fue significativo fue la
prueba F, se reporto el valor de p y se considero significativo los efectos con
p menor a 0,05 (Littell et al., 2007).

6.3. RESULTADOS
6.3.1. Actividad de los abejorros

Durante el periodo de estudio se percibid visualmente que las colonias
de abejorros se iban despoblando (no se registré la poblacién). EI numero de
flores visitadas por los abejorros fue variando en los diferentes racimos que
iban floreciendo a lo largo del periodo de estudio (F= 17,17; P= 0,02). Al
comienzo de la floracion (racimo 2) los abejorros visitaron el 43 % de las
flores. En las flores correspondientes a los racimos 3 y 4 disminuye la
proporcion de flores visitadas para aumentar levemente en las flores del
racimo 5 (Figura 43). Por otro lado, el numero de flores disponibles
correspondientes a los racimos 2 y 3 fue similar y luego disminuye en los dos

racimos siguientes (Figura 43).
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Figura 43. Numero medio de flores visitadas y no visitadas correspondientes

a los cuatro racimos estudiados.

6.3.2. Rendimiento de tomate por planta
Se realizé un Modelo Lineal General en el que analizaron las variables

numero de frutos, peso, diametro y numero de semillas.

Se encontraron diferencias entre las plantas que recibieron visitas de
abejorros y las que no en el numero de frutos (F= 53,47; P= 0,01) y en el
numero de semillas (F= 16,63; P= 0,0001). En cambio, los tomates
obtenidos mediante la polinizacion de abejorros no difirieron en el peso (F=
2,66; P=0,10) ni en el diametro (F= 0,25; P= 0,62) con respecto a los que no

fueron visitados por abejorros (Figura 44).
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y no visitadas por abejorros fue similar, 132,0 +8,6 y 1255 15,53,
respectivamente (F=0,34; P=0,57). Al analizar los tomates de las categorias
1 y 2 tampoco se hallaron diferencias en la cantidad obtenida de cada
tratamiento (Categoria 1: F=3,00, P=0,10; Categoria 2: F=2,79, P=0,11)
(Figura 45).
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Figura 45. Numero de tomates de categoria 1 y categoria 2 obtenidos de

flores excluidas de los abejorros (SA) y visitadas por los abejorros (CA).

El rendimiento (peso) de tomates obtenidos de las flores visitadas y no
visitadas por abejorros no mostré diferencias, 3,59 kg/planta y 3,25
kg/planta, respectivamente (F= 0,34; P= 0,34). Analizando separadamente
los rendimientos de los tomates las categorias 1 y 2 tampoco hubo
diferencias estadisticamente significativas (F= 2,23; P= 0,15, F= 3,67; P=
0,07, respectivamente), aunque en la categoria 2 el respaldo estadistico

marginal evidencia una tendencia (Figura 46).
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Figura 46. Peso de tomates de categoria 1 y categoria 2 obtenidos de flores

excluidas de los abejorros (SA) y visitadas por los abejorros (CA).

6.3.4. Textura y contenido de azucares de los tomates
La textura considerando todos los tomates obtenidos de las flores

visitadas y no visitadas por abejorros no mostrd diferencias (F=0,50; P=
0,53) (Figura 47). Sin embargo, al analizar la textura de los frutos obtenidos
en diferentes cosechas se encontraron diferencias, siendo los tomates
obtenidos de las primeras tres cosechas mas firmes (0,99 N, 0,98 N y 0,98
N) que los obtenidos de flores no visitadas por abejorros (0,94 N) (F= 16,18;
P=0,02) (Cuadro 2).
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Figura 47. Textura (N) medida en los tomates obtenidos a partir de flores
polinizadas con abejorros (CA) y sin polinizar. Los valores corresponden al

numero medio de frutos seleccionados de cada tratamiento.

Cuadro 2. Textura (N) de los frutos de tomates de plantas polinizadas por
abejorros (CA) y sin polinizar (SA).

FECHAS CA SA

3 de julio 0,99 + 0,01 0,99 + 0,01
23 de julio 0,98 £ 0,02 0,99 £ 0,01
6 de agosto 0,98 £ 0,01 0,99 £ 0,01
27 de agosto 0,95 +0,03 0,94 + 0,02

La concentracion de azucares de todos los tomates obtenidos de las
flores visitadas y no visitadas por abejorros fue promediamente de 4,20
10,43 y 4,11 10,52, respectivamente mostrando diferencias marginales (F=
6,18; P= 0,058) (Figura 48). Al analizar la concentracion de azucar de los
frutos obtenidos en diferentes cosechas se encontraron diferencias (F=
138,72; P=0,001). La mayor concentracion de azucar se obtuvo en los frutos

de la primera cosecha (4,68 °Brix) (Cuadro 3).
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Figura 48. Concentracion de azucar (° Brix) medido en los tomates obtenidos
a partir de flores polinizadas con abejorros (CA) y sin polinizar. Los valores

corresponden al numero medio de frutos seleccionados de cada tratamiento.

Cuadro 3. Concentracion de azucar (°Brix) de los frutos de tomates de

plantas polinizadas por abejorros (CA) y sin polinizar con abejorros (SA).

CA SA
3 de julio 4,73 +0,29 4,62 £ 0,31
23 de julio 3,73+£0,15 3,52 + 0,56
6 de agosto 4,08 + 0,22 4,01 +£0,37
27 de agosto 4,29 £ 0,28 4,24 + 0,17

6.4. DISCUSION

Este estudio aporté informacién sobre el efecto de los abejorros en variables
del tomate de directa importancia econémica como son el rendimiento total,
el numero de frutos y su calidad, y la textura y concentracién de azucares.
Por otro lado, a diferencia del estudio del capitulo precedente, no se
emplearon abejorros B. atratus, sino B. bellicosus, la otra especie nativa

presente en Uruguay.

6.4.1. Actividad de los abejorros
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La actividad de los abejorros tuvo un descenso pronunciado entre la
floracién del segundo y tercer racimo que obedecid a una merma de la
poblacion de las colonias. La rapida pérdida de poblacion luego de
instaladas las colonias obtenidas de trasiego de nidos naturales ya habia
sido observada por Salvarrey et al. (2017), tanto en B. bellicosus como en B.
atratus. Esta tendencia al despoblamiento aparece mas atenuada en las
colonias de B. atratus obtenidas mediante cria artificial como se mostr6 en el
capitulo 1. La diferencia entre las colonias trasegadas y las colonias
artificiales puede radicar en que las primeras buena parte de los abejorros ya
cuentan con experiencia de forrajeo, mientras que en las segundas los
abejorros aun no han realizado actividades externas.

Los abejorros B. bellicosus utilizados no mostraron inconvenientes para
visitar las flores de tomates, por lo que también pueden considerarse como
una alternativa para polinizar los tomates en invernaculos. Esta especie es
plausible de criar al igual que B. atratus (Salvarrey et al., 2013), aunque no
esta siendo criada para el mercado. Bombus bellicosus presenta algunas
diferencias morfoldgicas y comportamentales con B. atratus que podria darle
ventajas en la polinizacion de algunos cultivos (Arbulo et al., 2011; Rossi et
al., 2015).

6.4.2._Rendimiento de tomate por planta

Las plantas polinizadas por abejorros produjeron mayor numero de
tomates que las no polinizadas. Sin embargo, los abejorros no tuvieron
incidencia en el peso y el tamafio de los tomates, discrepando con los
resultados del capitulo anterior donde en dos de las tres experiencias
realizadas la accién polinizadora de los abejorros mejoraron estas dos
caracteristicas.

Los abejorros si tuvieron una clara incidencia en el numero de semillas
de los frutos, resultado esperable porque la formacién de semillas es
consecuencia directa del proceso de polinizacion y depende directamente de

la cantidad de granos de polen que son efectivamente removidos y que
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llegan al estigma, por tanto es un fiel verificador de la eficiencia del
polinizador (De Luca et al., 2019; Messinger et al., 2016; Torres-Ruiz y
Jones, 2012). La mayor produccion de semillas en tomates obtenidos de
flores polinizadas por abejorros coinciden con los encontrados en el capitulo
anterior y los reportados en numerosos estudios (Bashir et al, 2019; Riafio et
al., 2015; Vaissiére et al., 2011; Wittman, 2009; Aldana et al., 2007; Morandin
et al., 2001a; b). La presencia de semillas es importante ya que son una
fuente de reguladores de crecimiento que juegan un rol muy relevante al
momento del desarrollo del fruto y en sus propiedades fisicoquimicas
(Miransari y Smith, 2014; Dazgan y Odogan, 2004).

6.4.3._Rendimiento de tomate en las parcelas
En las parcelas no se encontraron diferencias en el rendimiento (peso)

ni en el numero de tomates entre plantas polinizadas y no por polinizadas
por abejorros. Sin embargo, al diferenciar los tomates por categorias de
acuerdo a caracteristicas comerciales (especialmente tamafio), la proporcion
entre tomates de categoria 1 y categoria 2 fue mayor en las plantas
polinizadas por abejorros. El efecto de los polinizadores en la calidad
comercial de los tomates ha sido reportado en otros estudios (Bashir et al.,
2019; Ahmad et al., 2015; Aldana et al., 2007; Estay et al., 2001; Morandin et
al., 2001b; Dogterom et al., 1998; van Ravestijn y van der Sande, 1991)

Las plantas de tomates, de acuerdo a las caracteristicas o condiciones
en las que se desarrollen tienen determinada energia, la cual es configurada
como la cantidad de asimilados disponibles (la cantidad de azucares simples
que le queda luego del proceso de respiracion). Estos asimilados deben
distribuirse entre el crecimiento de planta y los distintos 6rganos vegetales
que demandan asimilados para su crecimiento. Esta reparticion se ve
afectada por el numero de frutos que una planta presenta, determinando que
a mayor cantidad de frutos menor sea la energia asignada a cada uno, y por
ende, menor el tamafo que alcanzan (Dogliotti, 2011). En base a este

principio, una practica muy utilizada para beneficiar la produccién de tomates
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consiste en la eliminacién de algunos frutos y estructuras vegetativas (raleo)
de modo de potenciar los frutos que ya se encuentran en crecimiento
(Dogliotti, 2011). Esto explicaria porque en las parcelas no hubo diferencias
en el numero de frutos entre plantas polinizadas y no polinizadas, pero si se
encontraron diferencias en la categoria (peso y tamafo), mostrando que la
polinizaciéon eficiente resulta en frutos de mejor calidad (Bashir et al., 2019;
Ahmed et al., 2015; Aldana et al., 2007; Estay et al., 2001; Morandin et al.,
2001b; Dogterom et al., 1998; van Ravestijn y van der Sande, 1991).

6.4.4. Textura y contenido de azucares de los tomates

El sabor y la calidad de frutos de tomate estan asociados a diferentes
cualidades entre las que se destacan la textura y la concentracion de
azucares (Monge y Loria 2019; Salunkhe et al., 1974). En este estudio la
textura no fue una caracteristica que en términos generales se viera
afectada por la accion polinizadora de los abejorros, aunque se encontraron
diferencias en la ultima cosecha donde los tomates presentaron menor
firmeza. La textura depende de la madurez del fruto, y en este sentido se ha
observado que frutos cosechados aun con color verde difieren en firmeza
con respecto a los tomates mas rojos o “pintones” (Salunkhe et al., 1974). En
este trabajo no se establecié un criterio estricto en cuanto al momento de
cosecha de los frutos, por lo que pudo haber incidido en que haya habido
una diferencia en un solo registré. Ademas, en la ultima cosecha se observo
un incremento de frutos con podredumbres y hongos en la superficie que
pudo haber afectado la textura (Amaya et al., 2010).

Respecto a la concentracion de azucar se evidencié una tendencia a
favor de los tomates de plantas polinizadas por los abejorros frente a los
tomates de plantas no polinizadas. Los tomates obtenidos en la primera
cosecha son los que presentaron mayor concentracion de azucares (4,6
°Brix). Justamente las flores que dieron lugar a estos tomates fueron las que
recibieron mayor cantidad de visitas de los abejorros. Una eficiente

polinizacién se relaciona con una mayor concentracion de azucares (Bashir

112



et al., 2019). Por otro lado, se ha reportado que tomates que presentan
valores superiores a 4,5 °Brix se catalogan como de buen sabor, mientras
que los que tienen menos de 4,0°Brix se consideran de baja calidad (Bashir
et al, 2019; Castellanos, 2009). Asi, la fuerte presencia de abejorros

visitando las flores del segundo racimo dio lugar a frutos de mayor calidad.

6.4.5. Consideraciones finales

En la produccion de tomates el rendimiento depende de diversos
factores como la variedad, el numero y peso de los frutos, el ciclo del cultivo,
el genotipo, las condiciones ambientales, la presencia de plagas vy
enfermedades, la densidad de siembra, y las podas (Bashir et al., 2019). En
este marco, el estudio realizado muestra que el uso de abejorros nativos
como polinizadores es un instrumento que puede aportar a mejorar
indicadores como tamafno y peso (mejor categoria de tomate con criterios
comerciales), asi como la concentracion de azucares.

De todos modos, los resultados obtenidos en este estudio no son
contundentes y se requiere seguir profundizando en el tema para afinar el
uso de esta nueva biotecnologia. Por lo pronto, el tamafo y durabilidad de
las colonias de abejorros aparece como un factor crucial para poder polinizar
eficientemente todos los racimos de las plantas de tomate vy diluir los costos

de la compra de colmenas.
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7. CAPITULO 4, IDENTIFICACION DE LOS PATOGENOS INTERNOS,
EXTERNOS Y VIRUS EN ABEJORROS B. ATRATUS

7.1. INTRODUCCION

Las poblaciones de abejorros del género Bombus, al igual que la de las
abejas meliferas Apis mellifera y de otros apidos polinizadores, estan siendo
amenazadas en muchas regiones del mundo por diferentes factores, lo que
podria tener consecuencias negativas en la produccion agricola y el
mantenimiento de los ecosistemas naturales (Chaplin-Kramer et al., 2019;
Potts et al., 2010; Klein et al., 2007; Goulson, 2003). Entre estas amenazas
se destacan diferentes grupos de parasitos, patégenos y virus, algunos
especificos del género Bombus y otros compartidos con otros grupos de
insectos (Manley et al., 2015; Daszak et al., 2000). El extenso comercio y
movimiento de abejas meliferas, y en menor medida algunas especies de
Bombus (ej. Bombus terrestris), ha provocado la dispersion de patégenos a
nuevas regiones donde anteriormente no se encontraban, fendmeno
conocido como “derrame de patogenos” (spillover) (Hicks et al., 2018; Evans,
2017; Graystock et al., 2015; Daszak et al., 2000).

Uno de los ejemplos mas claros de spillover es el del microsporidio
Nosema ceranae, que se encuentra presente en abejas meliferas (Higes et
al., 2010), abejorros (Plischuk y Lange, 2016; Arbulo et al., 2015; Graystock
et al., 2014; Li et al., 2012; Sokolova et al., 2010), abejas sin aguijon (Porrini
et al., 2017; Freitas 2009,), en abejas solitarias (Euglossini) (Nemésio, 2009)
y en avispas sociales (Porrini et al., 2017). Otro ejemplo son los virus ARN
mas conocidos de las abejas meliferas, Acute bee paralysis virus (ABPV),
Black queen cell virus (BQCV), Deformed wing virus (DWV) y Sacbrood virus
(SBV), que también se encuentran en abejorros (Alger et al., 2019; Bravi et
al., 2019; Evans, 2017; Gamboa et al., 2015), en abejas sin aguijén (Alvarez
et al, 2018; Ueira-Viera et al., 2015), en algunas especies silvestres

solitarias como Xylocopa augusti (en la que se detect6 DWV) (Lucia et al.,
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2014) y en otros insectos polinizadores como sirfidos (Diptera) (Bailes et al.,
2018) y mariposas del orden Lepidoptera (Levitt et al., 2013).

El abejorro Bombus atratus, ampliamente distribuido en Sudamérica
(Abrahamovich et al., 2004; Abrahamovich et al., 2001), ha sido utilizado con
éxito en la produccion de tomate (Solanum lyscopersicum) en invernaculo
(Aldana et al., 2007; Salvarrey et al., 2019), el pimentén (Capsicum annum)
en invernaculo (Riano et al., 2015) y en la produccién de semillas de trébol
rojo (Trifolium pratense) (Salvarrey et al., 2017). Desde hace unos afos las
colonias de B. atratus se crian en cautiverio a pequefia escala en Colombia y
Uruguay (Salvarrey et al., 2013; Cruz et al., 2008) y a escala comercial en
Argentina (Gennari, 2012), siguiendo una practica muy extendida de cria de
algunas especies europeas y norteamericanas (Velthuis y van Doorn, 2006;
Velthuis, 2002). Desde el punto de vista sanitario, las condiciones de cria
artificial (alta densidad de individuos, imposibilidad de salir al exterior a
forrajear y abundante alimento), pueden incrementar la sobrevivencia y
reproduccion de diferentes patdégenos, facilitando la proliferacion y
transmision de enfermedades (Graystock et al., 2013a; Murray et al., 2013).

En Uruguay B. atratus se encuentra distribuido en todo el territorio, y
junto con Bombus bellicosus, de distribucion mas restringida, son las dos
unicas especies autoctonas del pais (Santos et al., 2017). Recientemente se
estudioé la presencia de parasitos internos y externos en reinas, obreras y
machos de ambas especies en Uruguay (Revainera et al., 2019; Plischuk et
al., 2016). En B. atratus la lista de parasitos internos incluyen a los
microsporidios N. ceranae y Tubilonosema pampeana, el nematodo
Sphaerularia bombi y una especie de diptero parasitoide (Plischuk et al.,
2016). Respecto a los &acaros externos se encontraron Kuzinia spp.,
Pneumolaelaps longanalis, Pneumolaelaps longipilus, Scutacarus acarorum
y Tyrophagus putrescentiae (Ravainera et al., 2019).

La region mas austral de Sudamérica (Argentina y Chile) se encuentra
desde hace unos anos especialmente amenazada por la dispersion de las

especies exoticas, Bombus terrestris y Bombus ruderatus, introducidas en
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Chile (Aizen et al., 2018; Morales et al., 2013). Por lo pronto, estas especies
pudieron haber oficiado de reservorios de patégenos que saltaron a especies
nativas ocasionando importantes dafios en poblaciones naturales como es el
caso de Bombus dahlbomii, especie nativa de la zona andina de Chile y
norte de Argentina que se encuentra en peligro de extincion (Schmid-Hempel
et al., 2014; Arbetman et al., 2012). Uruguay, pais que limita con Argentina,
no se encuentra libre de recibir a B. terrestris y B. ruderatus, o nuevos
patdgenos presentes en estas especies y dispersados por otras.

El objetivo de este estudio fue relevar de forma exhaustiva los parasitos
externos, internos y virus ARN presentes en reinas, obreras colectadas en el

campo y obreras de colonias obtenidas mediante cria artificial de B. atratus.

7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Colecta de abejorros

En la primavera de 2014, se colectaron en el predio de la Facultad de
Agronomia de Montevideo (34° 50’ S, 56° 13’ W) 33 reinas de B. atratus
salidas de la hibernacion. Diecinueve reinas fueron destinadas al analisis de
parasitos y 14 al analisis de virus. A fines de la primavera de 2014 se
extrajeron 92 abejorros de colonias obtenidas artificialmente a partir de
reinas capturadas en el predio de la Facultad de Agronomia durante la
misma estacion siguiendo el protocolo de Salvarrey et al. (2013) y
mantenidas en el laboratorio con 20-50 obreras. Cuarenta y seis obreras se
destinaron al analisis de parasitos y 46 al analisis de virus. En febrero de
2015 se colectaron 54 obreras en el campo en el predio de la Facultad de
Agronomia. Treinta y siete abejorros se destinaron al analisis de parasitos y
17 al analisis de virus. Los ejemplares asignados al analisis de parasitos se
conservaron a - 20 °C, y los asignados al analisis de virus se conservaron a -
80°C.
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Ciencias.

7.2.2._Identificacion de parasitos internos y acaros
Para la identificacion de los parasitos internos se disecaron los

abejorros bajo un microscopio estereoscopico (10x y 40x). Primeramente, se
observo detenidamente la cavidad metasomal en busca de nematodos o
dipteros parasitoides en estado juvenil y luego las traqueas en busca de
acaros (Plischuk et al., 2016). Posteriormente se tomaron pequefias
muestras de tejido graso, tubulos de Malpighi, estbmago e intestino, y se las
observo con microscépio (400x y 1000x) para la deteccion de microsporidios
y protistas (Solter et al., 2012).
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Figura 50. Diseccion de una obrera de Bombus atratus.

Se puso especial atencion al tejido graso ya que la presencia anormal
de granulos en este tejido es indicativo del microsporidio T. pampeana
(Plischuk et al., 2015). Finalmente se homogeniz6 el cuerpo completo de los
insectos infectados en 2 ml de agua destilada y se cuantificd el numero de

esporas usando una camara de Neubauer (Undeen y Vavra, 1997).

Figura 51. Conteo de esporas de microsporidios empleando una

camara de Neubauer.
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Para identificar los acaros foréticos se observaron los abejorros con
una lupa éptica (4x), y en caso de ser necesario los acaros fueron separados
y observados al microscopio (40X). Se emplearon las claves acaroldgicas de
Krantz y Walter (2009), Hunter (1966), Hunter y Husband (1973) y Putatunda
et al. (1983). Para cada especie de acaro se determiné en los tres grupos de
abejorros el valor de prevalencia (porcentaje de abejorros con acaros),
abundancia (numero de acaros por abejorro inspeccionado) e intensidad
(numero de acaros por abejorro parasitado). También se calcul6 para cada
grupo de abejorros la diversidad de acaros mediante el indice de Simpson.
Ademas, teniendo en cuenta el valor del Indice de Simpsons e determiné la
proporcion de abejorros de cada grupo que presentaban diversidad Baja,
Moderada y Alta siguiendo el criterio de Revainera et al. (2019): Baja
diversidad (0-0,3), Moderada diversidad (0,3-0,6) y Alta diversidad (0,6-1).

7.2.3. Analisis de virus ARN
7.2.3.1. Extraccion de ARN y RT - gPCR

A las muestras de obreras y reinas de abejorros se les agregd 500 ul y
1200 pl de PBS, respectivamente. Posteriormente fueron homogeneizadas
por medio de una varilla de vidrio estéril. La purificacion del ARN viral se
realiz6 utilizando el kit comercial PureLink™Viral RNA/DNA MiniKit
(Invitrogen, EEUU), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Posteriormente se realizé la retrotranscripcion a ADNc utilizando el kit
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems™, EEUU).

La deteccién de virus se realizd utilizando el kit comercial Power
SYBRR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EEUU) y primers
especificos tanto para los genes de referencia como para los virus (Tabla 3).
La mezcla para una reaccion consistié en 10 yl de Sybr, 0,6 yM de cada
primer del par, 4,76 ul agua libre de RNAsas y 5 yl de ADNc. En todas las

corridas se incluyeron controles negativos y se utilizaron diluciones seriadas
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de una mezcla de todas las muestras para realizar la curva de calibracién de
los virus y de los genes de referencia.

Las reacciones de PCR en Tiempo Real se realizaron en un
termociclador Bio-Rad CFX96™Real-Time System(Bio-Rad, USA). El
programa de ciclado consistié en una activacion inicial a 50 °C durante 2 min
y 95 °C durante 10 min, y 39 ciclos de 95 °C durante 15 seg, 50 °C durante
30 seg y 60 °C durante 30 seg. La especificidad de la reaccion se verifico
mediante la inclusién de una curva de desnaturalizacion o melting de los
productos amplificados (de 65 a 95 °C).

La media geométrica de los dos genes de referencia (RPS5 y p-actina)

se utilizé para normalizar y estimar la expresién de los virus (Pfaffl, 2001).

Tabla 3. Cebadores utilizados para la cuantificacion de virus en las muestras
mediante qPCR.

Cebador Secuencia 5 - 3’ Virus/Gen Referencia

ABPV1 ACCGACAAAGGGTATGATGC
ABPV Johnson et al., 2009

ABPV2 CTTGAGTTTGCGGTGTTCCT

DWV_F [ CTGTATGTGGTGTGCCTGGT
DWV Kukielka et al., 2008

DWV_R | TTCAAACAATCCGTGAATATAGTGT

BQCV_F | AAGGGTGTGGATTTCGTCAG
BQCV Kukielka et al., 2008

BQCV_R | GGCGTACCGATAAAGATGGA

SBV_F GGGTCGAGTGGTACTGGAAA
SBV Johnson et al., 2009

SBV_R [ ACACAACACTCGTGGGTGAC

BACTIN1 [ ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG Yang y Cox-Foster,

B-actina
BACTIN2 | GACCCACCAATCCATACGGA 2005
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Figura 52. Analisis molecular de las muestras de abejorros de B. atratus.

7.2.4. Analisis de datos

La prevalencia de los diferentes grupos de patdégenos, acaros y virus

en las reinas, obreras colectadas en el campo y obreras de colonias criadas
en laboratorio se comparé mediante una prueba de Chi cuadrado. El nivel de
infeccion por microsporidios asi como el numero de acaros en los abejorros
de los tres grupos mencionados se comparé empleando el test de Kruskal
Wallis. En todos los casos valores de P menores a 0,05 fueron considerados

significativos.

7.3. RESULTADOS

Durante el analisis de los abejorros se identificaron los microsporidios
N. ceranae y T. pampeana, un diptero de la familia Copindae, el nematodo
Sphaerularia bombi y los acaros foréticos Tyrophagus putrescentinae,
Pneumolaelaps longanalis, Pneumolaelaps longipilus, Kuzinia spp Yy
Parasitellus fucorum y los virus BQCV, ABPV, SBV y DWV.

7.3.1. Patdégenos internos
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Nosema ceranae y T. pampeana fueron los microsporidios encontrados
en los tres grupos de individuos de B. atratus analizados. La prevalencia de
N. ceranae en el total de muestras fue de 26,5%. Se encontraron diferencias
en la prevalencia entre grupos (x¥*= 14,72; P= 0,0006), siendo mayor en las
obreras capturadas en el campo (45,9%) que en las obreras obtenidas en el
laboratorio (13,0%) (x*= 12,6; P= 0,0004) y las reinas (16,6%) (x*= 5,78; P=
0,016). Los ejemplares de los dos ultimos grupos no mostraron diferencias
(x*=0,08; P=0,77).

En cuanto al nivel de infeccidn las reinas presentaron 2,1 + 2,9 x10°
esporas/individuo, las obreras de campo 2,4 + 0,96 x10° esporas/individuo y
las de laboratorio 3,4 + 4,8 x10° esporas/individuo, sin que se encontraran
diferencias entre grupos (Kruskal-Wallis test, H= 1,58; P= 0,45).

El 13,7 % de los abejorros estaban infectados con T. pampeana. No se
encontraron diferencias significativas en la prevalencia entre los grupos
analizados (x*= 1,93; P= 0,38); en las obreras capturadas en el campo (8,1
%), en las obreras obtenidas en el laboratorio (15,2 %) y en las reinas (21,0
%). En cuanto al nivel de infeccion las reinas presentaron 6,4 + 2,5x10°
esporas/individuo, las obreras de campo 5,2 + 8,0x10° esporas/individuo y
las obreras de laboratorio 2,4 + 3,5x10° esporas/individuo, sin que se
encontraran diferencias entre grupos (Kruskal-Wallis test, H= 2,86; P= 0,23).

Se encontraron tres casos (2,9 %) de coinfeccion con los dos tipos de
microsporidios, los que correspondieron a dos muestras de obreras de

campo y una reina.

7.3.2. Parasitos

Por otro lado, se constatd la presencia de otro parasito del tipo
Nematode, especificamente la especie Sphaerularia bombi, el cual aparecid
solamente en dos reinas con dos adultos en un ejemplar y 7 adultos en el

otro.

7.3.3. Parasitoides
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Se encontraron larvas de dipteros del género Conipidae en obreras de
campo (16,2 %) y en reinas (10,5 %) (x*= 7,69; P< 0,05). Este parasito no se

encontrd en obreras de nidos obtenidos en laboratorio.

7.3.4. Acaros foréticos

Se encontraron cuatro géneros diferentes de acaros foréticos, entre los
cuales se lograron identificar cinco especies: Tyrophagus putrescentinae,
Pneumolaelaps longanalis, Pneumolaelaps longipilus, Parasitellus fucorumy

Kuzinia spp.

Figura 53. Diferentes especies de acaros foréticos encontrados sobre los
abejorros Bombus atratus. a) Pneumolaelaps longanalis, b) Tyrophagus

putrescentinae, c) Pneumolaelaps longipilus, d) Kuzinia spp.

El 57,8 % de los abejorros analizados presentaba por lo menos un tipo
de acaro. El grupo con mayor prevalencia de acaros fueron las reinas (73,6
%), seguidos por las obreras de laboratorio (65,2 %) y las obreras de campo
(40,5 %) (¥*= 7,52; P< 0,05). Los acaros mas abundantes fueron T.

putrescentinae predominando en las obreras de laboratorio (Kruskal-Wallis

123



test, H= 21,56; P< 0,0001) y Kuzinia spp. en las obreras de campo
(Kruskal-Wallis test, H= 15,36; P< 0,0001).

Tabla 4. Prevalencia (P), Abundancia (A) e Intensidad (l) de acaros
observados sobre los abejorros B. atratus por grupo (obreras de laboratorio,
obreras de campo y reinas). Prevalencia es el porcentaje de abejorros con
acaros, abundancia es el numero de acaros por abejorro inspeccionado e

intensidad es el numero de acaros por abejorro infectado.

T P P Kuzinia | P
B. atratus putrescentia jon is | lonaivil p

o ganalis | longipilus sp ucorum

Obreras | P 58,7 - 8,7 13,0 -
de LA 4,0 - 0,0 0,2 -
labo(r)atorl | 6.7 . 10 13 i
P 10,8 2,7 2,7 29,7 2,7
dgifgfso A 0,2 0,1 0,0 3,6 0,0
[ 1,8 4,0 1,0 1,3 1,0

P 63,2 31,6 26,3 21,1 -

Reinas | A 26,5 2,7 0,3 0,3 -
[ 42,0 8,7 1,2 1,3 -

P 42,2 6,9 9,8 20,6 1,0

Total A 6,8 0,5 0,1 1,4 0,0

I 16,1 8,0 1,1 7,0 1,0

El indice de diversidad de Simpson fue de 0,08 para las obreras de
laboratorio, 0,12 para las obreras de campo y 0,18 para las reinas. La
clasificacion de los abejorros siguiendo el criterio de Revainera et al. (2019)

mostré que practicamente todos tenian baja diversidad (Figura 54).
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Figura 54. Proporcion de obreras de laboratorio, obreras de campo y reinas
que presentaban diversidad baja, moderada y alta de acuerdo al criterio de
Revainera et al. (2019): Baja (0-0,3), Moderada (0,3-0,6) y Alta (0,6-1).

El grupo que presenté mayor diversidad de especies fueron las reinas
(x®=12,89; P< 0,05), en las que se encontré que el 64,3% presentaron mas
de una especie, pudiendo tener dos, tres o incluso hasta cuatro tipos de
acaros diferentes por individuo. Esta “coinfeccion” no se pudo observar en
las obreras extraidas del campo ni en las obreras obtenidas en la cria del
laboratorio donde so6lo el 13,3 % y el 16,6 %, respectivamente, presentaron
mas de una especie de acaros. En las obreras obtenidas en el laboratorio
llama la atencién la poca diversidad de especies de acaros debido a la

prevalencia que poseia dicho grupo (65,2 %).

7.3.5. Virus ARN

En el 82,4% de los abejorros analizados se detectd por lo menos un
virus ARN de los buscados (BQCV, SBV, DWV y ABPV), siendo el BQCYV el
mas prevalente apareciendo en un 80,9 % de las muestras, con una amplia
diferencia con respecto a los demas (Tabla 2). En cuanto a la deteccion de

los diferentes virus entre los grupos analizados, se encontraron diferencias
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para el DWV y para SBV, siendo éste mas prevalente en las obreras de

campo.

Figura 54. Obrera de abejorro con alas deformadas, claro sintoma del Virus
de las alas deformes (DWV).

Tabla 5. Prevalencia de virus detectados en los tres grupos de abejorros
analizados. Letras diferentes entre los grupos de abejorros significan
diferencias significativas (P< 0,05) en la proporcion de abejorros infectados

para el test de Chi cuadrado.

Grupos BQCv  DWV ABPV SBV
Obreras de campo 93,82 37,52 18,82 31,32
Reinas 66,72 16,7% 33,32 25,0°
Obreras de laboratorio | 80,02 7,5° 12,52 10P

Total 80,9 5,9 17,6 17,6

El 51,5 % del total de abejorros analizados presentd un solo virus, entre
estos la gran mayoria correspondié a BQCV, en un solo caso se constaté la
presencia de ABPV de forma aislada en una reina. En los casos de
coinfeccion (30,9 %) las combinaciones fueron variadas. Cuando
aparecieron ejemplares con dos virus predominé la presencia de
BQCV-ABPV (N= 8), seguido por BQCV-SBV (N= 5). La deteccion de tres

tipos de virus diferentes en un mismo individuo se constato
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predominantemente en las obreras de campo (N= 4), encontrandose en los

demas grupos (obreras de laboratorio y reinas) un solo caso.

7.4. DISCUSION

Con el decaimiento de las poblaciones de polinizadores y el manejo de
abejas meliferas y abejorros como herramienta biotecnoldgica para mejorar
la produccion agricola, muchos estudios se han enfocado la transmision de
enfermedades como forma de entender la dinamica de diferentes patégenos
y los efectos ecologicos que pueden tener (Chaplin-Kramer et al., 2019;
Woijcik et al., 2018; Furst et al., 2014; Graystock et al., 2014; Potts et al.,
2014; Goulson, 2008).

Las colonias de abejorros son de ciclo anual, y solo las reinas
sobreviven en invierno. Esta caracteristica ha moldeado el comportamiento
de los parasitos y patdgenos para reproducirse y propagarse superando el
periodo en que las colonias desaparecen (Goulson, 2003; Huck et al., 1998;
Binns, 1982).

En este estudio se relevaron los principales parasitos internos y
externos, asi como virus ARN de reinas, obreras capturadas en el campo y
obreras obtenidas de cria artificial de B. atratus, permitiendo analizar el
efecto de la casta y las condiciones de cria en la prevalencia de diferentes

parasitosis y virosis.

7.4.1. Patégenos internos
Los microsporidios N. ceranae y T. pampeana fueron encontrados en

los tres grupos de abejorros. En Uruguay ambas especies de microsporidios,
ya habian sido reportados para B. atratus en Uruguay; N. ceranae fue
hallada en abejorros locales por Arbulo et al. (2015) y posteriormente, se le
sumo la deteccion de T. pampeana (Plischuk et al., 2016). Nosema ceranae
se encontro en mayor prevalencia en las obreras de campo (45,9 %), un
valor mayor al encontrado por Plischuk et al. (2016) (28,6 %), pero menor al
encontrado por Arbulo et al. (2015) (72 %).
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Pese a que en las reinas la prevalencia de la nosemosis fue un tercio
de las de las obreras de campo, la carga de esporas (2,1x10° + 2,9x10°) fue
aproximadamente 10 veces mayor que la que presentd los dos grupos de
obreras. La falta de respaldo estadistico en el nivel de infeccion entre los tres
grupos obedece seguramente al bajo numero de individuos infectados (solo
dos reinas). Estos resultados no concuerdan con los encontrados por
Plischuk et al. (2016) en abejorros B. atratus en Uruguay, donde las obreras
estaban mas infectadas que las reinas (1,2x10" y 6,5x10°, respectivamente).
Las diferencias en prevalencia y nivel de infeccién encontrados entre los
diferentes estudios puede deberse a la regién y al momento del afio en que
se colectan los abejorros.

En abejas meliferas, la prevalencia de N. ceranae depende de la region
y el momento del afio (Anido et al., 2015; Antunez et al., 2015). En Uruguay
se ha encontrado que en dicha especie la disponibilidad de polen de diverso
origen botanico contribuye a disminuir los niveles de infecciéon por N.
ceranae (Branchiccela et al., 2019; Invernizzi et al., 2011). Si bien este tema
ha sido poco estudiado en abejorros, Rotheray et al. (2017) encontré en un
estudio con B. terrestris, que hay una relacién negativa entre el grado de
infeccion con N. ceranae y la cantidad de alimento (polen y jarabe de azucar)
que se les brindo a las colonias. En este sentido, N. ceranae cuyo huésped
natural es la abejas asiatica Apis cerana (Fries, 2010), se encuentra
infectando muchas especies de abejorros en todo el mundo y podria
impactar negativamente en sus poblaciones (Alger et al., 2019; Hicks et al.,
2018: Graystock et al., 2015; Colla et al., 2006).

Tubilonosema pampeana es un microsporidio descrito hace pocos afios
en B. atratus en Argentina (Plischuk et al., 2015). La prevalencia de este
parasito en reinas, obreras de campo y obreras de laboratorio fue baja,
concordando con lo hallado por Plischuck et al. (2015) para Argentina (5,3
%). Sin embargo, en Uruguay Plischuk et al. (2016) hallaron T. pampeana en
el 36,2 % de las reinas y solo en el 1,8 % de las obreras de B. atratus.

Llamativamente, tanto en Argentina como en Uruguay T. pampeana solo se
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registr6 concentrada en algunas zonas (Plischuk et al., 2015; 2016). El
impacto que puede tener este nuevo microsporidio a nivel individual y
colonial es aun desconocido. Plischuk et al. (2015) lo encontré infectando el
tejido adiposo, los tubulos de Malpighi, las células musculares, el tejido
neural, el tracto digestivo y el tejido conectivo, por lo que a nivel individual

cabria esperar efectos relevantes.

7.4.2. Parasitos

El nematodo S. bombi solo fue hallado en las reinas con baja
prevalencia (10,5%). Esta prevalencia es similar a la hallada por Plischuk y
Lange (2012) en reinas de B. atratus en Argentina (8 a 20 %), pero bastante
menor a la hallada por Plischuk et al. (2016) en reinas de la misma especie
en Uruguay (40 %). Al igual que con los microsporidios, la proporcién de
reinas afectadas debe estar sujeta al sitio y momento de colecta, y
especialmente a las condiciones de hibernacion. Sphaerularia bombi es un
parasito ampliamente distribuido en el mundo, que ha sido hallado en
aproximadamente 30 especies de abejorros. En las reinas puede causar
castracion y hacer que vuelen sobre el suelo y por menos tiempo (Jones y
Brown, 2014; Goulson, 2010; 2003; Poinar y van der Laan, 1972), Este
nematodo tiene gran incidencia en el éxito de cria en cautiverio, ya que al
estar presente en una reina no permite que ésta desarrolle el nido (Plischuk
y Lange, 2012).

7.4.3. Parasitoides

Se encontraron larvas de dipteros del género Conopidae unicamente
en las obreras de campo (16,2 %) y en las reinas (10,5 %). Estas
prevalencias son superiores a las encontradas por Plischuk et al. (2016),
seguramente debido a que en este estudio se analizd un numero de
muestras mas pequeno. Este parasitoide tiene una amplia dispersion y ha

mostrado gran asociacion con los abejorros. Su presencia puede
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desencadenar respuestas anormales en el abejorro: cambian su patron
alimenticio, estan mas tiempo fuera del nido y presentan comportamiento de
enterramiento en las fases ultimas de parasitoidismo (Mduller,1994; Mdller y
Schmid-Hempel, 1993).

7.4.4. Acaros foréticos
El efecto de los acaros en las poblaciones de abejorros no es claro

desde el momento en que no se alimentan de sus hospederos. Muchos
grupos se alimentan de ceras y polen y otros de pequefios nematodos y
hongos por lo que podrian ser beneficiosos para los abejorros (Revainera et
al., 2014; Rozej et al., 2012; Maggi et al., 2011). Sin embargo, los acaros
pueden actuar como agentes de infeccion facilitando la introduccion de
hongos y demas patdgenos. Ademas, en su etapa forética pueden afectar
las habilidades de vuelo y por lo tanto modificar el comportamiento de
forrajeo de los individuos (Hubert et al., 2003; Houck y O'Connor, 1991).

De las cinco especies de acaros encontradas en este estudio, cuatro
(T. putrescentinae, P. longanalis, P. longipilus, Kuzinia spp) ya habian sido
reportadas en asociacién con los abejorros nativos B. atratus en Uruguay
(Revainera et al., 2019). En este caso, ademas de esas especies se
constatd en un solo abejorro extraido del campo, la presencia del acaro
Parasitellus fucorum. Por otro lado, contrariamente a lo descripto por
Revainera et al. (2019), en abejorros B. atratus de Uruguay, no se encontrd
Scutacarus acarorum. La ausencia de este acaro puede responder a la baja
prevalencia e intensidad en la que se encuentra en el pais (Revainera et al.,
2019).

El numero de abejorros con al menos un acaro fue importante en los
tres grupos estudiados: reinas (73,6 %), obreras de campo (40,5 %) y
obreras de laboratorios (65,2 %), indicando que este grupo de parasitos
puede afectar de manera importante las poblaciones de B. atratus. Las
reinas fueron las que presentaron mayor diversidad de acaros, lo que resulta

razonable ya que las reinas son los unicos individuos que sobreviven de la
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colonia y los acaros deben adherirse a sus cuerpos al final del ciclo de la
colonia para sobrevivir el invierno (Huck et al., 1998; Schwarz y Huck, 1997;
Schmid-Hempel, 1991; Eickwort, 1994).

El indice de diversidad de Simpson reflejé una diversidad de acaros
decreciente en las reinas, en las obreras de campo y en las obreras, aunque
con valores bajos en los tres grupos. Revainera et al. (2019) encontraron en
reinas y obreras una mayor proporcion de individuos con baja diversidad de
acaros (valores entre 0 y 0,3) que individuos con moderada y alta diversidad
(0,3-1). Sin embargo, las diferencias reportadas por estos investigadores no
fueron tan marcadas como en este estudio, por ejemplo, hallaron que en las
obreras, el grupo con mayor proporcion de individuos con baja diversidad de
acaros, casi el 20 % presentaba moderada o alta diversidad de acaros
(Revainera et al., 2019).

Las obreras de campo y reinas, presentaron un gran numero de acaros
de la especie T. putrescentinae, el cual se caracteriza por poseer una
distribucion cosmopolita, buscando alimentos con alto contenido de grasas
y/o proteinas. La cria en cautiverio de abejorros, hace un lugar inmejorable
para su proliferacion ya que cuenta con numerosos nidos, que representan
abundante cantidad de polen y ceras, rico en proteinas y grasas.
Adicionalmente, el confinamiento aumenta la falta de higiene lo que hace
mas dificil controlar la presencia de éste acaro, situacibn que se ha
reportado en crias en laboratorio de otros insectos (Krantz y Walter, 2009).

Las dos especies de Pneumolaelaps spp., encontradas tienen habitos
similares a los descriptos para T. putrescentinae (Hunter y Husband, 1973).
Se alimentan directamente del polen y ceras de los nidos, congregandose
cercanas a las larvas para recibir el alimento. Aun alimentandose de esta
forma, cercana a las larvas, se encuentra muy asociada a las reinas. Esto es
coincidente con nuestros resultados ya que ambas especies, P. longanalis y
P. longipilus, se presentaron en mayor numero sobre las reinas de B. atratus
(Bee mites ID, 2019; Royce and Krantz, 1989).
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Los acaros del genero Kuzinia spp. estuvieron mas presentes en
obreras de campo y reinas que en obreras de laboratorio. Estos acaros se
alimentan exclusivamente de polen, por lo que pueden encontrar su alimento
tanto dentro como fuera del nido de abejorros, estando muy asociadas a
obreras y machos de abejorros (Kissinger et al., 2011; Goulson, 2010; Allen
et al., 2007). Esto explicaria que sean mas abundantes en individuos que
estuvieron pecoreando en el campo y no tanto en los abejorros confinados al
nido. Por otro lado, su presencia en reinas es esperable ya que éstas fueron
colectadas al salir de su hibernacién y es en esta etapa en la comienza el
ciclo de los abejorros promoviendo la foresis de los acaros. Sus habitos
foréticos estan asociados a abejas, avispas, escarabajos, etc (Delfinado y
Baker, 1976). La taxonomia de este grupo esta en revision debido a grandes
controversias en la determinacion de especies. De acuerdo a algunos
taxdbnomos, existen tres especies: K. affinis, K. laevis y K. americana. Sin
embargo, su identificacion se ha basado en aspectos morfolégicos (nUmeros
de setas en los tarsos I-IV) que aun no estan del todo claros (Revainera et
al., 2014; Delfinado y Baker, 1976). Es necesario seguir profundizando estas
claves para esclarecer esta situacion.

Parasitellus fucorum por su parte es un acaro de gran tamafno, el cual
se alimenta de polen y pequefos artropodos presentes en los nidos de
abejorros (Goulson, 2010; Schwarz et al., 1996). Es una de las especies mas
comunes y suelen estar en altas prevalencias en torno a 28 % (Evans,
1992). Sin embargo, en este estudio apareci6 en un solo ejemplar,
coincidiendo con estudios recientes en los que se constato baja prevalencia
o incluso ausencia de este acaro (Revainera et al., 2019; 2014; Maggi et al.,
2011).

7.4.4. Virus ARN
La presencia de los virus analizados (BQCV, SBV, DWV y ABPV) fue
en términos generales muy alta ya que mas del 80% de los abejorros

presentaba al menos uno de los virus. El virus BQCV fue detectado en
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practicamente todos los ejemplares infectados, siendo el de mayor
frecuencia de aparicion. Los otros virus que le siguieron en prevalencia
fueron el SBV (17,6 %), el ABPV (17,6 %) y el DWV (6 %). Gamboa et al.
(2015) analizaron 14 abejorros de B. atratus de colonias criadas en
laboratorio y 5 de colonias silvestres encontrando que el DWV y el BQCV
estaban en el 100% y el 74% de las muestras, respectivamente, mientras
que el SBV y el ABPV tenian una prevalencia mucho menor. Asi, se constata
una discrepancia importante respecto a la prevalencia del DWV entre los
resultados de este estudio y los de Gamboa et al. (2015).

Los cuatro virus detectados se encuentran con frecuencia en las abejas
meliferas en todo el mundo (Chen y Siede, 2007), incluido Uruguay (Anido et
al.,, 2015; Antunez et al. 2006). También se han encontrado en otras
especies de artrépodos por lo que estos virus pueden considerarse como
patdgenos multi-huéspedes (Gamboa et al., 2015; Levitt et al., 2013; Li et al.,
2012).

Al discriminar por grupo de abejorros, se destaca la mayor infeccidén de
las obreras de campo frente a las obreras de laboratorio con los virus BQCV
y SBV. Este resultado muestra que las condiciones de confinamiento de los
abejorros durante la cria artificial no inciden en un aumento de la virosis. Por
el contrario, los abejorros en el campo aparecen mas expuestos a los virus
BQCV y SBV. Una posible explicacion a este fendmeno es que los abejorros
estén intercambiando los virus con las abejas meliferas, por ejemplo a través
de las flores que ambas especies visitan. En este sentido, recientemente
Alger et al. (2019) encontraron en abejorros cercanos a colonias de abejas
meliferas una mayor prevalencia del DWV y el BQCYV, y detectaron virus en
el 19% de las flores. Este resultado ilustra como puede darse el spillover de
virus entre dos especies que comparten fuentes de alimento. En el presente
estudio llama la atencion que el orden de prevalencia de los virus
encontrados en los abejorros no difiera mucho del encontrado en abejas

meliferas por Anido et al. (2015).
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En otro estudio, Genersch et al. (2006) identificaron el DWV en
aproximadamente el 10 % de reinas de B. terrestris en un criadero, una
prevalencia que no se aleja mucho de la encontrada en este estudio en
reinas capturadas en el campo (16,7 %). El DWV es muy conocido en las
abejas meliferas y aparece asociado con el acaro ectoparasito Varroa
destructor que actua como inductor de los mismos. Este virus actuando junto
a V. destructor podria causar pérdidas importantes de colonias de abejas
meliferas (Martin et al., 2012; de Miranda y Genersch, 2010). Ultimamente
se ha prestado mucha importancia a las variantes genéticas de los virus y
sus recombinantes, existiendo aun dudas sobre cual es la mas virulenta
(Dalmon et al., 2017; Natsopoulou et al., 2017; Mordecai et al., 2016; Martin
et al., 2012). Las variantes del DWV presentes en diferentes especies de

abejorros y su rol en las poblaciones es un tema aun por abordar.

7.4.5.Consideraciones finales

A priori podria considerarse que las condiciones de confinamiento de
los abejorros en colonias criadas artificialmente, sumados al abundante
alimento y la imposibilidad de volar favoreceria la proliferacion de parasitos y
virus. Sin embargo, al comparar los abejorros obtenidos en el campo de
colonias silvestres y los abejorros obtenidos mediante cria artificial
encontramos que los primeros presentan mayor prevalencia de N. ceranae,
de acaros del género Kuzinia, mayor diversidad de acaros y mayor
prevalencia de los virus BQCV y SBV, que los segundos. En los abejorros de
laboratorio destaca la presencia de T. putrescentinae, pero éste acaro esta
mas asociado al polen que a los insectos.

Una explicacion a esta diferencia es que en el campo los abejorros
estan en contacto con parasitos y virus de las abejas meliferas, caso N.
ceranae y los virus, actuando las flores como mediadores de la transmision
(Alger et al., 2019). Otra explicacion que podria explicar la mayor cantidad
de parasitos y virus en los abejorros de campo es que en este estudio se

colectaron pecoreadoras, que pueden ser de mayor edad que los abejorros
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extraidos de las colonias artificiales. La edad de los abejorros es un factor no
contemplado en este estudio y que puede ser relevante. Por ej. en el caso
de las abejas meliferas la nosemosis es mayor en pecoreadoras que en
nodrizas (Higes et al., 2010 ).

En las colonias obtenidas mediante cria artificial a partir de reinas
capturadas en el campo al inicio de la primavera (Salvarrey et al., 2013) los
parasitos y virus que presenten las obreras pueden venir basicamente de
dos fuentes: la reina y el polen con que se alimentan las larvas (polen
corbicular de abejas meliferas). En este estudio las reinas presentaron todos
los parasitos y virus buscados, destacandose un alto nivel de infeccién por
N. ceranae (aunque baja prevalencia) y una alta diversidad de acaros. Esto
es esperable si tenemos en cuenta que las reinas son los Unicos individuos
que sobreviven a la descomposicion de la colonia y los parasitos dependen
en buena medida de ellas para perdurar en el tiempo hasta que inicien
nuevas colonias (Huck y Schmid-Hempel, 1996).

Por ultimo, los resultados de este estudio se suman a los obtenidos por
Arbulo et al. (2015), Plischuk et al. (2016) y Revainera et al. (2019) para
configurar el panorama sanitario de los abejorros nativos de Uruguay
discriminando entre especies, castas y origen de la colonia. Esta informacion
es relevante para futuros estudios en el pais y en la regién, por ejemplo
dirigidos a establecer la transmision de parasitos y virus entre especies

diferentes de apidos.
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NCLUSIONE

Las colonias de Bombus atratus obtenidas mediante cria artificial se
desarrollan sin problemas en diciembre-enero pese a que su ciclo
esta desestacionalizado respecto a su ciclo natural. Esto permite
emplearlos en la polinizacion de trébol rojo.

Los abejorros explotan el trébol rojo como principal fuente de poleny
néctar, no obstante también colectan estos alimentos de otras
especies botanicas.

Los abejorros mostraron un claro gradiente decreciente de
distribucion en el semillero de trébol rojo desde la ubicacion de los
nidos.

El rendimiento de semillas de trébol rojo alcanzé valores muy
importantes en la cercania de los nidos (709 kg/ha), y pese a la
presencia de otros insectos polinizadores, se puede atribuir a los
abejorros cerca de 400 kg/ha.

Las colonias de B. atratus mostraron una buena adaptacion a los
invernaculos, y las obreras pecorean sobre las flores de tomate sin
dificultad.

La accion polinizadora de los abejorros permiti6 mejorar el
rendimiento de tomates bajo invernaculo (porcentaje de cuajado y
peso), asi como el diametro, numero de semillas y numero de l6culos
de tomate, porcentaje de azucar y textura.

El efecto de los abejorros en la produccion de tomates bajo
invernaculo es mas evidente en condiciones adversas de temperatura
y humedad.

Los abejorros B. atfratus presentan una amplia diversidad de parasitos
internos, parasitoides, acaros y virus ARN.

Algunos parasitos como Nosema ceranae y virus ARN son
compartidos con las abejas meliferas y otros insectos, generando un
escenario posible para el derrame de patogenos (spillover).
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10.Las condiciones de cria artificial (confinamiento, abundancia de
alimentos, imposibilidad de volar) no favorecen en términos generales
a la proliferacion de parasitos y virus.

9. PERSPECTIVA
Los resultados obtenidos en esta tesis dejan abiertas muchas

preguntas que requieren investigaciones especificas en el futuro. A
continuacién se describen sucintamente cuatro propuestas de investigacion
como continuacion de los temas abordados en esta tesis.

1) Los abejorros B. atratus mostraron un enorme potencial como
polinizadores del trébol rojo. Sin embargo, hay un problema que merece
mayor estudio para optimizar su utilizacion en los semilleros. Aunque los
abejorros explotaron el trébol rojo como el principal recurso polinifero y
nectarifero, la explotacion de otros recursos botanicos “distrajeron” a los
abejorros, sacandolos del semillero. Asi, es necesario encontrar
estrategias de manejo de las colmenas que obliguen a los abejorros a
visitar el trébol rojo. Una primera pista surge del grupo de colmenas a las
cuales se les retird el jarabe de azucar del dispensador. Los abejorros de
estas colonias visitaron con mayor frecuencia el semillero para colectar
néctar y polen. Otra posibilidad es el cerrado transitorio de las colmenas
(ej. por un dia). Este manejo se fundamenta en que cuando se abrieron
las colmenas por primera vez el numero de abejorros observado en el
semillero fue muy alto. Por ultimo, esta la posibilidad de inducir a los
abejorros a explotar el trébol rojo en base a formulados especificos con el
olor de las flores. Estudios recientes han demostrado que este manejo,
probado con éxito en abejas meliferas para algunos cultivos, es factible
en abejorros. De obtener resultados positivos estos manejos permitiran
reducir el numero de colonias de abejorros a utilizar (por tanto los costos

de adquirirlas) mejorando la polinizacién de los semilleros.
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2)

Los estudios realizados polinizando tomates bajo invernaculo con
abejorros mostraron que pueden generar importantes beneficios
productivos. Sin embargo, el mantenimiento de colonias pobladas
durante el tiempo suficiente para que polinicen las flores de varios
racimos es un aspecto clave que define la rentabilidad de adquirir
colmenas. Los invernaculos suelen utilizar por razones sanitarias
cubiertas de nailon con diferente grado de filtro de rayos UV.
Observaciones preliminares muestran que un filtrado excesivo de rayos
UV afectan el comportamiento de los abejorros disminuyendo el ritmo de
actividad, el horario de pecoreo, incrementando el numero de abejorros
perdidos, con consecuencias directas en el tamafo de la poblacion. La
explicacion a este problema radica en que los abejorros perciben un
rango de colores que incluyen el UV, por lo que al usar materiales que
filtran estos rayos en los invernaculos terminan afectando su vision.
Estudiar este problema es una condicion necesaria para fomentar el uso
de abejorros como polinizadores del tomate bajo proteccion.

Los abejorros cuentan con una importante comunidad de parasitos
internos, acaros y virus ARN, algunos especificos del género Bombus y
otros compartidos con las abejas meliferas y otros insectos. En los
ultimos afnos, fomentado por el incremento de pérdidas de colonias de
abejas meliferas, se han realizado varios estudios que muestran como la
calidad de la dieta proteica (diversidad de pdlenes) afecta el nivel de
infeccion del microsporidio Nosema ceranae, la respuesta inmune y la
composicion de la microbiota de las abejas. Este aspecto practicamente
no ha sido estudiado en abejorros. El dominio de la técnica de cria de los
abejorros y su mantenimiento en condiciones de confinamiento, sumado
a la posibilidad de someter a las colonias a ambientes con diferente
oferta de recursos permite utilizar a los abejorros nativos como modelo
para estudiar el efecto de la nutricion proteica a nivel individual y colonial.

Los resultados que se obtengan seran una contribucién para entender
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como las deficiencias nutricionales pueden afectar las poblaciones de
apidos.

Los abejorros mostraron ser muy buenos polinizadores del trébol rojo y
de tomate en invernaculo, con un potencial importante para aportar
beneficios econdmicos a los dos tipos de produccién. Sin embargo, la
utilizacion de abejorros como polinizadores puede extenderse a otros
cultivos. Por ejemplo, en los ultimos afos viene incrementandose la
produccion de zapallito (Cucurbita maxima) y meldn (Cucumis melo) en
invernaculos, aprovechando el buen precio de ambas cucurbitaceas
cuando se comercializan temprano. Ambas especies son muy
dependientes de la polinizacion y en cultivos protegidos este problema
aparece como una limitante importante en la produccién. Los abejorros,
con su probado buen comportamiento en los invernaculos, aparecen

como buenos candidatos para polinizar el zapallito y el melén.
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