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Comportamiento recolector de la abeja Apis mellifera en cultivos comerciales:
estudios descriptivos y evaluacion de herramientas que mejoran su eficacia
como polinizador

En esta Tesis se estudiaron aspectos del comportamiento recolector de la abeja Apis
mellifera vinculados con el rendimiento de diferentes cultivos agricolas. Estos estudios
abarcaron la descripcion de la conducta de la abeja en campos de girasol Helianthus annuus
(L.) cultivados para producir semilla hibrida (girasol-semilla) y la evaluacién de los efectos
de formulaciones sintéticas aplicadas en colmenas que se utilizaron para la polinizacién de
cultivos de girasol-semilla, de manzana Malus domestica (L.) y de pera Pyrus communis (L.).
El comportamiento recolector de la abeja melifera en cultivos de girasol-semilla fue
estudiado en campos con lineas parentales macho fértil (MF) y macho estéril (ME) que
presentaban distinto grado de variabilidad morfoldgica. En todos los casos evaluados, las
abejas mostraron una marcada constancia por visitar inflorescencias del mismo parental,
conducta que disminuye su potencialidad para transferir polen desde las lineas MF hacia las
ME. Este comportamiento fue aun mas marcado en cultivos cuyos parentales presentaron
acentuadas diferencias morfolégicas. Los resultados obtenidos sugieren que en campos con
parentales dimérficos la transferencia de polen tiene lugar en las colmenas por medio de
contactos corporales entre abejas ubicadas en la entrada del nido. Estos individuos
facilitarian el intercambio de polen entre las abejas que retornan y las que parten a
recolectar. También se estudio el efecto de herramientas tendientes a mejorar la eficiencia
polinizadora de la abeja melifera. Para ello se evalud el uso de formulaciones sintéticas que
imitan olores florales en colmenas utilizadas para polinizar cultivos de las tres especies
agricolas previamente mencionadas. Se aplicé Facilitador Girasol (FG) en colmenas ubicadas
en cultivos de girasol-semilla. Las colmenas tratadas con FG presentaron mayores niveles de
actividad que las colmenas control, tanto en el numero de abejas ingresantes como en la
densidad de abejas en el cultivo adyacente a las mismas. El rendimiento informado por
cosechadoras con sistema GPS evidenci6é aumentos de al menos un 25% en los lotes
aledafios a las colmenas tratadas. En colmenas situadas en cultivos de manzana se aplicé el
Facilitador Manzana (FM), y su utilizacién incrementé el rendimiento en al menos un 15%.
Esto se observo contabilizando los frutos por arbol en las cercanias de las colmenas tratadas
y a partir del analisis de los datos de rendimiento proporcionados por el establecimiento en
donde se desarrollé el estudio. Finalmente, en cultivos de pera se aplico el Facilitador Pera
(FP) en las colmenas utilizadas para realizar el servicio de polinizaciéon de los mismos. Se
monitore6 la actividad, la recoleccién de polen y el desarrollo del area de cria de las
colmenas, y el rendimiento final de los cultivos lindantes. La actividad de las colmenas
tratadas con FP no difirié de la de las colmenas control. En las colmenas expuestas a FP, el
peso de las cargas de polen fue significativamente superior al de las colmenas control, asi
como también el drea de cria. Finalmente, el rendimiento obtenido contabilizando el
numero de frutos por arbol en las cercanias de las colmenas tratadas mostré un incremento
promedio del 20%. Estos resultados permiten concluir que las estimulaciones cultivo-
especificas realizadas en colmenas de abejas meliferas promueven la actividad de este
insecto en el campo, ademéas de mejorar el estado sanitario de las colmenas e incrementar el
rendimiento de los cultivos. Estos aspectos permiten considerar a estas estimulaciones
como herramientas adecuadas para un sistema agricola que debe ser cada vez mas rentable,
pero ademas sustentable y amigable con el medio ambiente.

Palabras clave: polinizacion entomofila, cultivos comerciales, formulaciones sintéticas, Apis
mellifera, Helianthus annuus, Malus domestica, Pyrus communis.



Honeybee Apis mellifera foraging behavior in commercial crops: descriptive
studies and assessment of tools that improve its pollination efficiency

In this Thesis we studied aspects of the honeybee foraging behavior that concern crop yield
in different agricultural settings. We described its behavior in sunflower Helianthus annuus
(L.) crops for hybrid seed production and studied the effects of synthetic mixes applied in
hives used to pollinate sunflower hybrid seed crops, apple Malus domestica (L.) crops, and
pear Pyrus communis (L.) crops. Studies on honeybee foraging behavior at sunflower hybrid
seed crops were pursued at fields with Male Fertil (MF) and Male Sterile (MS) parental lines
that showed variable dimorphism between them. Honeybees showed constancy on
inflorescences within each parental, and therefore a decreased potential to transfer pollen
from MF to MS lines. This behavior was even more persistent at fields whose parentals
differed sharply. Our results suggest that at fields with dimorphic parentals the transfer of
pollen occurs by means of body contacts between bees at the hive entrance. Individuals
remaining at the hive entrance would enable pollen transference between incoming bees
and those departing to forage. We also studied the effect of tools which tend to improve
honeybee pollination efficiency. We evaluated the application of synthetic mixes that mimic
flower odors in hives pollinating crops of the three previously mentioned agricultural
species. We applied Sunflower Synthetic Mix (SSM) in hives located at sunflower hybrid
seed crops. Activity in hives with SSM was higher both in terms of number of incoming bees
and honeybee density in the crop. Yield revealed by GPS harvesters showed a 25% increase
in crops adjacent to treated hives. We applied Apple Synthetic Mix (ASM) in hives used to
pollinate apple crops, and recorded an increment of at least 15% regarding yield levels. This
result was obtained by counting fruits at trees in the hives’ surrounding and analyzing final
yield data provided by the farmers. Finally, at pear crops we applied Pear Synthetic Mix
(PSM) in hives pollinating them. We recorded activity, pollen gathering and brood area in
hives, as well as nearby crop yield. Activity in hives treated with PSM did not differ from
control ones. Pollen load weight in PSM hives was significantly higher than in control ones,
and the same was true for brood area. Finally, when we counted the amount of fruits per
tree at the vicinity of the treated hives, we obtained a 20% increasing mean. Our results
suggest that treatment of honeybee hives with crop-specific synthetic mixes promotes the
activity of this insect in the field, improves hive health conditions and increases crop yield.
As a result, these treatments should be considered appropriate tools within the context of
an agricultural system which must be much more profitable as well as sustainable and
environmentally friendly.

Keywords: insect pollination, crops, synthetic mix, Apis mellifera, Helianthus annuus, Malus
domestica, Pyrus communis.
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1. Introduccion General

1.1. La abeja Apis mellifera

La abeja melifera y la especie humana comparten una larga historia a lo largo
de la cual estos insectos fueron observados, estudiados, relatados, retratados y
temidos. Estudios sobre su biologia tanto individual como social se plasman en una
extensa bibliografia que cuenta con descripciones tan antiguas como las de
Aristételes entre sus primeros capitulos (343AC; Historia animalium). Esta especie
ha fascinado al hombre desde tiempos remotos por muchas de sus caracteristicas
sin iguales y entre ellas su miel. Los jeroglificos del Templo del Sol (Egipto), y que
datan del ano 2400 AC (Figura 1) son los registros mas antiguos de la practica
apicola, y dan testimonio de la sofisticada apicultura desarrollada por esa

civilizacién.

Figura 1. Registro mas antiguo de la practica
apicola. Jeroglifico en Templo del Sol construido
en 2400 AC. El Cairo, Egipto.
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1.1.1. La abeja melifera como modelo de estudio

La abeja melifera reconoce su entorno por medio de claves de distinta
modalidad sensorial (visual, olfativa, auditiva y magnética, entre otras). Los
estimulos visuales son percibidos a través de los ojos y los olfativos principalmente
por medio de las antenas (von Frisch 1967; Winston 1987). La asombrosa capacidad
que exhiben las abejas para distinguir y aprender colores, formas y olores es el
resultado de 80 millones de afios de co-evolucion con las angiospermas (plantas con
flor) y fue el tema central de investigacién de Karl von Frisch desde principios del
siglo XX (Menzel 1985). A él le siguieron un sinnimero de estudios sobre
aprendizaje y memoria que utilizaron a la abeja melifera como modelo de estudio

(Menzel y Erber 1978; Menzel 1985; Giurfa 2007).

Aprendizaje asociativo

Entre los aspectos mas estudiados del comportamiento de la abeja melifera
se encuentra el aprendizaje asociativo. Durante este tipo de aprendizaje se establece
una relacion predictiva entre (al menos dos) eventos contingentes. En la naturaleza
y durante los vuelos de recoleccidn de las abejas estos dos eventos pueden ser, por
ejemplo, las claves quimicas de las flores y la recompensa que ofrecen (Menzel y
Erber 1978). La relacién predictiva establecida entre estos estimulos le permite a
estos individuos reducir el nivel de incertidumbre de su entorno (Giurfa 2007).

El aprendizaje asociativo fue ampliamente estudiado en condiciones
experimentales controladas. Uno de los protocolos utilizados para su estudio, en

condiciones controladas, es el condicionamiento clasico o Pavloviano (Pavlov 1927).
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Ivan Pavlov desarrollé este condicionamiento utilizando a un perro como sujeto
experimental (Figura 2). Sus ensayos consistieron en hacer sonar una campana
(estimulo condicionado o EC) anticipadamente a la presentaciéon de alimento
(estimulo incondicionado o EI) y medir la salivacién generada en el animal
(respuesta refleja). Este procedimiento permitié que el sujeto experimental asociara
un estimulo originalmente neutro (el sonido de la campana) con otro
biolégicamente relevante (el alimento) que generaba la respuesta refleja de
salivacion en el individuo. Pavlov demostré de esta manera que si presentaba el
sonido de la campana con cierta anticipaciéon temporal al alimento durante varios
ensayos, el sonido de la campana desencadenaria finalmente por si solo la salivacion

(Pavlov 1927).

Figura 2. Dispositivo experimental utilizado
para ensayos de condicionamiento clasico. El
perro es el sujeto experimental. A la derecha
de la foto se observa a Ivan Pavlov.
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En el caso de la abeja melifera la herramienta mas usada para estudiar las
habilidades cognitivas vinculadas al aprendizaje asociativo, en condiciones
experimentales controladas, es el condicionamiento olfativo clasico o Pavloviano. En
ellos las abejas son inmovilizadas individualmente en tubos metalicos, como se
observa en la Figura 3, de manera que su cabeza quede expuesta y puedan mover

libremente sus antenas y piezas bucales (Frings 1944).

Figura 3. Abeja amarrada en cepo
metalico para la realizaciéon de un
ensayo de condicionamiento
clasico. Como se observa en la foto,
el individuo puede  mover
libremente sus antenas y piezas
bucales.

Durante estos ensayos se presentan contingentemente un olor (EC) y una
gota de solucién azucarada que es ofrecida con un palillo sobre una de las antenas
del animal (estimulo apetitivo que funciona como EI) (Takeda 1961; Bitterman,
Menzel et al. 1983). La respuesta refleja (o incondicionada) cominmente estudiada
en estos individuos es la respuesta de extension de proboscide (REP), que es un
comportamiento que exhiben cuando este alimento liquido contacta sus antenas o

tarsos (Frings 1944). La REP se condiciona a un olor cuando éste se presenta
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solapado con la ingesta de solucién azucarada en un orden y nimero de repeticiones
definidos (Bitterman et al. 1983).

Los condicionamientos olfativos clasicos mas utilizados son el
condicionamiento absoluto y el condicionamiento diferencial (Takeda 1961;
Bitterman et al. 1983). En el condicionamiento absoluto se presenta un olor que a
priori representa un estimulo neutro, y que antecede o esta solapado en el tiempo
con la presentacion de la recompensa (contacto de las antenas con una solucion
azucarada). Luego de sucesivas presentaciones pareadas de estos estimulos,
seguidos de la ingesta de solucion, se establece la asociacion entre ambos estimulos
(EC: olor y EI: solucién azucarada). Asi, el estimulo inicialmente neutro adquiere un
valor predictivo y, como resultado del condicionamiento, su sola presentacién
desencadena la respuesta de extension de probdscide (REP) (Takeda 1961). En el
condicionamiento diferencial se evaltia la capacidad de un sujeto experimental de
discriminar entre dos olores de los cuales s6lo uno es recompensado (Bitterman et
al. 1983). A lo largo del entrenamiento las abejas aprenden a discriminar entre
ambos olores y a responder positivamente s6lo al olor pareado a la recompensa
(Giurfa 2003). Luego del condicionamiento se espera que la sola presencia del EC
recompensado (EC+) desencadene la REP, y que el EC no recompensado (EC-) no la

desencadene.

Discriminacion y generalizacion de olores
Otro de los aspectos estudiados en detalle en la abeja melifera son los

comportamientos de discriminacién y generalizacion de olores florales. En cada
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vuelo recolector las abejas exhiben fidelidad a una especie floral particular
distinguiendo, a partir de claves quimicas y visuales entre fuentes de recursos. A
este comportamiento se lo denomina constancia floral (Grant 1950; Free 1963; von
Frisch 1967; Waser 1986; Goulson 1999). Ademas, y dado que un estimulo en la
naturaleza raramente se presenta de manera idéntica dos veces, estos insectos
también reconocen indicadores de los estimulos (Pelz et al. 1997). Es decir, si la
informaciéon que adquieren en dos fuentes de recursos comparte ciertas
caracteristicas, las abejas responderan en ambas fuentes de recursos con un
comportamiento similar. A este comportamiento se lo denomina generalizacién. Los
estudios de discriminacion y generalizacién realizados bajo el paradigma del
condicionamiento olfativo clasico, y que se detallaran a continuacién, permiten
reproducir y estudiar en profundidad ambos comportamientos (Pearce 1987;

Bhagavan y Smith 1997; Pelz et al. 1997).

En el contexto del condicionamiento clasico, y dado un comportamiento
desencadenado por un estimulo condicionado, se habla de generalizacion cuando un
segundo estimulo similar pero no idéntico, promueve la misma respuesta
comportamental (Bhagavan y Smith 1997; Ghirlanda y Enquist 2003). Al contrario,
durante la discriminacién, los estimulos son percibidos como diferentes y
desencadenan respuestas comportamentales distintas. En abejas meliferas se
observo generalizacion olfativa entre olores puros que presentan distintos grupos
funcionales y el mismo largo de cadena carbonada (Guerrieri et al. 2005). Por el

contrario, mezclas conformadas por los mismos compuestos pero en distinta
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proporcién (Wright et al. 2008) y distintas concentraciones de un mismo olor

(Ditzen et al. 2003) pueden ser discriminadas por estos insectos.

La importancia de los olores en el contexto de la recoleccidn de recursos de la
abeja trasciende la orientacién individual hacia los parches florales e identificaciéon
de las especies vegetales en ellos a través del aprendizaje asociativo de claves
(Wright y Schiestl 2009) porque las claves olfativas son fisicamente transferidas
desde el sitio de recoleccién hacia el nido (von Frisch 1923; Farina et al. 2005; Diaz
et al. 2007). La informacién olfativa adquirida por cada individuo recolector
(informacién privada, Danchin et al. 2004) se vuelve publica cuando es compartida
entre congéneres a través de interacciones sociales que implican intercambio de
alimento boca a boca (trofalaxia). En este sentido se ha demostrado que las abejas
recolectoras que son reclutadas hacia determinadas fuentes de alimento,
adquirieron la informacién asociada con el olor floral en el interior del nido (Farina
et al. 2005). Como consecuencia de ello el éxito reproductivo de las plantas se
relaciona, en gran medida, con el uso de la informacién olfativa de las abejas en el
contexto de la recoleccion de alimento, y éste ultimo a su vez con la biologia social

de estos insectos.
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1.1.2. La biologia social de la abeja melifera

Una apis, nulla apis
(Una abeja es lo mismo que ninguna abeja)

Proverbio Latino

Organizacion Social

Las abejas meliferas (o domésticas) son insectos eusociales, lo que significa
que presentan division reproductiva del trabajo, cuidado de la cria y solapamiento
de generaciones que contribuyen coordinadamente en las tareas de la colonia
(Michener 1974).

Los adultos de una colonia pertenecen a tres castas: reinas, zdnganos y
obreras, (Wilson 1971; Winston 1987) cada uno con sus propias especializaciones

(Figura 4).

Figura 4. Castas de adultos de abeja melifera.
De arriba hacia abajo: obrera, reina y zadngano.

Las reinas y los zanganos son las castas reproductivas, mientras que la casta

obrera es comdinmente estéril (Wilson 1971). Una colmena de abejas melifera
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cuenta con una reina que es la progenitora de los restantes individuos: 200 a 1000
zanganos (machos) y 10.000 a 50.000 obreras (hembras) (Hooper 1991). Los
zanganos son cuidados y alimentados por las obreras y su unica funcién es la de
aparearse, luego de lo cual mueren (Winston 1987). Sin embargo, los zdnganos no se
aparean con la reina de su propio nido sino con reinas jovenes de las colonias
vecinas, contribuyendo mediante la transmisidn de sus genes, al éxito de su propia
colonia (Seeley 2010). Las obreras, que no se reproducen, realizan muchas tareas
diferentes moduladas por las necesidades de la colonia (Ribbands 1952). Entre ellas,
dentro del nido cuidan la cria, realizan tareas de limpieza, maduran y almacenan la
miel, almacenan el polen en las cercanias de la cria y alimentan y limpian a la reina.
Fuera del nido exhiben comportamientos de defensa y recoleccién de alimento

(Winston 1987).

Dentro de la casta de las obreras la progresion regular de tareas se relaciona
con la edad, fen6meno denominado polietismo etario (Oster y Wilson 1978) (Figura
5). Durante los primeros dias de su vida adulta las obreras realizan tareas de
limpieza del nido, y cuidado de la cria y de la reina. A edades intermedias (cercanos
a los 13 dias de edad) reciben y procesan el alimento que ingresa a la colmena y
finalmente a partir de los 20 dias aproximadamente realizan tareas de defensa de la
colonia y recoleccion de recursos fuera del nido (Lindauer 1952; Seeley 1982). El
néctar y el polen son el alimento de las abejas y constituyen sus fuentes de
carbohidratos y proteinas respectivamente. Las obreras también recolectan agua y

resinas. El agua es usada para el enfriamiento del interior de la colmena en dias
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calurosos y para diluir la miel durante la preparacién del alimento de las larvas. La
resina se emplea en la reparacion y reforzamiento del nido y como proteccion

contra microorganismos (Seeley 1995).

Figura 5. Divisidn de tareas en las obreras. Lindauer 1952.

EERREPRRERERRERRREEEERE e[l

Ademas del estadio adulto, una colonia contiene un nimero variable de
estadios inmaduros (huevos, larvas y pupas) que varian en ntimero a lo largo del
afio (Hooper 1991; Seeley 1995). Una vez que la larva emerge del huevo permanece
dentro de las celdillas de cria donde es alimentada por abejas adultas con una
mezcla de miel, polen y secreciones (Seeley 1995). Las interacciones que ocurren
durante la alimentacion entre la cria y los adultos distinguen a la abeja melifera de

otros insectos con habitos solitarios (Winston 1987).
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Aprendizaje y comunicacion dentro del nido

Cuando una fuente de néctar abundante es descubierta, las abejas que
regresan al nido transportan el néctar recolectado hasta la colmena dentro de su
buche y lo transfieren a sus compafieras mediante contactos boca a boca
(trofalaxia). Asi, los recursos disponibles en un momento particular se distribuyen
rapidamente entre congéneres alcanzando tanto a otras obreras (von Frisch 1967)
como a la cria (Nixon y Ribbands 1952), ademas de ser almacenados en el interior
del nido. Esta distribucién del alimento implica una coordinaciéon grupal de las
tareas que a su vez es modulada por factores individuales como umbrales de
respuesta (Lindauer 1952) o las habilidades cognitivas de las abejas involucradas en
la transferencia de néctar (Ribbands 1955). Como se menciond anteriormente, el
aprendizaje de claves olfativas relacionadas con el alimento, y que tiene lugar tanto
fuera como dentro del nido, es esencial en la vida de estos insectos (Menzel 1985) y
en el interior de la colmena este proceso tiene lugar durante los intercambios de
alimento. Esto puede ocurrir ya sea porque la cuticula de las abejas estd impregnada
de olores o porque el alimento que se transfiere esta aromatizado. El olor floral
adherido a la cuticula de las recolectoras (von Frisch 1923) es especialmente
relevante cuando las fuentes de alimento son cercanas al nido (von Frisch 1967). Sin
embargo, el aroma del néctar retenido en el buche melario es relevante aun cuando
su recoleccion haya sido lejos del nido porque mantiene sus propiedades hasta que

es transferido a otros individuos.

11
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Las memorias olfativas de abejas recolectoras que se establecen en el interior
de la colmena y que tienen lugar principalmente durante los contactos trofalacticos
(Farina et al. 2005, 2007), pueden ser evocadas en el contexto recolector (Arenas et
al. 2007; Arenas et al. 2008; Griiter et al. 2009; Balbuena et al. 2012a) y perdurar
varios dias (Farina et al. 2005; Arenas y Farina 2008; Griiter et al. 2009). Por otra
parte, cuando la informacion olfativa vinculada a los recursos disponibles alcanza a
las abejas jovenes cuyas tareas se restringen al interior de la colmena (Griiter et al.
2006), se establecen las primeras memorias olfativas que posteriormente pueden
afectar sus preferencias recolectoras en el momento en que comiencen a realizar
tareas fuera del nido (Balbuena et al. 2012b).

Ademas de los contactos trofalacticos, las abejas que regresan del exterior
realizan un comportamiento estereotipado denominado “la danza de contoneo”
(von Frisch 1967), que brinda informaciéon espacial (distancia, ubicacién) de la
fuente de alimento visitada. Se ha demostrado que este comportamiento facilita la
adquisiciéon de la informacion relativa a los olores florales (Diaz et al. 2007;

Balbuena et al. 2012a).

Los comportamientos y habilidades cognitivas descriptos permiten a las
abejas buscar y recolectar alimento eficientemente y modificar sus patrones de
comportamiento en respuesta a estimulos que ocurren dentro y fuera de la colmena
(Ribbands 1952; Winston 1987; Robinson 1992; Seeley 1995). Entre los cambios
que ocurren afuera de un nido uno de los mas relevantes es la variacion en la oferta

floral, que puede ser causada por diversos factores. Independientemente del factor

12
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que lo provoque, frente a las variaciones en los recursos disponibles, las abejas
dirigen la fuerza recolectora de la colmena a las fuentes de alimento mas
abundantes (Griiter 2008; Diaz et al. 2013). Queda demostrado que el complejo
sistema de comunicacién e interacciones sociales que ocurren dentro de la colmena
permite la propagaciéon de informacién relevante a un sinnimero de individuos
(Pankiw et al. 2004; Griter et al. 2006) afectando la activacién y reactivacion del
comportamiento recolector (von Frisch 1923; von Frisch 1967; Wenner et al. 1969;
Arenas et al. 2007; Arenas et al. 2008). En resumen, la capacidad para adquirir y
transferir informacién dentro de la colmena (Griiter et al. 2006; Arenas et al. 2007;
Griiter 2008) le permite a estos insectos responder adaptativamente a las
variaciones del entorno y en este contexto las claves olfativas desempefian un

importante rol.

1.2. Lapolinizacién y su importancia en la produccion agricola

La polinizacion es la transferencia de polen desde las anteras al estigma
(estructuras masculina y femenina de una flor, respectivamente) y puede
comprender a una o dos flores de una misma especie vegetal (Dag et al. 2008). El
grado en el que cada planta depende de la polinizacion se relaciona directamente
con su mecanismo de fertilizacion y reproducciéon, morfologia floral, grado de auto-
fertilidad, asi como también de la disposiciéon de las flores en la planta y entre
plantas vecinas (Delaplane y Mayer 2000; Delaplane et al. 2013). Mientras que

algunas especies vegetales pueden producir semillas o frutos sin polinizacion

13
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mediante, la mayoria de las angiospermas sin embargo, requieren de la polinizacion
para dar fruto (Delaplane et al. 2013). Entre las especies capaces de reproducirse sin
polinizacion se encuentran algunos citricos que se reproducen asexualmente
(apomixis), asi como también los cultivos de pifia, banana y pepino sin semilla que
no requieren de la fertilizacion de los 6vulos para reproducirse (partenocarpia
vegetativa) (Delaplane et al. 2013). Por su parte, en las especies que dependen de
agentes vectores de polen existen dos sistemas de polinizaciéon: cruzada
(xenogamia) que involucra plantas con diferente contribucién genética, o autégama,
en la que una flor es fecundada por su propio polen (Delaplane et al. 2013). La
polinizacién a su vez, puede ser mediada por factores abiéticos (viento y agua) o
bidticos (animales). Los ultimos incluyen vertebrados como aves y murciélagos e
invertebrados como coledpteros, dipteros, lepidopteros e himendpteros (Faegri y

Van der Pijl 1966).

La polinizacién animal incide en la agricultura global, y por lo tanto en la
seguridad alimentaria y su diversidad (FAO; Hein 2009). Algunas estimaciones dan
cuenta de que el 35% de la produccion agricola mundial esta relacionada con este
servicio. Otros calculan que, de toda la produccion agricola, el 22,6 y el 14,7% en los
paises en vias de desarrollo y desarrollados respectivamente, se benefician de la
polinizaciéon animal en alguna medida (Klein et al. 2007; Aizen et al. 2008). Es
importante sefalar que el efecto de los polinizadores en la produccion agricola
trasciende el simple rendimiento final de los cultivos, afectando su cosecha y post-

cosecha (Dag et al. 2008; Gaaliche et al. 2011; Bommarco et al. 2012). La
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polinizacién incide en la concentracién de azudcares, forma, peso y textura de los

frutos, entre otros parametros (Gallai et al. 2009).

A escala de produccion mundial agricola, entre los cultivos poco a
moderadamente dependientes de la polinizacién por insectos se encuentran los de
soja, tomate, palma aceitera y colza. Entre los dependientes de este servicio se
encuentran los cultivos de sandia, manzana, pera y algunos tipos de girasol; en ellos

el servicio de polinizacién es esencial (Williams 1994; Klein et al. 2007).

1.2.1. Polinizacion mediada por colmenas trashumantes

En particular la abeja europea Apis mellifera (L.) es la especie que se utiliza
con mas frecuencia en los servicios de polinizacion. En este contexto colmenas de
abejas meliferas son trasladadas (y por ello se habla de colmenas trashumantes)
entre diferentes cultivos de especies vegetales que requieren en mayor o menor
grado de la polinizacién para dar fruto. Este insecto se utiliza ampliamente a nivel
global con este fin, y a pesar de la produccién de miel (mas de un millon de
toneladas anuales a nivel mundial, FAOSTAT 2002) el rol que desempefia como
polinizador se mantiene como su contribucion econémica mas importante
sopesando la importancia de todos los productos de la colmena juntos
(vanEngelsdorp y Meixner 2010; Abrol 2012). La polinizaciéon de los cultivos que
requieren de este servicio implica un costo que no puede separarse del proceso de

produccion agricola: a los precios de mano de obra, capital, tierra, insumos como

15



1. Introduccion General

semillas y fertilizantes, en algunos cultivos se debe adicionar el del servicio de
polinizaciéon (Hein 2009). Si bien el nimero de colmenas por hectarea necesario
para una adecuada polinizacion del cultivo es diferente en cada caso, se espera que
sea mayor en tanto la poblacién de polinizadores nativos sea menor (Corbet et al.

1991).

En la actualidad existe una creciente demanda de los servicios de
polinizaciéon y esto se debe en gran medida a la reduccién del habitat de los
polinizadores nativos y sus poblaciones (FAO; Westerkamp y Gottsberger 2002;
Biesmeijer et al. 2006; Aizen et al. 2008) generada en los ultimos afios. Desde 1700
hasta 1980 el area total cultivada en el mundo aument6 un 466% (Meyer y Turner
1992) y continda creciendo en la actualidad, aunque en menor medida. Desde el
inicio de la Revolucidn Verde en 1960 y hasta el presente se intensificd el uso de la
tierra mediante la aplicacion de fertilizantes y pesticidas (Naylor 1996). La creciente
destruccion ambiental resultante ocasiond serias reducciones en el habitat de
polinizadores nativos y consecuentemente en sus poblaciones (FAO ; Westerkamp y
Gottsberger 2002; Biesmeijer et al. 2006; Aizen et al. 2008) generando una
progresiva dependencia de la contratacion de los servicios de polinizacion
(Westerkamp y Gottsberger 2002; Ghazoul 2005). Parado6jicamente en muchos
casos las estrategias tendientes a incrementar las ganancias con mayores niveles de
produccion y/o rendimiento de los sistemas agricolas afectaron seriamente este

servicio, que la naturaleza proporcionaba sin costo para las personas, y en la
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actualidad deben contratarse colmenas comerciales para fortalecer, cuando no
integramente proporcionar este servicio.

A pesar de que la polinizacion por abejas meliferas e insectos silvestres es un
importante servicio ecosistémico (servicios que las personas reciben de Ia
naturaleza), no hay un unico método aceptado que permita su valuaciéon. Algunos
estiman que puede alcanzar los 153000 millones de euros por afio (Gallai et al.
2009; Calderone 2012; Delaplane et al. 2013), pero existe mucha controversia
respecto al valor del servicio de polinizacién (Morse y Calderone 2000; Allsopp et al.
2008; Gallai et al. 2009; Hein 2009; Winfree et al. 2011). Independientemente de
ello, el beneficio proporcionado a nivel global es lo suficientemente importante
como para influir sobre estrategias de conservacion y decisiones relacionadas al uso

de la tierra (Lautenbach et al. 2012).

1.3. Cultivos dependientes del servicio de polinizacion

1.3.1. Cultivos de girasol

El girasol Helianthus annuus (L.) pertenece a la familia Asteraceae y su fruto
son cipselas (aquenios de ovario infero) que pueden ser usadas para la produccion
de aceite de alta calidad y productos de confiteria (Mc Gregor 1976). Entre los
cultivos de los se obtienen semillas para extraer aceite, éste es el unico de origen
americano (Simpson y Ogorzaly 1995; Lentz et al. 2008). Aun hoy en dia pueden

encontrarse poblaciones silvestres de esta especie en Canada, Estados Unidos y
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México (Simpson y Ogorzaly 1995). Los aquenios fésiles mas antiguos encontrados
en el este de América del Norte con rasgos de domesticaciéon datan de
aproximadamente 2500 afios de antigiiedad (Lentz et al. 2008) y evidencian no sdlo
que los nativos americanos consumian estas semillas, sino que ademas las
machacaban para extraer el aceite (Simpson y Ogorzaly 1995). La relacién simbdlica
entre el girasol y la adoracion del sol en las culturas americanas se considera una de
las principales causas de su deliberada eliminacion luego del establecimiento de la

hegemonia espafiola (Lentz et al. 2008).

Las plantas silvestres de girasol son ramificadas y tienen numerosos y
relativamente pequefios capitulos, mientras que el girasol domesticado tiene
generalmente un gran capitulo apical. Una inflorescencia puede tener entre 1.000 y
4.000 flores, dependiendo del cultivar y el tamafio del capitulo (Mc Gregor 1976). El
pericarpo varia en su color: generalmente se utilizan las ralladas en las confituras o
snacks, mientras que las negras son procesadas para la obtencién de aceite (Simpson
y Ogorzaly 1995). Las flores tubulosas son hermafroditas protandricas (estan
presentes los 6rganos reproductivos de ambos sexos y la parte masculina madura
antes que la femenina) (Mc Gregor 1976; Abrol 2012). Muchas variedades son auto-
incompatibles (Free y Simpson 1964; Mc Gregor 1976) y por lo tanto para que se
produzcan semillas el polen debe provenir de otra flor u otra planta (Mc Gregor
1976). La transferencia de polen entre plantas puede ser realizada por la abeja
melifera ya que este polinizador visita el girasol en busca de polen y néctar (Free

1964).
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El vigor hibrido o heterosis describe la potencia incrementada de una planta
u otro organismo cuando éste se compara con el de sus parentales de los que difiere
en uno o mas caracteres heredados. En las plantas, por ejemplo, los efectos de este
vigor se observan en términos de mayor tamafio, uniformidad, volumen y calidad o
resistencia a factores ambientales desfavorables (Mc Gregor 1976). Las primeras
referencias a los posibles efectos heteréticos en girasol fueron hechas en el afio
1970 (Kinman 1970), y ya en ellas se conjetur6 sobre la necesidad de las abejas en
este sistema.

El girasol cultivado para la produccién de semilla hibrida se produce por
medio de la Esterilidad Masculina Citoplasmatica. Esta tecnologia comprende una
linea EMacho estéril (ME) que debe ser polinizada por una linea restauradora (o
Macho Fértil; MF) mediante polinizacién cruzada (Mc Gregor 1976). El polen de
girasol es demasiado pesado y pegajoso como para ser transportado por el viento
(Yadav et al. 2002) y por lo tanto debe ser transferido entre lineas parentales por
agentes polinizadores. En este sentido, los incrementos en el rendimiento de
cultivos de girasol para la produccion de semilla hibrida obtenidos en presencia de
colmenas de abejas meliferas dan cuenta de la estrecha relacién entre ambos
factores (Free 1963; Yadav et al. 2002; Greenleaf y Kremen 2006; Oz et al. 2009; De

Estrada et al. 2012).

El desarrollo de plantas hibridas contribuyd en las ultimas décadas a
incrementar el nimero de semillas por hectarea en cultivos de girasol semilla (De

Estrada et al. 2012) y a posicionar a este cultivo en el segundo lugar en importancia,
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en términos de la superficie media anual cosechada, precediendo al cultivo de soja
(Chacoff et al. 2010). Esta tendencia también se observé en Argentina. Segun el
ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, el rendimiento del grano de girasol a
campo se incrementd en casi un 170% en el periodo 1975 a 1995 como
consecuencia del reemplazo de las variedades por hibridos. El rendimiento de
aceite, por su parte, acompafié este crecimiento a razén de un incremento de 11,5 kg
por hectarea por afio en el periodo 1982 a 2006 y en los afios subsiguientes se
mantuvieron los rendimientos a pesar de la degradacion ambiental. Como
consecuencia, el aporte de la Argentina a la produccién mundial de aceite de girasol
alcanz6 el 9%, y en lo que respecta a la exportacion se situd en el segundo lugar
después de Ucrania (Franco 2010). Es interesante notar que, a pesar de la relevancia
de este cultivo, ain restan determinar las causas de las variaciones estacionales

observadas en su rendimiento.

1.3.2. Cultivo de frutales

La manzana es el cultivo de arboles frutales de clima templado mas
importante del mundo (Simpson y Ogorzaly 1995). Junto a la ciruela, el durazno, la
peray la frutilla, pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Maloideae. La manzana
cultivada se conoce cientificamente con el nombre de Malus domestica (L.). Malus
proviene de la palabra latina “malus” (mala), que refiere a la tragica mordida de Eva
en el jardin del Edén. Se trata de un cultivo consumido en Eurasia desde tiempos

prehistoricos, y su origen mas probable es Oriente Medio (Free 1993). Su selecciéon
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parece haberse practicado tempranamente, ya que se sabe que los romanos
contaban con al menos 22 variedades. Hoy en dia se conocen 6500 variedades
horticolas, pero sélo algunas, entre las que se encuentran Red Delicious, Royal Gala,
Granny Smith, Baldwin, Cortland y Rome dominan el mercado (Simpson y Ogorzaly

1995).

El cultivo de pera, por su parte, esta en el segundo lugar de los frutales
cultivados de clima templado en todo el mundo. Muchas especies de pera parecen
hibridar espontidneamente y podrian haber dado origen a la producciéon de Pyrus
communis (L.), la especie cultivada mas ampliamente difundida. Tanto el este de
Europa como el Oeste de Asia podrian ser su centro de origen, ya que ambas son
regiones de gran diversidad de especies de Pyrus. Especificamente en Eurasia se
cultiva desde el final del periodo clasico Griego y su introduccién en América parece
coincidir con las primeras conquistas espafiolas o inglesas (Simpson y Ogorzaly

1995).

La dependencia de los servicios de polinizacion en cultivos frutales, asi como
en el cultivo de girasol, es también marcada. Especificamente, tanto en cultivos de
pera como de manzana las flores que no son polinizadas caen rapidamente (Free
1993). La fertilizacién inadecuada da lugar a frutos deformes y mas propensos a ser
descartados. Mas aun, la mayoria de los cultivares de pera y manzana son auto

estériles (Free 1993).
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En relaciéon a los recursos que ofrecen, la buena calidad del néctar de las
flores de manzana en términos de volumen y concentracién (Mc Gregor 1976; Free
1993; Delaplane y Mayer 2000; Diaz et al. 2013) se contrapone con la oferta pobre
de néctar en las flores de pera (Farkas y Orosz-Kovacs 2003; Diaz et al. 2013). Esta
diferencia en la calidad de los recursos, sumado a la capacidad de las abejas para
modular su comportamiento frente a los cambios en la oferta floral permite explicar
la dinamica de recoleccion de la abeja melifera observada en ecosistemas agricolas
mixtos de manzana y pera. Se describié una predominante recoleccién de néctar en
las flores de manzana y de polen en las flores de pera con un pico de recoleccién de
cada recurso en el maximo nivel de floracion de cada cultivo respectivamente (Diaz

etal. 2013).

Finalmente, vinculado a su aspecto econdmico, el mercado de frutas de pepita
tiene relevancia a nivel global. Su produccién mundial es de 90 millones de
toneladas, de las cuales el 5,5% corresponde a América del Sur. La produccion
Argentina, por su parte, constituye el 40% del volumen de la region, aportando
aproximadamente el 35% en manzana y el 65% en pera. En 2013 la producciéon
argentina de manzana alcanz6 las 970.000 toneladas, conformadas principalmente
por las variedades Red Delicious, Granny Smith y Gala y Royal Gala. En ese mismo
afio, se obtuvieron 890.000 toneladas de pera con predominio de las variedades

Williams, Packams y D"Anjou (Minagri 2014).
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1.4. Desarrollos tendientes a incrementar la eficiencia

polinizadora de la abeja melifera

1.4.1. Atractantes

Cuando una colmena es trasladada a un cultivo la especie floral cultivada
constituye el recurso mas abundante y por lo tanto las abejas dirigiran su fuerza
recolectora hacia ella. Aun asi, el pico de actividad recolectora sobre el cultivo no se
alcanza inmediatamente, y bien puede suceder que una vez obtenido disminuya
rapidamente porque los recursos que ofrece el cultivo no son atractivos para las
abejas. En cualquiera de los dos casos la polinizaciéon sera insuficiente. Con el
objetivo de incrementar la eficiencia de polinizacién, y por lo tanto el cuaje y los
rendimientos de los cultivos, se han desarrollado diversos productos. En general se
trata de sustancias (azucares, aceites o feromonas) que se mezclan con agua y se
aplican por aspersion convencional sobre los cultivos promoviendo la visita de las
abejas a los mismos. Entre ellos se encuentran Bee-Here®, Beeline®, Beelure®, Bee-
Scent®, y Pollenaid®. Su utilizaciéon puede incrementar la polinizacién de un cultivo
por ejemplo, alejando a las abejas de la flora circundante que compite con el cultivo
por las visitas recolectoras (Delaplane y Mayer 2000). Sin embargo, y a pesar de que
la aplicacién incrementa las visitas, no necesariamente esto esta acompafiado de un
incremento en la polinizacién. En el caso de los productos a base de azucar se ha
reportado una disminuciéon en la eficiencia polinizadora porque las abejas se
desvian a recolectar las soluciones aplicadas sobre el follaje en lugar del recurso

proporcionado por las flores (Free 1965). La aplicacion de productos con feromonas
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como Bee-Scent® (a base de feromonas de la gldndula de Nasonov) y Fruit Boost®
(con feromona mandibular sintética de la reina) no resulta eficaz en todos los casos.
En cultivos de manzana, pera y sandia se obtuvieron resultados dispares entre
variedades respecto al nimero de visitas de abejas a las flores y los rendimientos
finales de los cultivos (Mayer et al. 1989; Loper y Roselle 1991; Delaplane y Mayer
2000). Si bien todos estos productos proporcionan a los apicultores y agricultores
herramientas para mejorar los servicios de polinizacidn, su efecto debe estudiarse

en cada cultivo y variedad.

1.4.2. Formulaciones sintéticas que imitan olores florales

Los olores florales son una mezcla compleja de compuestos volatiles
(Dudareva y Pichersky 2006), de los cuales sdlo algunos de ellos son necesarios para
dirigir el comportamiento de busqueda de alimento (Pham-Delegue et al. 1986;
Riffell et al. 2009; Byers et al. 2014). Teniendo en cuenta esto, en el laboratorio del
Grupo de Estudio de Insectos Sociales, se desarrollaron formulados sintéticos que
imitan olores florales de algunas especies agricolas de importancia econdmica;
especificamente de girasol, manzana y pera. Estas formulaciones sintéticas, en
adelante Facilitador Girasol (FG), Facilitador Manzana (FM) y Facilitador Pera (FP)
no pudieron ser discriminadas de las fragancias naturales correspondientes por
abejas que fueron entrenadas a distinguir entre ellas (Diaz 2013) sugiriendo que

podrian ser las mezclas clave que las abejas utilizan para el reconocimiento de las
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flores respectivamente (Pham-Delegue et al. 1993; Wadhams et al. 1994; Blight et al.

1997; Laloi et al. 2000; Riffell et al. 2009; Reinhard et al. 2010).

Especificamente, para desarrollar el Facilitador Girasol (FG) se realizaron
condicionamientos diferenciales usando el olor natural de las flores de girasol y
diferentes combinaciones de olores presentes en el perfil de volatiles de las flores de
girasol. Entre las mezclas se selecciond, para conformar el FG, aquella que cuando
fue presentada con la recompensa en condicionamientos diferenciales realizados en
el paradigma de REP, las abejas no pudieron discriminar del olor natural de las
flores de girasol. Se realizaron ensayos preliminares a campo en colmenas ubicadas
en el entorno de cultivos de girasol. Se comparé la actividad de colmenas tratadas
con soluciéon azucarada aromatizada con FG y colmenas control tratadas con
solucion azucarada aromatizada con una esencia floral sintética (jazmin). Se
observaron mayores niveles de actividad (medido como cantidad de individuos que
regresan a la colmena y cantidad de corbiculas de polen recolectadas en la piquera
de las colmenas) en las colmenas tratadas con FG. La evaluacién de las memorias
olfativas de abejas provenientes de colmenas expuestas a ambos tratamientos (FG y
jazmin) en el protocolo de REP demostré que la aplicacion de este formulado da
lugar a la formaciéon de memorias apetitivas y que éstas son especificas de los olores
de los tratamientos. Asimismo se evalud la especificidad de la actividad recolectora
evaluando parametros de “la danza de contoneo”, ya que mediante este
comportamiento las abejas determinan la ubicacién de las fuentes de alimento

(Visscher y Seeley 1982). Este estudio demostré que las abejas pertenecientes a la
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colmena tratada con FG encontraron antes y explotaron de manera mas persistente
un cultivo de girasol situado a 600 metros de las colmenas tratadas.
Complementariamente se evaluaron las preferencias recolectoras de abejas
provenientes de colmenas con ambos tratamientos capturando abejas en dos
parches florales cercanos: uno de ellos con un cultivo de girasol y el otro con flora
nativa. Para ello se marcaron las abejas con colores diferentes segin la colmena (y
tratamiento) de procedencia. Se pudo determinar que las abejas capturadas en el
cultivo de girasol provenian con mayor frecuencia de las colmenas tratadas con FG,
mientras que su frecuencia fue minima en el cultivo con flora nativa (Farina et al.
2011; Diaz 2013). Estos resultados permitieron demostrar que el tratamiento con
FG sesga preferencias recolectoras de las abejas especificamente hacia el cultivo de

girasol.

En relacion al Facilitador Manzana (FM) se realizaron condicionamientos
diferenciales en los cuales se presenté el FM recompensado y el olor natural de las
flores de manzana no recompensado, y las abejas no fueron capaces de
discriminarlos. Ademas se realizaron estudios preliminares a campo que
consistieron en la evaluacion del efecto del FM sobre la actividad de colmenas que
polinizaban cultivos de manzana. Para esto, se trabajé en dos grupos de colmenas:
uno de ellos fue tratado con solucién azucarada aromatizada con FM, y otro grupo
con solucidn azucarada sin aromatizar. Se evidenci6é un incremento en la actividad
general de las colmenas tratadas con la mezcla sintética a partir del sexto dia post-

estimulacién, coincidente con el pico de floraciéon del cultivo de manzana.
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Especificamente se registré una mayor actividad de las recolectoras sin cargas de
polen en sus patas, en las colmenas tratadas con FM. Teniendo en cuenta que las
abejas recolectan predominantemente néctar en las flores de manzana, y que la
proporcién de recolectoras de néctar se mantiene constante a lo largo de la floracién
(Diaz et al. 2013), se puede inferir que el aumento de recolectoras sin cargas de
polen representa un aumento de las recolectoras de néctar. A partir de estos
resultados, se concluyd que la aplicacion de FM en colmenas que polinizan cultivos
de manzana genera incrementos en los niveles de recolecciéon sobre las flores de

manzana (Farina et al. 2011; Diaz 2013).

Para el desarrollo del Facilitador Pera (FP) se realizaron condicionamientos
absolutos de diferentes mezclas sintéticas y se seleccioné aquella que durante la
fase de evaluacion las abejas generalizaron con el olor de las flores naturales de
pera. Una vez elegida esta mezcla, y para corroborar su similitud con el olor natural
de las flores de pera se realizaron condicionamientos diferenciales. Se observd, al
igual que durante el desarrollo de FM, que cuando el FP se presentaba apareado con
la recompensa, las abejas no eran capaces de discriminarlo del olor natural de las
flores de pera. Adicionalmente se realizaron condicionamientos absolutos en los
cuales se condicioné la REP al FP. Seguidamente se evalud la respuesta de las abejas
a tres olores: flores naturales de pera, flores naturales de manzana y FP. El alto
porcentaje de abejas (cercano al 90%) que respondieron al olor floral de pera

evidencio6 la generalizacion entre el olor natural y la mezcla sintética FP. Ademas, el
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nivel de respuesta al olor de las flores de manzana fue bajo, quedando demostrada la

especificidad de FP para el olor de las flores naturales de pera (Diaz 2013).

1.5. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es evaluar el comportamiento recolector
de la abeja Apis mellifera en cultivos agricolas de importancia econémica y los
efectos del uso de herramientas tendientes a incrementar su capacidad
polinizadora. Particularmente se describira la conducta de la abeja durante la
recoleccion en campos de girasol Helianthus annuus cultivados para producir
semilla hibrida (girasol-semilla) y se evaluaran los efectos de formulaciones
sintéticas sobre respuestas generales vinculadas a la interaccién abeja-cultivo. Las
formulaciones seran aplicadas en colmenas utilizadas para la polinizacion de

cultivos de girasol - semilla, de manzana Malus domestica y de pera Pyrus communis.

1.5.1. Objetivos particulares e hipotesis

1.1. En cada vuelo recolector la abeja melifera exhibe fidelidad a una especie floral
particular distinguiendo, a partir de claves quimicas y visuales, entre fuentes de
recursos. Los cultivos de girasol Helianthus annuus de produccion de semilla hibrida
presentan lineas parentales productoras de polen (o macho fértil: MF) y otras

productoras de semilla (o macho estéril: ME). Cominmente se contratan los
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servicios de polinizaciéon de abeja melifera para asegurar el transporte de polen
desde las lineas MF hacia las ME. Con el objetivo de describir el comportamiento
recolector de la abeja en estos cultivos se realizaran seguimientos de abejas durante
su vuelo recolector. Se plantea como hip6tesis que en los cultivos de girasol - semilla
que muestren mayor dimorfismo entre sus lineas parentales MF y ME, la
probabilidad de que las abejas realicen vuelos cruzados entre parentales y

transfieran el polen entre ellos serd menor.

1.2. Los contactos corporales entre compaiieras de nido en estos cultivos posibilitan
la trasferencia de polen dentro de la colmena. Se plantea como objetivo determinar
la presencia de granos de polen adheridos al cuerpo de abejas capturadas tanto en el
interior de los nidos como sobre capitulos ME. Para ello se realizaran capturas de
abejas en lotes de girasol - semilla con diferentes lineas parentales macho feértil
(MF) y macho estéril (ME). Se estimard, en cada caso, el porcentaje de abejas con
granos de polen de girasol adheridos a su cuerpo. Se plantea como hipétesis que en
los nidos existe distribucion de polen entre compafieras de nido y que existen

diferencias en la adherencia de los granos entre parentales Macho Fértil.

2. Las formulaciones sintéticas desarrolladas por el Grupo de Estudio de Insectos
Sociales denominadas Facilitador Girasol, Facilitador Manzana y Facilitador Pera no
pudieron ser discriminadas por las abejas de las fragancias naturales
correspondientes en ensayos de laboratorio realizados bajo el paradigma de REP. Su

aplicacién en colmenas a campo gener6 incrementos en la actividad recolectora de
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las abejas y especificamente sobre los cultivos cuyo olor floral representan las
formulaciones. Se plantea analizar si el uso de estas herramientas tiene
consecuencias sobre el comportamiento recolector de la abeja y en el rendimiento
final de los cultivos. Con el objetivo de evaluar la viabilidad de herramientas
tendientes a mejorar la eficiencia polinizadora de la abeja melifera se aplicaran las
formulaciones sintéticas mencionadas en colmenas ubicadas en cultivos de girasol,

manzana y pera respectivamente, utilizadas para su polinizacidn.

2.1. Teniendo en cuenta la dificultad de discriminacién entre FG y la fragancia
natural del girasol exhibida por las abejas, los mayores niveles de actividad de
colmenas tratadas con este formulado, y el sesgo en el comportamiento recolector
hacia las inflorescencias de girasol de abejas pertenecientes a colmenas tratadas con
FG; se plantea como hipotesis que la aplicacion de FG en colmenas que polinizan
cultivos de girasol - semilla genera incrementos en la actividad recolectora y que
ésto a su vez generara aumentos en el rendimiento final de los lotes aledafios a las
colmenas tratadas. Se plantea como objetivo evaluar la incidencia del Facilitador
Girasol sobre la actividad recolectora y el rendimiento de cultivos de girasol -

semilla.

2.2. Teniendo en cuenta la dificultad de discriminacién que las abejas exhiben entre
FM y la fragancia natural de las flores de manzana y los mayores niveles de actividad
de las colmenas tratadas con este formulado se plantea como hipdtesis que la

aplicacion de Facilitador Manzana en colmenas que polinizan cultivos de manzana
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Malus domestica (L.) aumenta la actividad recolectora y promueve una actividad
recolectora sesgada hacia las flores de manzana incrementando el rendimiento de
los cultivos de manzana en sus inmediaciones. Se plantea como objetivo evaluar la
actividad de colmenas tratadas con FM y el rendimiento final de los cultivos en las

inmediaciones de las colmenas tratadas.

2.3. Las flores de pera ofrecen un néctar empobrecido en azdcares y por lo tanto
poco atractivo para las abejas. Segin observaciones previas, las abejas recolectan
polen en esta especie floral. Por otra parte, en el contexto del desarrollo del
Facilitador Pera (FP), las abejas presentan dificultades para discriminar la FP de la
fragancia natural de la flor de pera. Se demostr6 que las abejas generalizan FP
especificamente con el olor natural de las flores de pera y no asi con el del olor
natural de las flores de manzana. Se plantea como hipoétesis que las abejas de las
colmenas tratadas con FP mostrardn una mayor actividad recolectora, una
preferencia sesgada hacia las flores de pera y que este sesgo generara incrementos
en los rendimientos de los cultivos de pera en las inmediaciones de las colmenas
tratadas con FP. Se plantea como objetivo evaluar el comportamiento recolector de
abejas de colmenas tratadas con FP en cultivos de pera Pyrus communis,
considerando fundamentalmente la recoleccién de polen. Las variables vinculadas
con la actividad y que seran consideradas seran: la carga de polen recolectada, el

desarrollo de la cria dentro de los nidos y la actividad recolectora.
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de girasol Helianthus annuus para la produccion de semilla hibrida

2.1. Introduccion

La expansion de las areas cultivadas con especies vegetales que dependen de
la polinizacién, junto con la disminucién en la abundancia y diversidad de insectos
silvestres generaron en las ultimas décadas una creciente demanda de los servicios
de polinizacién (FAO; Biesmeijer et al. 2006; Oldroyd 2007; Aizen et al. 2008). El
insecto polinizador mas usado para estos servicios es la abeja Apis mellifera, y a
pesar de la relevancia que tienen los productos de la colmena como la miel y la cera,
su contribucion econémica mas importante es la polinizacion de los cultivos

(Lautenbach et al. 2012).

Las abejas meliferas visitan un amplio espectro de fuentes florales y sus
colonias pueden cubrir grandes areas cultivadas (Visscher y Seeley 1982; Steffan-
Dewenter y Kuhn 2003). A pesar de su estrategia generalista (von Frisch 1967), en
cada vuelo recolector estos polinizadores exhiben fidelidad a una sola especie floral,
un comportamiento que se denominé constancia floral (Free 1963; Waser 1986;
Goulson 1999). Este comportamiento implica la discriminacion entre flores en base
a diferencias sutiles en su morfologia u otras claves sensoriales, asi como la
asociacién de estos estimulos con la recompensa que ofrece cada especie floral

particular (Menzel y Erber 1978). Si bien la abeja melifera no es el polinizador mas
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eficiente en la mayoria de los monocultivos (Mc Gregor 1976; Seeley 1985;
Delaplane y Mayer 2000; Garibaldi et al. 2013) su constancia floral y su habilidad
para comunicar informacion relacionada con los recursos a sus compafieras de nido
(von Frisch 1967; Farina et al. 2005) convierten a estos insectos en los polinizadores

mas utilizados en un amplio espectro de ambientes agricolas (Seeley 1985).

El grado en el que un cultivo particular depende de la polinizaciéon por
insectos se relaciona con la morfologia floral y el nivel de auto esterilidad de la
planta entre otros factores (Delaplane y Mayer 2000). Por ejemplo los cultivos con
flores imperfectas, es decir con flores femeninas y masculinas, son mas
dependientes del servicio de polinizacion. En estos casos los polinizadores
transportan el polen desde las flores masculinas hacia las femeninas (Delaplane y
Mayer 2000). Otros cultivos como los de soja, frambuesa y tomate dependen
moderadamente de la polinizacién por insectos, mientras que en los cultivos de

manzana, pera, alfalfa y almendras este servicio es esencial (Williams 1994).

El servicio de polinizacion por abejas también resulta esencial en los cultivos
de girasol - semilla, que ocupan el segundo lugar en el mundo en términos de la
superficie media anual cosechada, precediendo al cultivo de soja (Chacoff et al.
2010), e implican en su mayoria plantas hibridas. El vigor hibrido es la potencia
incrementada de una planta cuando se compara con sus parentales en términos de,
por ejemplo, el volumen y la calidad del cultivo cosechado (Mc Gregor 1976). El

girasol hibrido especificamente se produce por medio de la Esterilidad Masculina
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Citoplasmatica, lo cual concierne una linea Macho Estéril (ME, Figura 6B) que debe
ser polinizada con una linea restauradora o Macho Fértil (MF, Figura 6C) por medio
de polinizacién cruzada (Mc Gregor 1976). Estas lineas parentales tipicamente se
siembran intercalando 2 a 4 surcos de MF con 6 a 9 surcos de ME (Figura 6).
Numerosos estudios dan cuenta de los efectos heteréticos relativos al rendimiento,
peso de las semillas y diametro del capitulo en la primera generacion de los cultivos
que se obtienen a partir de semillas hibridas (Fick y Zimmer 1976; Chaudhary y
Anand 1984; Kadkolet al. 1984; Singh et al. 1984). Asimismo, varios otros estudios
evidencian el incremento en el rendimiento de estos cultivos como resultado de la

presencia de colmenas de abejas meliferas (Free 1963; Moreti et al. 1996).

Figura 6. Cultivo de girasol - semilla en Hilario Ascasubi, Buenos Aires,
Argentina. A) Lote cultivado con parentales MF y ME en una proporcion 2:8.
Los surcos con plantas de menor altura (centro de la foto) corresponden a
inflorescencias MF y los mas altos a ME. B) Capitulo ME. C) Capitulo MF.
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A pesar de que el sistema agricola de girasol - semilla representa una
oportunidad para el desarrollo de numerosas variedades hibridas (Singh et al.
1984), la transferencia de polen entre lineas parentales (también llamados
cultivares) ha sido poco estudiada. En relacién a la transferencia mediada por abejas
Apis mellifera, se report6 un bajo porcentaje de individuos con cargas de polen (6,5 -
12,8 %) visitando capitulos Macho Estéril en cultivos con lineas parentales
descriptas como igualmente atractivas para las abejas (DeGrandi-Hoffman y Martin
1993). El hecho de que soélo alrededor del 10% de las abejas que visitaban los
capitulos ME provinieran de capitulos MF, sugirié la existencia de mecanismos de
transferencia de polen alternativos al vuelo directo entre lineas parentales. En este
sentido se propuso que las abejas podrian obtener dentro de la colmena suficientes
cantidades de polen como para polinizar el cultivo y que esto podria estar mediado
por contactos corporales entre compafieras de nido (DeGrandi-Hoffman y Martin
1993). Este mecanismo de transferencia de polen también se observé en el entorno
de parches con diversas especies florales (Free y Durrant 1966) asi como también
en cultivos de manzana (DeGrandi-Hoffman et al. 1984; DeGrandi-Hoffman et al.

1986) y algodon (Loper y DeGrandi-Hoffman 1994).

En el contexto de la produccion de semillas hibridas de girasol es frecuente
observar cultivos que presentan marcadas diferencias morfolégicas entre sus lineas
parentales. Esto plantea un desafio para polinizadores como la abeja Apis mellifera
que exhiben constancia floral en su comportamiento recolector. Como consecuencia,

en este capitulo se estudi6 la conducta de la abeja melifera durante la recoleccién en
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lotes con lineas parentales Macho Fértil y Macho Estéril que presentaban distinto
grado de variabilidad morfolégica entre ellas. Se realizaron seguimientos de abejas
individuales en su vuelo recolector registrandose, en cada capitulo visitado, el
cultivar y el tiempo de permanencia. Ademas se analizé la adherencia del polen al
cuerpo de abejas. Para ello se capturaron abejas en colmena y mientras recolectaban
sobre capitulos ME, y se analiz6 la presencia de granos de polen de girasol adheridos
a sus cuerpos. Complementariamente se efectuaron mediciones del alto y ancho de
los capitulos en ambas lineas parentales y se midi6 el tamafio de grano de polen de

cada parental MF.

2.1.1. Hipotesis

1- En los cultivos que muestren mayor dimorfismo entre sus lineas parentales MF y

ME, menor sera la probabilidad de que las abejas realicen vuelos cruzados entre

parentales y transfieran el polen entre ellos.

2- Las colmenas son un lugar de distribucion de polen entre compafieras de nido.

3- Existen diferencias en la adherencia de los granos entre parentales Macho Fértil.
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Sitio de estudio y animales

Se estudi6 el comportamiento recolector de la abeja Apis mellifera en cultivos
de girasol Helianthus annuus para produccién de semilla hibrida comercializados
por la empresa DOW AgroSciences. Este andlisis se llevd a cabo durante las
temporadas de floracion 2012 y 2013 (Enero 2012 y 2013). Se realizaron
seguimientos de abejas individuales en sus vuelos de recolecciéon en cuatro lotes
ubicados en las cercanias de Pedro Luro (39 30'0"S, 62°41'0” W), en la Provincia de
Buenos Aires, Argentina. Cada lote estaba cultivado con diferentes combinaciones de
cultivares Macho Estéril (ME) y Macho Fértil (MF), por lo tanto producian distintos
hibridos (en adelante referiremos a los lotes productores de diferentes hibridos
como: LH1, LHZ, LH3 y LH4). El disefio de plantacion en todos los casos consistio en
filas ME y MF intercaladas en una proporcion 8:2 (8 lineas de ME y 2 lineas de MF,

ver Figura 6).

Las abejas estudiadas pertenecian a colmenas comerciales tipo Langstroth
alquiladas para polinizar estos lotes y que se agruparon en el borde de los cultivos
en un numero variable de colmenas por grupo (Figura 7). Cada colmena contaba
con una reina fecundada, 3 o 4 cuadros de cria operculada, reservas y

aproximadamente 15.000 individuos.
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Figura 7. Grupo de 30 colmenas ubicado al borde de un cultivo de girasol
Heliathus annuus para la produccién de semilla hibrida.

2.2.2. Morfologia floral y estudios palinoldgicos

En los lotes mencionados, cada uno produciendo semillas de un hibrido
diferente, se midié con una cinta métrica el didmetro y la altura (cm) de 30
inflorescencias ME y 30 MF elegidas al azar y se recolecté6 una muestra de polen de
los ultimos para medir el tamafio de grano. Las muestras palinolégicas se analizaron
en el laboratorio. Para cada parental de polen se colocé una gota de agua destilada
en un portaobjetos, se esparcié sobre la misma una pequefia cantidad de polen y se
realizé la tincién de la muestra con Lugol. Se colocé el cubre objetos y se registré
bajo microscopio (Labomed CXR III) el tamafio (i) de 30 granos de polen elegidos al

azar en cada preparado.
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2.2.3. Comportamiento recolector de la abeja melifera en el cultivo

Se estudié el comportamiento recolector de la abeja melifera en dos lotes
(LH1 y LH2) en Enero de 2012 y en otros dos (LH3 y LH4) durante Enero de 2013.
Las mediciones se realizaron entre el mediodia y las 6:30 pm ambos afios. Los
registros consistieron en el monitoreo de abejas individuales desde el momento en
que iniciaban la recoleccién sobre un capitulo de girasol y durante el transcurso de
visitas recolectoras sucesivas entre capitulos del mismo o de diferentes cultivares
(ME y MF). Para cada abeja se registraron las inflorescencias visitadas indicandose
el cultivar y el tiempo de permanencia en cada una de ellas. El seguimiento de cada
abeja concluy6 en el momento en el que el observador perdié de vista a la abeja
focal. Los registros se llevaron a cabo en lotes con un similar grado de avance de

floracién del cultivar ME y 100% de floracion de MF (estimacién visual).

Tomando en cuenta todos los registros de comportamiento se calculd la
siguiente variable:
1. Porcentaje de abejas inconstantes (%AI) en su comportamiento recolector.

Definida para cada linea parental como:

9% Al = nimero de abejas moviéndose entre cultivares con direccién A-B x 100
niimero de abejas recolectando con constancia floral en A

Donde Ay B representan los parentales ME o MF alternativamente.
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Complementariamente se calculd, también para cada linea parental, el
porcentaje de abejas que mostraron persistencia sobre un mismo cultivar (abejas

constantes):

WAC =100 - %AI

Las abejas que cambiaron de linea parental, al menos una vez, durante su
vuelo recolector fueron categorizadas como abejas inconstantes (Al), mientras que
las que permanecieron recolectando exclusivamente en una de ellas se

categorizaron como abejas constantes (AC).

Los registros del comportamiento recolector de abejas constantes se tuvieron
en cuenta para calcular otras variables:
2. Tiempo medio de recoleccion por inflorescencia
3. Numero de inflorescencias visitadas por abeja

Ambas variables se estimaron para cada cultivar y lote estudiado.

2.2.4. Adherencia del polen de girasol al cuerpo de abejas recolectoras y

abejas de colmena

En Enero de 2013 se estudi6 la adherencia de granos de polen de girasol al
cuerpo de abejas recolectoras en dos lotes (LH3 y LH4). Para esto se capturaron

abejas en las colmenas ubicadas en el borde de los cultivos y mientras recolectaban
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sobre cultivares ME. En cuanto a las abejas capturadas en los nidos, se definieron
tres grupos: abejas ingresantes (abejas que aterrizaban en la plataforma de la
entrada de la colmena; en adelante “ingresantes”), abejas de piquera (abejas que se
encontraban caminando en la entrada de la colmena; en adelante “de piquera”) y
abejas del interior de la colmena (en adelante “de colmena”). Para capturar a los
individuos de este ultimo grupo se removié el techo de las colmenas y se atraparon
abejas adultas cerca del area de cria. En cada lote se tomaron 10 abejas de cada
grupo (ingresantes, de piquera y de colmena) en 10 colmenas. Las capturas de
abejas sobre inflorescencias ME se realizaron en N=30 plantas elegidas al azar en
cada lote, atrapando una abeja por inflorescencia. En todos los casos se usé un tubo
plastico de captura por abeja, y alli permanecieron los individuos hasta su analisis
en el laboratorio. Las abejas atrapadas en el campo fueron inmediatamente
adormecidas en frio usando una conservadora con hielo, y posteriormente se

almacenaron en el freezer hasta su andlisis.

En el laboratorio, una vez que las abejas alcanzaron la temperatura ambiente,
por cada individuo se colocé una gota de agua destilada sobre un portaobjetos, se
hizo contactar toda la superficie del cuerpo de la abeja con la gota y se tifié la
muestra con Lugol. Una vez colocado el cubre objetos, cada preparado se observo
con microscopio (Labomed CXR III) y se determind la presencia/ausencia de granos

de polen de girasol.
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2.2.5. Estadistica

El didmetro del capitulo y la altura de las inflorescencias ME y MF se
analizaron por medio de un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores con
cultivar y lote como factores de dos y cuatro niveles respectivamente (Sokal and
Rohlf 1995). Para cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas, los datos se transformaron aplicando la funcién logio. Cuando se
obtuvieron diferencias significativas en la interaccion entre factores, se computaron
comparaciones multiples (Prueba de Tukey) en la interaccién usando el error

correspondiente (Zar 1999).

El tamafio de grano de polen de girasol se comparo6 entre parentales de polen
con un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor considerando cuatro niveles

para el factor lote, seguido de un Prueba de Tukey (Zar 1999).

El tiempo medio por inflorescencia y el nimero de inflorescencias visitadas
se analizaron por cultivar, con un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor con
cuatro niveles para el factor lote, también seguido de un Prueba de Tukey. Para
cumplir con los supuestos del ANOVA, el niumero de inflorescencias visitadas sobre
el cultivar MF se transformaron aplicando la funcién logio y se hizo un muestreo de

20 datos sin reposicién (Zar 1999).

La constancia floral se comparé entre lotes para el parental MF por medio de

un Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado (%) (Sokal and Rohlf 2000).
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El porcentaje de abejas capturadas en los nidos y que presentaron polen de
girasol adherido al cuerpo se analizé con un analisis de la varianza de medidas
repetidas (ANOVA-MR) de dos factores. Se consideré lote y grupo de abejas como
factores de dos y tres niveles respectivamente, tomando al factor grupo de abejas
como medida repetida, seguido de un Prueba de Tukey (Zar 1999) El porcentaje de
abejas con polen en el cuerpo, capturadas sobre capitulos ME, se analiz6 con un

Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado (%2) (Sokal and Rohlf 2000).

2.3. Resultados

2.3.1. Morfologia floral

En LH1 se observa que los parentales ME y MF son morfol6gicamente muy
similares entre si (Figura 8A). Por el contrario, en LH4, existen marcadas

diferencias entre ellos, tanto en el alto como en el ancho del capitulo (Figura 8B).
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Figura 8. Cultivos de girasol (Heliathus annuus) para producciéon de semilla hibrida. Las
hileras Macho Estéril y Macho Fértil estan sembradas en una proporcion 8:2 (es decir, cada
8 lineas de ME se intercalan 2 lineas de MF). Las fotos A) y B) muestran diferentes grados
de disimilitud tanto en la altura como en el didAmetro del capitulo entre parentales ME y MF.
A) LH1; B) LH4; C) Aspecto de un grano de girasol al Micoscopio Optico tefiido con solucién
Lugol.
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Las mediciones morfolégicas revelaron diferencias significativas en la altura
de las plantas al comparar entre las lineas parentales de LH3 y LH4 (ANOVA de dos
factores, interaccién lote x cultivar significativa; F= 37,50; gl= 3, p<0,0001; Prueba
de Tukey (p<0,05) en la interaccion. Figura 9A). El didmetro del capitulo entre ME y
MF evidencié diferencias en tres de los cuatro lotes estudiados (ANOVA de dos
factores, interaccién lote x cultivar significativa; F= 18,87; gl= 3, p<0,0001; Prueba
de Tukey (p<0,05) en la interaccion. Figura 9B). Respecto al tamafio del grano de
polen, se encontraron diferencias significativas entre los parentales de los distintos
lotes (ANOVA de un factor, F= 52,95; gl= 3, p<0,0001); siendo el grano de polen de

LH2 el de mayor tamafio y el correspondiente a LH4 el menor (Figura 9C).

45



2. Polinizacion de cultivos para la produccion de semilla hibrida

140 A s ME (semilla) N=30
—_ a a a s MF olen) N= 30
5 120 (polen)
9 100
=
S 80
(&)
@ 60
-]
© 40
=
<< 20

o)

14
E e
o
§ 10
=3 8
(&)
D
=]
o
= 4
D
ég 2
=

o

C a

= 487
S
2 45 ¢ b
o b
D
<= 42}
o C
'S
& 39 ¢t
(4]
|_

36 |

LH1 LH2 LH3 LH4

Figura 9. Variables morfolégicas medidas en plantas de girasol cultivadas para la produccién de
semillas hibridas en cuatro lotes. A) Altura y B) Didmetro de capitulo; (cm) (media + EE) de N=30
inflorescencias Macho Estéril (ME; semilld y N= 30 Macho Fértil (MF; polen) en cuatro lotes. C)
Tamafio del grano de polen (i) (media * EE; N=30). Letras diferentes indican diferencias
significativas. A) y B) ANOVA de dos factores; factor de la interaccién cultivar x lote significativa;

p<0,05 Prueba de Tukey. C) ANOVA de un factor; p < 0,05 Prueba de Tukey).
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2.3.2. Comportamiento recolector

Los tiempos de recoleccion sobre los capitulos ME fueron similares en todos
los lotes estudiados (ANOVA de un factor, F= 1,46; gl= 3, p= 0,2297. Figura 10A) y
mayores en general que el tiempo de recoleccién sobre los capitulos MF. Al
comparar los tiempos de recolecciéon sobre capitulos MF entre lotes se encontraron
diferencias significativas y el mayor tiempo medio de recoleccion se evidenci6 sobre
el parental de polen en LH1 (ANOVA de un factor, F= 6,56; gl= 3, p<0,001. Figura
10B). Es interesante notar que en LH1 las abejas invirtieron en promedio similares

tiempos de recoleccién sobre ambos parentales y que esto sélo se observé en este

lote.
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Figura 10. Tiempo de recoleccidn de abejas individuales en cuatro lotes diferentes. Se presentan
los tiempos (media + EE) sobre los capitulos A) ME (semillg y B) MF (polen). Las observaciones
comenzaron con la llegada de una abeja a un capitulo y continuaron a lo largo de sucesivas visitas
a diferentes inflorescencias del mismo cultivar, concluyendo cuando el observador perdiera de
vista a la abeja focal. Diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA de un factor; p <

0,05Prueba de Tukey).
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Al comparar entre lotes el nimero medio de capitulos visitados por abeja
categorizada como constante en su comportamiento recolector, no se encontraron
diferencias significativas en los capitulos ME (ANOVA de un factor, F= 0,27; gl= 3, p=
0,8496), pero si en los capitulos MF (ANOVA de un factor, F=5,98; gl= 3, p< 0,01). En
este ultimo caso se observé que las abejas visitaron mas plantas en el parental de

polen de LH3 (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de plantas visitadas por abeja en cuatro lotes diferentes. Se detalla el
numero medio (+ EE) de capitulos ME (semillg) y MF (poler). Las observaciones comenzaron
con la llegada de una abeja a un capitulo y continuaron a lo largo de sucesivas visitas a
diferentes inflorescencias del mismo cultivar, hasta que el observador perdiera de vista a la

abeja focal. Diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA de un factor; p<0,05

Prueba de Tukey)
Lote ME media + EE (N) MF media = EE (N)
LH1 5,06 + 0,92 (16§ 4,45 + 0,61 (20§
LH2 4,21+ 0,38 (43} 4,35 + 0,63 (20§
LH3 4,94 +0,51 (49§ 8,85 + 1,47 (20%
LH 4 4,8 + 0,46 (35} 5,3 + 0,79 (20§

El altisimo porcentaje de abejas que se observo recolectando exclusivamente
sobre una de las lineas parentales durante el transcurso de las sucesivas visitas
recolectoras evidencié un comportamiento prevalentemente constante en todos los
lotes y sobre ambos parentales (Figura 11). Especificamente y concerniente a la
recoleccion sobre el cultivar MF, se rechazé la homogeneidad de frecuencias de
cambio hacia el parental ME en los cuatro lotes, (Prueba de homogeneidad Chi-

cuadrado, F=9,673; gl= 3, p= 0,0216). Se repitio el andlisis excluyendo a LH1 y no se
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encontraron diferencias significativas en el comportamiento sobre los restantes
parentales de polen (Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado, F= 5,579; gl= 3, p=
0,1340). Estos resultados demuestran que, en términos de frecuencia de vuelos
cruzados entre parentales con direccién MF-ME (el cambio mas relevante desde el
punto de vista de la polinizacién cruzada), las abejas cambiaron mas

conspicuamente en el lote LH1.

LH1 LH2 LH3 LH4
6% 5% 0% 0%
ME —
(= = |
\_/ i -\J I .r'jl _.-":
N=16 N=43 N= 45 N=35
MF LH1 159 | LH2 -g 5 LH3 2% LH4 0%
21 <9 Sl U
N= 20 N=5L N=51 MN=54

Figura 11. Porcentaje de abejas que cambiaron de cultivar en un vuelo recolector. Se
individualizan los cambios desde capitulos ME (semillg a MF (poler) (tonos lila) y desde capitulos
MF a ME (tonos azul). En los lotes LH2, LH3 y LH4 las abejas mostraron el mismo comportamiento

recolector sobre el parental MF (p<0,05, Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado).

Las observaciones del comportamiento recolector de las abejas sobre capitulos
MF y que se muestran en esta seccion incluyen la recoleccion de néctar, polen y ambos

recursos.
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2.3.3. Determinacion de granos de polen de girasol adherido al cuerpo

de las abejas

El porcentaje de abejas con polen adherido al cuerpo fue significativamente
diferente entre todas las categorias de abejas capturadas en los nidos en ambos
lotes (ANOVA MR de dos factores, interaccion lote*grupo de abejas no significativa;
factor “grupo de abejas” F= 35,83; gl= 2, p< 0.0001; Prueba de Tukey (p< 0,05).
Figura 12A). Ademas en LH4 se encontr6 que el porcentaje de abejas recolectoras
con polen adherido al cuerpo (capturadas sobre inflorescencias ME), fue muy
similar al evidenciado en el grupo de abejas categorizado como “de piquera” y
cercano al 70% (Figura 12A y C). En el caso de LH3 el porcentaje de abejas
recolectoras con polen fue similar al de abejas “ingresantes”, y ligeramente superior
al 40% (Figura 12A y B). Finalmente, el porcentaje de abejas capturadas sobre
capitulos ME con polen adherido al cuerpo mostré diferencias significativas entre
lotes (Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado, F= 14,831; gl= 1; p= 0,0001. Figura

124).
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Figura 12. Porcentaje de abejas con polen de girasol adherido al cuerpo en cuatro lotes diferentes. A)
Abejas capturadas sobre capitulos ME (una abeja por planta) en dos lotes; los niumeros en las barras
indican el numero de abejas atrapadas. B) y C) Abejas capturadas: dentro de la colmena (“de
colmena”), regresando a ella (“ingresantes”) o mientras permanecian en la entrada (“de piquera”). Se
atraparon 10 individuos de cada categoria por colmena. Los nimeros en las barras indican el nimero
de colmenas relevadas en cada lote. A) Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado p<0,001. B) y C)
ANOVA de medidas repetidas de dos factores; interaccion lote * categoria de abejas no significativa;
categoria de abejas significativa p<0,0001, Prueba de Tukey; *** y **** representa diferencias

significativas.

2.4. Discusion y conclusiones

Este estudio demuestra que en este sistema agricola la abeja melifera exhibe
una marcada constancia floral en cada linea parental durante cada vuelo recolector.
Se evidencia que cuanto mayores son las diferencias morfolégicas entre los
cultivares ME y MF menor es el porcentaje de vuelos cruzados entre ellos. Como
consecuencia, la abeja efectia en este sistema agricola una transferencia de polen
poco eficiente en términos de vuelos entre parentales, probablemente compensado

en parte por interacciones sociales entre individuos dentro de la colmena.
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Especificamente, durante la recoleccion de alimento las abejas cambiaron de
parental con mas frecuencia en LH1 (Figura 11), el lote mas homogéneo
morfolégicamente (Figura 8 y Figura 9 A y B). En este contexto las abejas
evidenciaron tiempos de recoleccién por inflorescencia y numero de plantas
visitadas similares en ambos parentales (Figura 10 y Tabla 1). En LH2 se observéd
una menor frecuencia de vuelos cruzados entre cultivares que en LHI1. Los
parentales sembrados en LH2 eran homogéneos en su altura pero diferentes en el
didmetro del capitulo (Figura 9 A y B). Los capitulos ME presentaron un didmetro
mayor y por lo tanto un mayor nimero de flores disponibles, lo que podria explicar
que los tiempos de recoleccién sobre éstos fueron mayores que sobre los capitulos
MF (Figura 10). En este lote (LH2Z) las abejas visitaron el mismo numero de
inflorescencias en cada parental (Tabla 1). Finalmente, en los lotes cuyos cultivares
ME y MF mostraron marcadas diferencias morfologicas (Figura 8B; Figura 9 Ay B)
la constancia floral de las abejas en cada vuelo recolector fue muy marcada. En LH4
se registr6 100% de constancia floral en ambos parentales, mientras que en LH3 se
observoé una constancia del 100% y 98% sobre las lineas ME y MF respectivamente
(Figura 11). Ademas, el tiempo de recoleccion sobre cada planta fue marcadamente
diferente: las abejas pasaron el doble de tiempo recolectando sobre los capitulos ME
que sobre los capitulos MF (Figura 10), probablemente debido al mayor diametro y
por lo tanto mayor numero de flores disponibles en los capitulos ME. El nimero de

inflorescencias ME visitadas fue mayor que el registrado en las lineas MF (Tabla 1).
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Se demostré que las abejas discriminan entre las lineas parentales cuando
éstas difieren en su morfologia, y responden comportamentalmente a los parentales
ME y MF como fuentes de recursos diferentes. Por el contrario, en los lotes que
presentaron mayor homogeneidad morfolégica entre cultivares, las abejas
mostraron comportamientos similares sobre cada uno de ellos, lo que indicaria que
en este caso son percibidos como una misma fuente. Como consecuencia, el grado de
disimilitud morfolégica entre las lineas ME y MF determinaria la frecuencia en la
que las abejas realizan vuelos cruzados entre ellos. Nuestras observaciones sugieren
que la heterogeneidad entre los cultivares ME y MF perjudica la polinizacion
cruzada de este sistema agricola como resultado de una menor frecuencia de vuelos
cruzados entre parentales. Alun asi, es importante sefialar que incluso en lotes con
parentales morfolégicamente homogéneos se registr6é un bajo porcentaje de abejas
realizando vuelos entre ellos. El maximo valor observado en este sentido fue del
15%, y es consistente con observaciones previas (DeGrandi-Hoffman y Martin
1993). Es posible entonces que las diferencias entre las lineas ME y MF en términos
de otras claves sensoriales distintas a las visuales, como olores relacionados con el
polen o aromas florales combinados con diferencias en la calidad del néctar y su
disponibilidad, pudieran estar influenciando el comportamiento de la abeja melifera

y promoviendo la constancia floral.

La presencia de granos de polen de girasol en el cuerpo de las abejas
capturadas en las colmenas y sobre inflorescencias ME podria sugerir que los

contactos corporales entre compaferas de nido dentro de la colmena contribuyen a
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la polinizacién cruzada de este cultivo. Este transferencia es particularmente
evidente entre las abejas ingresantes y las que salen a recolectar. En LH3 y LH4,
donde se estudid la presencia de granos de polen en el cuerpo de las abejas, se
encontraron diferencias entre lotes en el porcentaje de abejas con granos de polen
en el cuerpo tanto para aquellas capturadas en los nidos como en las atrapadas
sobre los capitulos ME. Es probable que estas diferencias se relacionen con el
tamafio del grano de polen. Los granos de polen de girasol tienen pollen Kkitt
(sustancia lipidica que pegotea los granos, Gotelli et al. 2008), una exina
ornamentada (Figura 8D) y con frecuencia forman agregados de cinco o mas granos
(Seiler 1997). Ademas, las fuerzas de adhesion entre particulas rugosas en el
intervalo de tamafio de los granos de polen de LH3 y LH4 aumenta con el didmetro
de las particulas (Kendall y Stainton 2001). Si la formaciéon de estos
apelotonamientos fuera mas frecuente entre los granos de polen de LH3 (el de
mayor tamafo de grano), esto dificultaria la transferencia que se produce por medio
de fuerzas electrostaticas desde las anteras hacia el cuerpo de los insectos (Corbet et
al. 1982). Una menor transferencia de polen al cuerpo de las abejas en el parental de
polen de LH3 podria explicar porqué, para todas las categorias de abejas capturadas,

se registro un menor porcentaje de abejas con polen en su cuerpo en este lote.

La polinizacién cruzada de este cultivo podria, por lo tanto, involucrar no sélo
los vuelos entre parentales sino también mecanismos de transferencia de polen
mediados por contactos corporales dentro del nido. El porcentaje de abejas con

polen en el cuerpo que se registr6 para las abejas capturadas dentro de las
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colmenas, asi como trabajos previos, apoyan esta idea (DeGrandi-Hoffman y Martin
1993). Cuando las abejas recolectoras regresan a la colmena interaccionan de
distinta manera con sus compafieras de nido (Balbuena et al. 2012a). Las abejas
ubicadas en la entrada de la colmena y que realizan tareas de defensa, ventilaciéon u
otras relacionadas con el procesamiento y almacenamiento de alimento podrian
tener un rol crucial como vectores de polen, en sus interacciones con las abejas que
regresan del exterior y las que parten a recolectar (Lindauer 1952; Pacheco y Breed
2008). Los contactos corporales deliberados sumados a otros accidentales
propagarian el polen adherido al cuerpo de las abejas (Free y Williams 1972)
amplificando su transferencia desde las lineas MF hacia las ME. En este sentido, es
importante sefialar que se constaté la presencia de diferentes parentales de polen a
2.4 km (observacion personal), haciendo posible que las abejas de una misma
colmena visiten mas de un parental de polen y posibilitando la produccion de

semillas heterogéneas.

Teniendo en cuenta la constancia floral de la abeja melifera, estrategias como
el uso de capitulos MF de mayor diametro que aumenten la disponibilidad de polen
o dispositivos que promuevan la transferencia de polen en la entrada de las
colmenas (Hatjina et al. 1999), podrian incrementar el rendimiento de estos
cultivos. En relaciéon a ello y como implicancia de los resultados obtenidos, se
sugiere a los productores de semilla hibrida complementar los aspectos botanicos
de las técnicas de mejoramiento de produccién con estudios relativos a las

habilidades cognitivas del polinizador de este sistema.
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3. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico sobre
el comportamiento recolector de la abeja melifera en cultivos de

girasol para la produccion de semilla hibrida

3.1. Introduccion

El “complejo oleaginoso” conformado principalmente por los cultivos de
girasol y soja es hoy el principal bloque exportador y uno de los pilares de la
economia nacional. Los avances genéticos junto con la adecuada fertilizacion de los
suelos en el contexto de la Agricultura de Precisién y la optimizacién de las
condiciones de cosecha y post - cosecha mediante equipos adecuados, posicionaron
al girasol como un cultivo de alta demanda tecnoldgica. Adn asi, actualmente este
cultivo enfrenta numerosos desafios entre los que se encuentran limitaciones en el
potencial de su rendimiento a altas densidades de siembra, variaciones estacionales

y la necesidad de caracterizar ambientes girasoleros (Franco 2010).

El objetivo de la producciéon de semillas de girasol para siembra (girasol -
semilla) es obtener semillas genética y fisicamente puras, fisiologicamente sanas y
libres de patogenos y concierne, en general, semillas hibridas. La eficiencia de este
sistema productivo depende tanto del desarrollo genético como del tecnoldgico. En
relacién a su aspecto genético, este sistema es el resultado de dos descubrimientos
independientes: la esterilidad masculina citoplasmatica por Patrice Leclercq en

1969 en Francia y la restauracion genética de fertilidad por Murray Kinman en 1970
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en Estados Unidos (De Estrada et al. 2012). En este contexto, y como se detall6 en el
capitulo anterior, la producciéon de semillas de girasol hibridas se lleva a cabo
mediante la siembra de cierto nimero de surcos de parentales de polen o lineas
Macho Fértil (MF) intercalados con un niimero mayor (generalmente el doble o el
triple) de surcos de parentales productores de semilla o parentales Macho Estéril
(ME). La transferencia de polen entre ambos depende exclusivamente de la abeja
melifera, y para ello las empresas productoras de semilla alquilan, en estos cultivos,
el Servicio de Polinizacién de entre 2 y 6 colmenas comerciales por hectarea
(observacién personal). El desarrollo tecnoldgico, por su parte, en el marco de la
denominada Agricultura de Precision permitié6 adecuar el manejo del suelo y del
cultivo a la variabilidad intrinseca de cada lote. Como consecuencia, los lotes que
previamente eran considerados como unidades productivas, en la actualidad son
manejados con una precision sitio-especifica. Este nuevo concepto de Agricultura
automatizé el manejo del cultivo especificamente en cada zona del lote utilizando
computadoras, sensores y otros equipos electronicos. Estas herramientas
permitieron generar y analizar datos geo-referenciados que mejoraron el

diagnostico, las decisiones y la administracion de los insumos.

Si bien el desarrollo alcanzado es el resultado de un profundo conocimiento
de los sistemas productivos, en los cultivos dependientes de polinizacién por abejas
como el girasol - semilla, los aspectos vinculados a este servicio han sido poco
estudiados. Como se describi6 en el capitulo anterior, en algunos de estos cultivos

las diferencias morfoldgicas entre las lineas parentales son acentuadas y frente a
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esta oferta floral heterogénea la abeja melifera distingue los cultivares ME y MF
como diferentes recursos y responde con un comportamiento recolector constante
sobre cada uno de ellos. En este escenario, y considerando la contribucion del
intercambio de polen dentro de la colmena a la polinizacién cruzada de este cultivo,
un incremento en la actividad de las colmenas podria generar aumentos en el

rendimiento final de estos cultivos.

Como se menciond, la abeja melifera se caracteriza por su organizacion
social, capacidad de aprendizaje, y la habilidad para comunicar claves sensoriales,
como la riqueza y la ubicacién de los recursos florales, a sus compaferas de nido
(von Frisch 1967; Seeley 1995; Farina et al. 2005). Estos aspectos la convierten en
uno de los polinizadores mas eficientes en un amplio espectro de ambientes
agricolas (Seeley 1985). Asimismo se especifico la importancia de los olores florales
en la busqueda y recoleccion de alimento de la abeja melifera, y que a pesar de que
estas claves exhiben gran complejidad y variabilidad, este insecto muestra una
asombrosa capacidad para aprenderlos, discriminarlos y reconocerlos (Reinhard et
al. 2010). La abeja melifera percibe las fragancias naturales asociadas al alimento
tanto en la visita a una flor como durante el reclutamiento dentro del nido y la
presentacion conjunta de las claves olfativas y el alimento permite el
establecimiento de memorias olfativas (Menzel y Erber 1978; Reinhard et al. 2004).
Sorprendentemente, aunque los olores florales estan constituidos por mezclas

complejas de volatiles (Dudareva y Pichersky 2006), el aprendizaje de s6lo algunos
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de estos compuestos es suficiente para dirigir la bisqueda de alimento (Pham-

Delegue et al. 1986).

En estudios previos se demostré que el contacto con néctar aromatizado
dentro de la colmena juega un importante rol en la activacién y reactivacién
recolectora (von Frisch 1923; von Frisch 1943; von Frisch 1967; Wenner et al. 1969;
Arenas et al. 2007; Arenas et al. 2008). La propagacion de olores dentro de la
colmena sumada a las habilidades de los distintos grupos de abejas para recordar y
utilizar esta informacién en los comportamientos de bisqueda permite suponer que
la estimulacién de las colmenas con alimentos aromatizados daria lugar a efectos
globales. En este sentido, los primeros intentos de mejorar la polinizacion de
cultivos comerciales mediante condicionamientos olfativos dentro de la colmena

arrojaron resultados dispares (von Frisch 1943; von Frisch 1967).

En el Grupo de Estudio de insectos Sociales donde se elaboré la presente
Tesis se desarroll6 una mezcla sintética que simula el olor natural de las flores de
girasol, en adelante Formulado de Girasol (FG). Se observo, en estudios realizados
en el paradigma de REP, que las abejas no discriminan esta mezcla del olor natural
de girasol. En ensayos a campo se evidenci6 que la estimulacién de las colmenas con
FG produce incrementos en la actividad recolectora de las abejas y especificamente
sobre los cultivos de girasol. Adicionalmente se observo que la aplicacion de esta
mezcla en el interior de las colmenas promueve la orientacion especificamente hacia

los cultivos de girasol.
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A pesar de contar con estos resultados, se desconoce hasta el presente cual es
la incidencia de esta estimulacién olfativa sobre el cultivo en términos de
rendimiento. Es por ello que en este capitulo se comparara la actividad de colmenas
tratadas con FG versus tratamientos control, ubicadas en campos de girasol -
semilla para su polinizaciéon. Se plantea aplicar dos tratamientos: i) solucion
azucarada aromatizada con el formulado sintético (FG), ii) solucién azucarada sin
aromatizar; ademas se considerara como tercer tratamiento iii) grupos de colmenas
sin tratar. Posteriormente, nos focalizaremos en el analisis del rendimiento de
dichos campos. Para esto, y a partir de los datos generados por cosechadoras New
Holland durante la cosecha y suministrados por la empresa semillera (Dow
Agrosciences), se elaboraran mapas de rendimiento. Se comparara entre
tratamientos la informaciéon resumen que acompaifia dichos mapas. Los mapas se
analizaran cuantitativamente y se aplicaran correcciones relativas a la densidad de

colmenas por hectarea.

3.1.1. Hipotesis

Las abejas de colmenas estimuladas con la mezcla sintética que simula el olor
floral de girasol (FG) tienen una mayor actividad recolectora y sesgada hacia
las flores de girasol, lo que generara incrementos en el rendimiento final de

los lotes cercanos a las colmenas tratadas
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Sitio de estudio y animales

Se estudi6 el efecto de formulaciones sintéticas que imitan el olor floral de
girasol sobre el comportamiento recolector de la abeja Apis mellifera en cultivos de
girasol Helianthus annuus para produccion de semilla hibrida. Los lotes estudiados
se encontraban en las cercanias de Hilario Ascasubi (39°22'0"S, 62°39'0” W) y Pedro
Luro (39 30'0"S, 62°41'0" W), en la Provincia de Buenos Aires, Argentina. Para ello,
durante la temporada de floraciéon 2012 (Enero 2012), las colmenas que polinizaban
diferentes lotes de girasol fueron expuestas a diferentes tratamientos.
Posteriormente se realizaron mediciones de actividad de las colmenas y del
rendimiento de los cultivos en sus cercanias. Cada lote estaba cultivado con distintas
combinaciones de parentales Macho Estéril (ME) y Macho Fértil (MF) y por lo tanto

producian diferentes hibridos.

Las colmenas estudiadas se encontraban en cinco pares de lotes, cada uno
productor de uno de cuatro hibridos (H) a los que referiremos en adelante como
LH1, LH2, LH5 y LH6 [se estudiaron dos pares de lotes que producian H5: en
adelante LH5(1) y LH5(2)]. En la Figura 13 se muestran los pares de lotes
productores de A) el hibrido 2 (LH2) y B) el hibrido 5 (LH5(2)) incorporados al

estudio.
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Figura 13. Cultivos de girasol (Heliathus annuus) para la produccién de semilla hibrida
en las cercanias de de Hilario Ascasubi (39°22'0"S, 62°39'0” W) y Pedro Luro
(39°30'0"S, 62° 41’ 0" W), Sur de la Provincia de Buenos Aires, Argentina. A) Los lotes
productores de H2. B) Lotes productores de H5(1). L= lote. Los recuadros indican lotes
con cultivos de girasol. G= grupos de colmenas. Los mismos se enumeran
consecutivamente para cada tratamiento en cada lote. SA: solucidon azucarada sin
aromatizar; SA + FG: solucion azucarada aromatizada con FG, ST: sin tratar.
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Los lotes LH1 y LH2 de este capitulo se corresponden con los lotes LH1 y LH2
del capitulo anterior, mientras que en LH5 y LH6 se produjeron hibridos no
estudiados previamente. En relacion a su uso, la segunda generacién de estos
cultivos daria semillas para usadas como confituras en el caso de LH1, LH2 y LH5, y
para la obtencién de aceite de alta calidad en el caso de LH6.

El disefio de plantacién y la empresa a cargo de la comercializacién de los
lotes, fueron los mismos que los detallados en el capitulo anterior (ver Capitulo 2).

En todos los lotes el servicio de polinizacién se asegur6 mediante la
contratacion de colmenas comerciales de Apis mellifera idénticas a las descriptas en
el capitulo anterior (ver Capitulo 2). Las mismas se agruparon en un numero
variable de colmenas (de 3 a 18), alcanzando una densidad de entre 2,4 a 5,7
colmenas por hectarea en todos los campos. Todas las colmenas identificadas dentro
de un radio de 150 metros a los lotes estudiados fueron consideradas para

posteriores ponderaciones del rendimiento.

3.2.2. Estimulacion olfativa de las colmenas

La mezcla sintética denominada en este trabajo como Facilitador Girasol, fue
conformada teniendo en cuenta el perfil de compuestos volatiles de las flores de
girasol reportado previamente (Etievant et al. 1984). Los detalles de dicho
formulado forman parte de una solicitud de patente (Farina et al. 2011b) atn no
publicada. Por motivos inherentes al negocio potencial, en esta tesis se excluye la

difusion de informacion detallada al respecto.
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Entre las colmenas de cada par de LH1, LH2 y LH5(1) se sortearon al azar los
tratamientos:
1) Solucién azucarada 50% p/p sin aromatizar (SA)

2) Solucién azucarada 50% p/p aromatizada con Facilitador Girasol (FG)

(50uL/L)

Entre las colmenas de los restantes pares de lotes [LH3, LH4 y LH5(2)] se
sortearon al azar los tratamientos:

2) Solucién azucarada 50% p/p aromatizada con Facilitador Girasol (FG)

(50uL/L)

3) Sin tratar

En todos los casos la solucion azucarada se prepard con agua tibia, y cada
colmena recibiéo 500 ml de solucién. Los tratamientos se aplicaron a las colmenas
levantado la tapa de cada una de ellas y esparciendo las soluciones correspondientes
sobre el marco de los cuadros. La aplicacion de los tratamientos se realizé al 100%
de floracion del parental MF y con una floracion mayor al 15% del parental ME, en

todos los lotes.

3.2.3. Actividad en las colmenas

Como indicador general de la actividad de las colmenas, en LH1 y LH5(1), se

registré el numero de abejas ingresantes por minuto. Esta medicion se realizé a
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partir de los 2 dias y hasta los 7 dias posteriores a la estimulacion de las colmenas y
en la misma franja horaria entre tratamientos. Los dias de registro fueron elegidos
con el criterio de homogeneizar el nivel de floracion del cultivo circundante entre
tratamientos. La evaluacion de esta variable se llevé a cabo en 43 colmenas de cada
tratamiento elegidas al azar entre las colmenas tratadas y cada colmena se

monitored en un solo dia.

Los mismos dias de registro de actividad de las colmenas se estudi6 la
densidad de abejas en el cultivo de girasol mas préximo a las mismas. Para ello,
entre uno y tres observadores contabilizaron simultdneamente las abejas a lo largo
de transectas delineadas desde las cercanias de las colmenas y hasta los 100 metros
cultivo adentro. En los conteos se abarcaron 2 hileras de siembra del mismo tipo
parental. Las mediciones realizadas sobre hileras de plantas que mostraron un
avance de floraciéon menor al 30% fueron descartadas. En total se consideraron los

relevamientos de 18 transectas lineales diferentes por tratamiento.

3.2.4. Rendimiento del cultivo

Los granos de girasol fueron cosechados en LH1, LH2, LH5(2) y LH6 por
medio de cosechadoras New Holland. Estas cosechadoras presentan sensores y
sistemas de posicionamiento que permiten medir y grabar el rendimiento y la

humedad del grano a medida que se cosecha el cultivo (Figura 14).
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Figura 14. Cosechadoras New Holland. A) Esquema del tipo y ubicaciéon de los diferentes
sensores. B) Fotografia de cosechadora de granos New Holland CR 8080.

La informacién sobre la cosecha en el espacio y tiempo, obtenidos con este

equipamiento, pueden posteriormente sintetizarse en un mapa que informa el

rendimiento minimo, maximo y promedio del lote y el area total cosechada entre

otros datos. En esta tesis, las matrices de rendimiento generadas durante la cosecha

y facilitadas por Dow Agroscience, se procesaron con el programa Ag Leader

Technology Basic (version gratuita de prueba) para la generacion de los mapas. En

la Figura 15 se observa, como ejemplo, un mapa de rendimiento (Ver todos los

mapas en Anexo).
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Transparencia - 100 %

® B ¢

Masa de rend. (seco)
(tonne/ha)

W1,94 - 6,58 (2,440 ha)
1,65 - 1,94 (4,031 ha)
1,48 - 1,65 (4,306 ha)
1,33 - 1,48 (4,361 ha)
1,16 - 1,33 (4,369 ha)

Mo0,91 - 1,16 (4,216 ha)

Mo,01 - 0,91 (4,156 ha)

< i ] v

C s

Estadisticas(Seleccionado / Todas).
Minimo - /0,0068 tonne/ha
Mixmo /6,581 tonne/ha
Promedo /1,368 tonne/ha
Total ~-38,13 tonne
Area - /27,88 ha
longtud  ---/29.990m
Cuenta  —/26125

Figura 15. Mapa de rendimiento obtenido con el
programa Ag Leader Technology Basic (version gratuita
de prueba). Los diferentes colores indican distintos
intervalos de maximo y minimo nivel de cosecha (ton/ha).

El rendimiento promedio informado en los mapas se compar6 entre los
miembros de cada uno de los cuatro pares de lotes productores de LH1, LH2, LH5(2)
y LH6. Para calcular el incremento en el rendimiento de los lotes polinizados por las
colmenas tratadas con el Formulado de Girasol se aplic6 la férmula de incremento

porcentual:

C= _B-4 x100
A

Donde C es el incremento porcentual, B el rendimiento de los lotes con FGy A
el rendimiento de los lotes control (ya sea con colmenas sin tratar o estimuladas con

agua azucarada).
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Cada lote miembro del par habia sido polinizado por abejas pertenecientes a
colmenas sometidas a diferentes tratamientos. Debido a la heterogeneidad en el
numero de colmenas en los lotes, previo a la comparacién entre tratamientos, el
rendimiento promedio por unidad de superficie de cada lote fue corregido por el
numero de colmenas. Ademas de considerar las colmenas de la periferia de los lotes

se tuvieron en cuenta todas aquellas presentes en un radio de 150 metros a los lotes.

El relevamiento del niimero y ubicacién de las colmenas se realiz6é con un
GPS Garmin Niivi 1200. Para su geo-referenciacién un observador se posicion6 junto
a cada grupo de colmenas en todos los lotes e indicé una marca de camino (Way
Point). Esta informacion fue posteriormente procesada con el programa MapSource.
En la Figura 16 se observa, como ejemplo, uno de los lotes productor de H5; y todos
los grupos de colmenas ubicados en un entorno de 150 metros (Ver todos los mapas
en Anexo). En este caso particular corresponde a todas las colmenas ubicadas en el

borde del lote.

Complementariamente se evalu6 la homogeneidad del rendimiento
informado por las matrices generadas durante la cosecha de cada lote. Para esto, se
seleccionaron al azar (usando el programa Infostat) cinco mil datos
correspondientes a la columna " Masa de Rendimiento" de cada lote y se calculé en

Coeficiente de Variacion.
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Figura 16. Ubicacién y niimero de colmenas en el entorno de
uno de los lotes de LH5(1). La imagen se obtuvo con el
programa MapSource exportando las marcas de camino (Way
Point) generadas en el campo. Se observa la posicion de todos
los grupos de colmenas ubicados en el entorno del lote y el
numero de colmenas en cada grupo.

Finalmente, en LH5(1) la cosecha se realiz6 manualmente en el entorno de
dos grupos de colmenas de cada tratamiento a los 30 y a los 70 metros de las
mismas. Estos grupos de colmenas corresponden a aquellos con un circulo rojo en la
Figura 13C. El rendimiento obtenido en esta cosecha, informado por la empresa
comercializadora de granos, también fue ponderado por el nimero de colmenas
presentes en un radio de 150 metros y posteriormente comparado entre

tratamientos.
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3.2.5. Estadistica

El nimero de abejas ingresantes por minuto y la densidad de abejas en el
cultivo se analizaron por medio de un analisis de la varianza (ANOVA) de dos
factores con tratamiento e hibrido como factores de dos niveles cada uno. Para
cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas los datos se
transformaron aplicando la funcién logio. Cuando no se encontraron diferencias
significativas en la interacciéon tratamiento*lote, se computaron efectos simples

(Prueba de Tukey) entre tratamientos (Zar 1999).

Se realizaron andlisis exploratorios de las matrices de datos de las
cosechadoras que permitieron identificar a partir de qué columna de datos el
programa Ag Leader Technology Basic calcula el rendimiento promedio (Ton/ha) de
los lotes que resume en los mapas. La informacién de dicha columna se utilizé para
comparar el Coeficiente de Variacion entre tratamientos en los pares de lotes LH1,
LH2, LH5(2) y LH6. Con este objetivo, y dado el gran ndmero de datos, se
seleccionaron al azar cinco mil datos de cada lote con el programa Infostat, y se

calcul6 el Coeficiente de Variacion.

El rendimiento de LH5(1) obtenido por cosecha manual se comparé entre

tratamientos con un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor, seguido de un

Prueba de Tukey (p < 0.05) (Zar 1999).
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3.3. Resultados

3.3.1. Estimulacion olfativa de las colmenas

En total 188 colmenas fueron tratadas con solucién azucarada sin aromatizar
(SA) y 309 con solucién azucarada aromatizada con Facilitador Girasol (SA+FG). El
tratamiento correspondiente a cada lote se aplicé a todas las colmenas ubicadas en
su periferia. Especificamente, por lote productor de cada hibrido el nimero de
colmenas estimuladas fue de 32 con SAy 69 con SA+FG en LH1; de 57 con SAy 50
con SA+FG en LH2Z y de 99 con SAy 72 colmenas con SA+FG en LH5(1). En los lotes
productores de LH5(2) y LH6, dado que el tratamiento control en este caso constd
de colmenas sin tratar, so6lo se estimularon las colmenas del lote al que se le
adjudicé el tratamiento SA+FG. En LH5(2) se trataron 55 colmenas y en el lote
productor de H6 un total de 63 colmenas.

En cada lote se procur6 aplicar los tratamientos en el momento en que la
floracion del parental ME circundante a las colmenas superara el 15% (estimacion
visual). Debido a que la siembra del parental MF se realiza mas tempranamente, el

nivel de floracién del mismo en todos los casos fue cercano al 100%.

3.3.2. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico en la

actividad recolectora

La actividad de las abejas mostro diferencias significativas entre tratamientos

para el nimero de abejas ingresantes por minuto (ANOVA de dos factores,
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interaccién hibrido*tratamiento no significativa; factor tratamiento F= 24,66; gl= 1,

p<0,0001. Figura 17).

80 - . SA
B SA+FG

70 | (****) (****)

Abejas ingresantes por min

LH2 LH5(1)

Figura 17. Actividad de las colmenas medido en la entrada. Se contabilizaron
las abejas ingresantes por minuto (media * EE) en dos pares de lotes, cada
uno productor de un hibrido diferente [H2 y H5(1)]. Entre cada par de lotes
se sortearon al azar los tratamientos SA: solucién azucarada sin aromatizar y
SA +FG: solucién azucarada aromatizada con FG. Todas las colmenas de cada
lote recibieron el mismo tratamiento y entre ellas se eligi6 al azar un grupo
menor para esta medicién. Los nimeros en las barras indican el nimero de
colmenas monitoreado en cada caso (ANOVA de dos factores; interaccion
hibrido * tratamiento no significativa; factor tratamiento significativo). ****

representa diferencias significativas p<0,0001.
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La densidad de abejas en el cultivo fue corregida por el nimero de colmenas

relevadas en un radio de 150 metros a las transectas (Tabla 2).

Tabla 2. Lotes con cultivos de girasol productores de semilla hibrida H2 y H5(1). Se detallan:
tratamientos, grupo de colmenas desde donde se delinearon las transectas para contabilizar las
abejas en el cultivo (Figura 13 B y C), las colmenas adicionales en un radio de 150 metros y el total
de colmenas consideradas para corregir la variable “densidad de abejas sobre el cultivo”.

. Grupode | Colmenas Otras Total
Lote Lote Tratamiento o
colmenas del grupo | colmenas(*) colmenas
1 12 0 12
1 SA
4 13 0 13
LH2
1 15 0 15
6 SA + FG
3 18 0 18
9 1 9 6 15
SA
6 1 9 6 15
LH5(1)
10 1 12 0 12
SA+FG
Entre10y 3 2 12 0 12

En el Hibrido 2 las colmenas presentes en un radio de 150 metros a las
transectas sobre las que se realizaron los monitoreos de esta variable sélo eran las
de los grupos desde donde partieron las transectas. En cambio, en el Hibrido 5(1)
los lotes que recibieron el tratamiento SA tenian otros grupos muy préximos, tanto
en el lote 6 como en el lote 9 (Figura 13C). Se encontraron diferencias significativas
en la densidad de abejas sobre el cultivo ponderada por el nimero de colmenas en
un radio de 150 metros a las mismas (ANOVA de dos factores; interaccidon
hibrido*tratamiento no significativa; factor tratamiento F= 10,96; gl= 1, p= 0,0026.

Figura 17).
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100 . SA

Bl SA + FG
90 - (**)

Abejas observadas en el cultivo
(a lo largo de transectas de 100 metros)

LH2 LH5(1)

Figura 18. Actividad de las colmenas tratadas medida como densidad de
abejas (media * EE) en su entorno. Se contabilizaron las abejas que
recolectaban sobre dos hileras de siembra a lo largo de transectas de 100
metros elegidas al azar en dos pares de lotes, cada uno productor de un tipo
de semilla hibrida diferente [H2 y H5(1)]. Entre cada par de lotes se
sortearon al azar los tratamientos SA: solucién azucarada sin aromatizar y SA
+ FG: solucién azucarada aromatizada con FG. Todas las colmenas de cada
lote recibieron el mismo tratamiento. Los nimeros en las barras indican el
numero de transectas relevadas en cada caso (ANOVA de dos factores;
interacciéon lote * tratamiento no significativa; factor tratamiento

significativo). ** representa diferencias significativas p<0,01.
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3.3.3. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico en el

rendimiento de los cultivos

La informacién del rendimiento de los lotes generada por las cosechadoras
New Holland durante la recoleccién de los granos de girasol fue proporcionada por
la empresa comercializadora de los lotes. Dichos datos se procesaron con el
programa Ag Leader Technology Basic y se obtuvo, para cada lote, un mapa
acompafado por el resumen de los datos de rendimiento (valores minimos,
maximos y promedio). El rendimiento promedio informado en dichos mapas fue
corregido por el nimero de colmenas geo-referenciadas en un radio de 150 metros
a los lotes y comparado entre tratamientos. Todos los lotes expuestos a colmenas

tratadas con FG evidenciaron mas de toneladas de semillas por hectarea.

Los incrementos oscilaron entre el 29 y el 57% (Figura 19A).
Especificamente se obtuvieron rendimientos superiores en un 37%, 46%, 29% y
57% en LH1, LH2, LH5(2) y LH6 respectivamente. También se evidencié un mayor
rendimiento en el lote tratado con FG (ANOVA de un factor, F= 9,43; gl= 1, p<0,05)
en el par de lotes cosechado manualmente (y posteriormente ponderado por el

numero de colmenas en un radio de 150 metros. Figura 19B).
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Figura 19. Rendimiento del cultivo en cuatro lotes productores de diferentes semillas hibridas. A)
Promedio informado en los mapas de rendimiento ponderado por el nimero de colmenas en un radio
de 150 metros a cada lote; B) Kg cosechados manualmente en 8 hileras por lote ponderado por el
numero de colmenas en un radio de 150 metros. Lotes polinizados por colmenas: ST: sin tratar; o
bien tratadas con SA: solucién azucarada sin aromatizar o SA + FG: solucién azucarada aromatizada

con FG. * representa diferencias significativas p<0,05.

En todas las comparaciones el rendimiento de los lotes con colmenas tratadas

con FG fue mas homogéneo (Tabla 3). Especificamente se observaron reducciones
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en el Coeficiente de Variacion (CV) del 52%, 31%, 23% y 39% en LH1, LH2, LH5(2) y

LH6 respectivamente.

Tabla 3. Coeficiente de Variacién correspondiente a 5000 datos de rendimiento
informado por cosechadoras New Holland para 4 pares de lotes. Cada par de lotes
corresponde a la produccién de un tipo de semilla hibrida y cada lote del par fue

polinizado por colmenas expuestas a diferentes tratamientos.

Lote Tratamiento N cv
SA 5000 95,21
LH1
SA + FG 5000 45,74
SA 5000 60
LH2
SA + FG 5000 41,64
ST 5000 42,05
LH5(2)
SA + FG 5000 32,47
ST 5000 72,04
LH6
SA + FG 5000 43,96

3.4. Discusion y conclusiones

En este capitulo se muestra como la aplicacién del Facilitador Girasol en
colmenas que polinizan cultivos de girasol Helianthus annuus incrementa la
actividad recolectora de las abejas y el rendimiento de los cultivos en sus
inmediaciones. Estas variables fueron comparadas entre tratamientos (FG versus
tratamientos control) aplicados a colmenas que polinizaban lotes productores del
mismo tipo de semilla hibrida. Las evaluaciones del rendimiento incluyeron tanto el
analisis de datos generados por cosechadoras con tecnologia de precisién, como

también cosechas realizadas manualmente. El estudio se realiz6 a una escala nunca
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evaluada anteriormente en ensayos experimentales con colmenas: se estimularon
497 colmenas y se evalu6 el rendimiento de cultivos de girasol - semilla en una

extension de 200 hectareas en total.

En el marco del desarrollo de esta formulacién se habia observado que las
abejas no podian discriminar el olor de FG del olor de las flores naturales de girasol
en ensayos realizados bajo el paradigma REP. Como consecuencia de ello se sugiri6
que esta mezcla podria representar los olores clave usados por las abejas para el
reconocimiento de esta fragancia floral (Pham-Delegue et al. 1986; Reinhard et al.
2010) y que la presentacidon de FG asociado con una recompensa aumentaria su
similitud en términos de relevancia biolégica con el olor floral. Ensayos a campo
previos a esta Tesis mostraron que las colmenas tratadas con FG alcanzaban
elevados niveles de actividad mas tempranamente que las colmenas control y que
las memorias formadas en el interior de la colmena como consecuencia de la
aplicacion del FG sesgaban la recolecciéon hacia las inflorescencias de girasol. Sin
embargo, se desconocia el efecto de estas estimulaciones sobre el rendimiento de los

cultivos.

Los primeros intentos de incrementar la polinizacion de cultivos estimulando
colmenas con machacados florales no tuvieron los controles adecuados y los
resultados no fueron concluyentes (von Frisch 1943). En este sentido, estudios mas
recientes demostraron que las memorias olfativas formadas dentro de la colmena

afectan las preferencias recolectoras a largo término (Arenas et al. 2007; Arenas et
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al. 2008). Estas evidencias, sumadas a los resultados obtenidos en laboratorio y a
campo en condicionamientos olfativos con FG, sugerian que la aplicacién de esta

formulacion sintética podia incidir sobre los niveles de rendimiento.

Los estudios desarrollados en este capitulo mostraron una mayor actividad
de las colmenas tratadas con FG, ya sea en su entrada (Figura 17), como en relacion
a la densidad de abejas en el cultivo adyacente a las mismas (Figura 18). Se resalta
que algunos de los relevamientos incluidos en este andlisis fueron realizados 7 dias
después de haberse aplicado las estimulaciones. En cuanto al rendimiento, en H5(1),
se cosechd significativamente mas en el lote con colmenas tratadas con FG y en los
restantes hibridos, si bien no fue posible analizarlo estadisticamente, la tendencia
fue la misma. Mas aun, y como era de esperar, el maximo contraste en los niveles de
rendimiento se obtuvo al comparar un lote con colmenas estimuladas con FG versus
otro con colmenas sin alimentar (Figura 19). En linea con estos resultados, los lotes
con colmenas expuestas al tratamiento con FG mostraron una mayor homogeneidad
del rendimiento dentro del lote que aquellos tratados con solucién azucarada o con
colmenas son tratar (Tabla 3). En resumen, tanto el incremento observado en el
rendimiento como su mayor homogeneidad dentro del lote muestran que la

polinizacion fue mas eficiente en los lotes con colmenas alimentadas con FG.

Es importante sefialar que considerando que se trata de un ensayo
experimental a gran escala bajo condiciones no controladas donde un sinntimero de

variables afectan cada fase del desarrollo de estos cultivos (variables climaticas,
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diferencias en la calidad del suelo entre lotes productores de la misma semilla
hibrida, e incluso diferencias entre colmenas), las tendencias homogéneas y las
diferencias observadas entre tratamientos dan cuenta de la solidez del efecto de

estas estimulaciones.

Los resultados indican que la aplicacién de este estimulante incrementa la
eficiencia polinizadora de las abejas sobre el cultivo, y son coherentes con aquellos
obtenidos tanto en ensayos de laboratorio en el marco de su desarrollo como en los
estudios preliminares a campo. Otro punto interesante de este desarrollo es que en
este estudio se trabajo en campos productores de diferente tipo de semilla hibrida y
por lo tanto, con distintas combinaciones de parentales Macho Estéril y Macho
Fértil. El incremento del rendimiento obtenido en todos los casos analizados
demuestra la efectividad de esta estimulacion en un amplio espectro de hibridos de
girasol. La formacion de memorias olfativas en el interior de las colmenas mediante
estas estimulaciones posibilita una recoleccién sesgada hacia el cultivo pocos dias
después de su aplicacion. Como consecuencia, la adaptaciéon de las colmenas
trashumantes a los diferentes cultivos entre los cuales son desplazadas puede
acortarse, asegurando una ventana temporal de hasta una semana con un pico de

actividad preponderantemente sobre el cultivo.

La plasticidad de los mecanismos de formacién de memorias (y su
reversibilidad) junto con los variados requerimientos nutricionales de las colmenas

que promuevan la bisqueda de alimentos en fuentes alternativas sugieren que, este
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proceso no tiene efectos sanitarios adversos sobre las colmenas. Finalmente,
tratdndose de un método derivado de las practicas usuales de los apicultores que
alimentan a sus colmenas con machacados florales, su aplicaciéon no complejiza las

habituales practicas apicolas.

Se propone incorporar este desarrollo como una técnica apropiada para
incrementar el rendimiento de los cultivos de girasol mediante el sesgo en las
preferencias recolectoras de abejas meliferas utilizadas en los Servicios de

Polinizacién trashumantes.
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4. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico sobre
el comportamiento recolector de la abeja melifera en cultivos de

manzana

4.1 Introduccion

Las tendencias mundiales de consumo estdn marcadas por los paises
desarrollados, donde los consumidores cada vez estdn mas preocupados por su
salud y la salud de quienes operan y viven en las areas de produccién, ademas de la
conservacion del medio ambiente. Como consecuencia, el nimero de tratamientos
quimicos en post-cosecha cada vez es menor, se racionaliza cada vez mas el uso del
agua y se ponen en practica diversas medidas tendientes a minimizar el impacto de
la produccién sobre el ambiente. La produccién de calidad vigente en este sector
implica actualmente el Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades, las Buenas
Practicas Agricolas, y también la produccion diferenciada (es decir, produccion
organica, produccién integrada, denominacién de origen, etc.). Por todo lo dicho, la
fruticultura actual esta en expansion, y asi como se detallé en el capitulo anterior en
relacion a los cultivos de girasol, también en este sector productivo existen fuertes
inversiones en innovacion tecnologica. El manejo de stocks, asi como el control de
calidad y el trasporte de mercaderias, previamente reservados para las actividades
industriales, son en la actualidad herramientas intrinsecas de este sector

productivo.
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Seguin el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de la Nacién, la Argentina
aporta el 40% de la produccion de frutas de pepita de América del Sur, y el 35% de
este aporte estd constituido por la exportacion de manzanas. Especificamente
durante los tres ultimos afios (2012 a 2014) esto significé una produccién promedio
de aproximadamente 900 mil toneladas (Minagri 2014). Los cultivos de manzana, en
el pais, se desarrollan en una superficie total de alrededor de 37.000 hectareas

centralizadas en las provincias de Rio Negro, Neuquén y Mendoza.

Las principales variedades de manzana que exporta la Argentina son Red
Delicious (61,1%), Granny Smith (15,1%) y Gala (también llamada Royal Gala)
(15%), facilmente distinguibles entre si por su color: las dos primeras son rojas y
verdes respectivamente, mientras que la ultima es bicolor con estrias (Benitez
2001) (Figura 20). Si bien todas las variedades presentan frutos de forma tronco-

conica, el peso, el calibre y el grado de acidez caracteriza a cada una de ellas.

Red Delicious ~ Granny Smith ~ (Royal) Gala

Figura 20. Principales variedades de manzana de exportacién.
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La variedad Red Delicious tiene un peso que oscila entre 160 y 240 gramos y
un calibre de entre 70 y 85 mm. Su pulpa es blanco amarillenta, jugosa y dulce,
aunque tiende a perder su firmeza bajo ciertas condiciones. Ademas, los frutos
o6ptimamente desarrollados se caracterizan por presentar cinco lébulos o
protuberancias bien marcadas. La variedad Granny Smith tiene un fruto mediano a
grande, con un peso de entre 190 y 210 gramos y un calibre de entre 75 y 80 mm.
Las manzanas de esta variedad son de color verde con lenticelas blancas, y su pulpa
es blanca, crujiente, jugosa y con un sabor ligeramente acido. El peso de la variedad
Gala (o Royal Gala) oscila entre los 170 y 180 gramos y su calibre entre 65y 75 mm.
La intensidad y el porcentaje de la superficie del fruto cubierto de rojo dependen de
varios factores, pero independientemente de ello, la pulpa siempre es de textura

fina, amarillenta, crocante y jugosa (SENASA 2009) (Figura 20).

El arbol de manzana Malus domestica puede alcanzar los 10 metros de altura
y vivir hasta 80 afios. Un tipico cultivo de esta especie frutal presenta marcos de
plantacion formados por numerosas filas de arboles. Las distancias entre arboles
oscilan entre 2 a 3 metros, mientras que la separacion entre las filas puede ser de 4
o 5 metros (Figura 21A). Las yemas florales son mixtas y dan origen a hojas y flores
en grupos llamadas cimas, que pueden estar compuestas por 5 a 8 flores blancas a
rosadas y hermafroditas (Figura 21 B y C). Debido a que las variedades de manzana
presentan diferentes grados de autoesterilidad (es decir, no pueden reproducirse
por autopolinizacion) (Free 1993), cominmente se siembran dos o mas variedades

combinadas de manera que una o algunas de ellas proporcionen el polen que
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fertilizara a las variedades autoestériles. Las variedades que proporcionan el polen
reciben la denominaciéon de “polinizadoras”. Cabe destacar que incluso las
variedades autofértiles se ven beneficiadas si se incluye en la plantaciéon una

variedad polinizadora.

Figura 21. Cultivo de manzana Malus domestica. A) Esquema de siembra en una
plantacion de arboles de manzana en Coronel Belisle, Provincia de Rio Negro. By C
yemas florales (cimas).

Para que una variedad sea polinizadora de otra debe presentar una alta tasa
de produccién y germinacién de polen, una floraciéon solapada con la variedad a
polinizar y el fruto resultante de la combinacién de ambas debe ser de muy buena
calidad. En relacién a esto, las principales variedades exportadas tienen diferentes
grados de autofertilidad. Red Delicious es autoestéril y las variedades Elstar, Gala,
Golden Delicious y Granny Smith entre otras son comtinmente utilizadas para su

polinizacién. Granny Smith es parcialmente autoestéril, y puede ser polinizada por
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Akane, Gala, Red Delicious y Golden Delicious, entre otras. Finalmente, la variedad
Gala es frecuentemente polinizada con Akane, Red Delicious, Elstar, Fuji, Golden

Delicious y Granny Smith, entre otras.

Como se detallé en la introduccién general, el éxito reproductivo de los
cultivos de manzana depende de una adecuada polinizacion (Free 1993) y para ello
se contratan los servicios de polinizacion de colmenas comerciales de la abeja
melifera. Al igual que en los cultivos de girasol, en éstos las colmenas de Apis
mellifera se disponen en el borde de los lotes en grupos formados por un niimero

variable de colmenas.

Las abejas visitan las flores de manzana en busca del néctar abundante y rico
en azucares que ofrecen sus flores (Mc Gregor 1976; Free 1993; Delaplane and
Mayer 2000; Diaz et al. 2013), pero es sabido que en esta especie vegetal la abeja
restringe su area de recoleccion a un arbol o a unos pocos en la misma linea de
siembra (Free 1966). Como consecuencia, y para lograr la polinizacidn cruzada, las
variedades que se desea cruzar deben plantarse intercaladamente en la misma linea
de siembra. Es interesante notar que, al igual que lo observado en los cultivos de
girasol, la polinizacién cruzada de este sistema se realiza por medio de vuelos
cruzados entre arboles y también mediante la transferencia de polen entre abejas
dentro de la colmena (DeGrandi-Hoffman, Hoopingarner et al. 1984). Habiendo

considerado los factores mencionados, es posible obtener una buena produccién de
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manzanas si al momento de la floracién existe un pico de actividad recolectora de la

abeja melifera (SENASA 2009; Benitez 2001).

La calidad final de los frutos de cualquier terreno, una vez que los manzanos
fueron implantados, depende de numerosos factores que inciden desde antes de la
floracién, durante ésta y en todo el periodo de fructificacion incluso en la post-
cosecha. El conocimiento de estos elementos en detalle permite reducir las
potenciales pérdidas de calidad. Muchos de estos factores son de tipo climatico:
temperatura, precipitaciones, nivel de radiacién solar, granizo, vientos y heladas;
pero otros como el riego y la fertilizacion de los suelos se vinculan a las practicas de
manejo. Entre las practicas ejecutadas directamente sobre los arboles se
encuentran: la poda, el raleo de frutos, el control de plagas, enfermedades y malezas

y la aplicacion de reguladores de crecimiento y fertilizantes florales.

El raleo, tanto manual como quimico, de flores y/o pequefios frutos incide
directamente sobre el fendmeno de produccidon alternada (Ryugo, 1986), algo
comun en manzanos y perales. Este problema denominado “afierismo” o “veceria”
suele vincularse a un buen cuaje seguido de un exceso de frutos. De esta manera, un
raleo inadecuado puede generar una cosecha abundante en un afio y otra muy
escasa el siguiente, reiterdndose consecutivamente en el tiempo (Monselise y
Goldsmith, 1982). Estos ciclos resultan no sélo perjudiciales para la economia de los
productores sino que ademas causan desequilibrios fisiolégicos en los arboles

afectados dificultando la obtencién de cosechas uniformes a través de los afios.
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Teniendo en cuenta i) la biologia social de la abeja melifera (von Frisch 1967;
Seeley 1995; Farina et al. 2005), ii) el rol de los olores florales en el contexto de
busqueda y recoleccién de alimento (Menzel y Erber 1978; Reinhard et al. 2004;
Reinhard et al. 2010), iii) la incidencia de los olores del interior de la colmena sobre
la actividad recolectora (von Frisch 1923; von Frisch 1943; von Frisch 1967;
Wenner et al. 1969; Arenas et al. 2007; Arenas et al. 2008), iv) la relevancia de
compuestos clave en mezclas complejas de olores (Pham-Delegue et al. 1986), v) los
efectos globales sobre la polinizacion que podrian generarse a partir de la
estimulacion de colmenas con alimentos aromatizados, y vi) la relevancia de la abeja
sobre los cultivos de Malus domestica, en el Grupo de Estudio de Insectos Sociales se
desarrollé una formulacién sintética que imita el olor de las flores de manzana. Esta
formulacion, en adelante Formulado de Manzana (FM), no pudo ser discriminada
por las abejas del olor natural de las flores de manzana en condicionamientos
olfativos realizados bajo el paradigma de REP (Farina, Diaz et al. 2011; Diaz 2013).
En ensayos a campo se evidenciaron incrementos en la actividad de las recolectoras
de néctar en colmenas tratadas con esta mezcla, especificamente en el pico de

floracion del cultivo de manzana circundante (Diaz 2013).

En este capitulo se propone describir la incidencia de esta estimulacién
olfativa sobre el cultivo en términos de la actividad recolectora de la abeja melifera y
en el rendimiento de los cultivos de manzana cercanos a las colmenas tratadas. Para

ello se comparara la actividad de colmenas tratadas con FM versus tratamientos
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control, ubicadas en campos de frutales de manzana. Se aplicardn los tratamientos:
i) solucién azucarada aromatizada con el formulado sintético (FM), ii) solucion
azucarada sin aromatizar y se considerara como tercer tratamiento iii) grupos de
colmenas sin tratar. El estudio del rendimiento en los lotes polinizados por las
colmenas tratadas se realizara comparando el rendimiento en las inmediaciones de
las colmenas bajo los diferentes tratamientos, a partir de conteos de frutos en los
arboles y analizando la informacién proporcionada por la empresa propietaria y
comercializadora de dichos cultivos (Kleppe S.A). Ademas se aplicaran correcciones
relativas a la densidad de colmenas por hectdrea y a la incidencia de afierismo

cuando corresponda.

4.1.1 Hipotesis

Las abejas de colmenas estimuladas con la mezcla sintética que simula el olor
floral de manzana (FM) tienen una mayor actividad recolectora y sesgada
hacia las flores de manzana, lo que generara incrementos en el rendimiento

final de los lotes cercanos a las colmenas tratadas.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Sitio de estudio y animales

Se estudio el efecto de formulaciones sintéticas que imitan el olor floral de
manzana, sobre el comportamiento recolector de la abeja melifera en cultivos de
manzana Malus domestica. Para ello, las colmenas que polinizaban lotes de este
cultivo fueron expuestas a diferentes tratamientos (la formulacién sintética versus
un tratamiento control) y se realizaron mediciones de actividad de las colmenas y

del rendimiento de los cultivos en sus cercanias.

Se trabajé en dos campos, uno de ellos en la localidad de General Roca (39°
02" 00" S 67° 35’ 00" O) (Figura22A) y el otro en la localidad de Coronel Belisle
(39° 11" 00" S 65° 59" 00" O) (Figura 22B); ambos pertenecientes a la empresa
Kleppe S.A. y ubicados en la Provincia de Rio Negro. En cada uno de ellos, y en la
medida de lo posible, se seleccionaron pares de lotes y cuadros (areas de cultivo de
mayor tamafio que abarcan numerosos lotes cada uno) con similares combinaciones
de variedades de manzana implantadas y entre los miembros de esos pares se
sortearon los tratamientos al azar.

Especificamente en el campo de General Roca se seleccionaron tres lotes: 4, 5
y 8 (Figura22A). En la Tabla 4 se detallan las variedades implantadas y el numero

de filas en cada una.
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Tabla 4. Lotes del campo de General Roca incorporados al estudio. Se detallan los clones de
Red Delicious implantados y sus variedades polinizadoras, asi como el nimero de filas de cada
uno de ellos.

Lote Red Delicious | Red Delicious V.ar.iedad TMeoiiaaks
Clon 1 Clon 2 Polinizadora
Chaiar 28 Granny Smith 93:00:31
5 Chanar 34 Royal Gala 00:100:33
Chafar 28 Chanar 34 Royal Gala 01:73:25

En el campo de Coronel Belisle (Figura 23A y B) se seleccionaron 2 pares de
cuadros (16 y 17; 30 y 31) y entre 3 y 4 lotes de cada cuadro. En la Tabla 6 se

detalla la composicién de los mismos.

Tabla 5. Lotes del campo de Coronel Belisle incorporados al estudio. Se detallan los clones de la
variedad Red Delicious implantados y sus polinizadores, asi como el nimero de filas de cada uno de
ellos.

Lotes Red Delicious | Red Delicious V'ar.iedad Filas implantadas
Clon 1 Clon 2 Polinizadora
164a,b,c, d Hi Early Granny Smith 74:74
17 a,b,c, d Hi Early Granny Smith 92:92
30a,b,c(*),d Chanar 28 Granny Smith 100:100 aprox
31a,b,c,d Chariar 28 Hi Early Granny Smith 100:100:100 aprox

(*) Debido a una marcada diferencia en la composicién de las variedades implantadas, el lote 30c fue
excluido del estudio.

Como se observa en las Tablas 4 y 5 en todos los lotes y en ambos campos
predominaron las variedades Red Delicious y Granny Smith. En general la mayor
diferencia entre ellos fue el clon de Red Delicious implantado (Chafiar 28, Chafiar 34

y Hi Early).
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C2:SA+FM

GE:SA+FM \w

T GISAFEM

Figura 22. Cultivos de manzana Malus domestica administrados por Kleppe S.A. A) Lotes
estudiados en un campo cercano a General Roca (39° 02’ 00” S 67° 35’ 00” O). B) Ubicacién
relativa de los cuadros del ENTORNO NORTE y ENTORNO CENTRAL (areas de cultivo de mayor
tamafio que abarcan numerosos lotes cada uno) estudiados en un campo de Coronel Belisle (39°
11’ 00" S 65° 59’ 00" O). L= lote. C=Cuadro. Los recuadros indican lotes con arboles de manzana.
G= grupos de colmenas. Los mismos se enumeran consecutivamente para cada tratamiento en
cada lote. SA: solucion azucarada sin aromatizar; SA + FM: solucidon azucarada aromatizada con
FM.

92



4. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de manzana
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Figura 23. Detalle de los cuadros de manzana Malus domestica estudiados en el campo de Coronel
Belisle. A) Cuadros 16 y 17 en ENTORNO NORTE; B) Cuadros 30 y 31 en ENTORNO CENTRAL
C=Cuadro. Los recuadros indican lotes con arboles de manzana. G= grupos de colmenas. Los
mismos se enumeran consecutivamente para cada tratamiento en cada cuadro SA: solucién
azucarada sin aromatizar; SA + FM: solucion azucarada aromatizada con FM. ST: sin tratar.
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Las colmenas comerciales, alquiladas por el establecimiento para prestar el
servicio de polinizaciéon de este cultivo, presentaban las mismas caracteristicas
poblacionales y de reservas ya descriptas (ver Capitulo 2) y se ubicaron en la
periferia de los lotes. En el campo de General Roca (Figura 22A) las colmenas se
agruparon en numero variable de entre 10 y 15, mientras que en el campo de
Coronel Belisle (Figura 22B) todos los grupos tenian 10 colmenas. La ubicacién de
los grupos de colmenas incorporados al estudio, se indica en la figura del sitio de

estudio.

4.2.2. Estimulacion olfativa de las colmenas

La mezcla sintética denominada en este trabajo Facilitador Manzana fue
conformada teniendo en cuenta el perfil de compuestos volatiles de las flores de
manzana reportada previamente (Buchbauer et al. 1993). Los detalles de dicho
formulado forman parte de una solicitud de patente (Farina et al. 2011a) atn no
publicada. Por motivos inherentes al negocio potencial, en esta tesis se excluye la

difusién de informacion detallada al respecto.

Entre los pares de lotes y cuadros mencionados se sortearon al azar los
tratamientos:

1) Solucién azucarada 50% p/p sin aromatizar (SA)

2) Solucion azucarada 50% p/p aromatizada con el formulado sintético (SA

+ FM) (50uL/L)
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Como se detall6 en el capitulo anterior para otras mezclas, éstas también se
prepararon con agua tibia y en cada colmena se administraron 500ml de solucién
(ver modo de administracion en el capitulo anterior). Debido a las malas
condiciones climaticas y a fin de evitar pillaje entre colmenas (hurto de recursos que
puede darse por escasez de alimento), la estimulacién en este caso particular se
realizé en dos etapas. En cada etapa se vertieron de 250ml de solucién por colmena
y el intervalo entre ambas fue de un dia. Se resumen a continuacion los tratamientos

aplicados en cada campo y lote.

Campo de General Roca

Lote Tratamiento l\::l:)rlnr:;zaie
SA 39
5 SA+FM 54
SA+FM 35
Campo de Coronel Belisle:
Lote Tratamiento Ncl;r;::;::se
164a,b,c,d SA +FM 40
17 a,b,c,d SA 40
304a,b,c(*),d SA 40
31a,b,cd SA+FM 40

En este ensayo a gran escala se estimularon en total 288 colmenas (169 con
SA + FMy 119 con SA) incluyendo los dos campos. La ubicacion de las mismas y los
tratamientos administrados se indica en la figura del sitio de estudio (Figura 22B y

C).
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Complementariamente, al momento de aplicar los tratamientos, se registro el
avance de floracién. En el campo de General Roca se eligieron al azar, en cada lote,
16 arboles diferentes, incluyendo representantes de las diferentes variedades
disponibles. En cada uno de ellos se seleccioné una rama. Cada rama contaba con un
numero variable de cimas de flores (Figura 21C y D) y se tom6 a cada cima como
una unidad, considerandola florecida cuando tuviera al menos una flor abierta. El

nivel de floracién de cada arbol monitoreado se obtuvo por medio del calculo:

numero de cimas florecidas en una rama
numero de cimas observadas en la misma rama

% floracion del arbol=

El nivel de floracion del lote se calculé promediando la floracién de los 16 arboles

monitoreados en cada uno de ellos.

En el campo Coronel Belisle se monitore6 el avance de la floracion de la

misma manera, pero considerando 10 arboles en cada lote. Ademas, en este campo
se observd un gran numero de arboles sin flores. Para cuantificar esta situacion,
muy probablemente asociada al fendmeno de afierismo, se hizo un muestreo de la
proporcion de arboles sin flores cada 20 arboles en cada lote. Se consider6 arbol “sin
flores” aquellos arboles que tuvieran entre el 80% y 100% de su superficie
desprovista de flores, y “arbol con flores disponibles” aquellos que tuvieran mas del
20% de su superficie cubierta de flores. En la Figura 24 se observa a modo de

ejemplo, una linea de arboles (la derecha) totalmente carente de flores.
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Figura 24. Cultivos de manzana Malus domestica administrados por
Kleppe S.A. en un campo de Coronel Belisle (39° 11’ 00" S 65° 59’ 00"
0). La fila de arboles a la derecha de la foto evidencia una notoria
ausencia de flores, muy probablemente asociada al fendmeno de
afierismo.

4.2.3. Actividad en las colmenas y rendimiento del cultivo lindante

Luego de aplicar los tratamientos, y en cada campo, se evalud la actividad de
algunas de las colmenas tratadas. Se monitoreé tantas colmenas como fue posible
considerando el nimero de observadores, la distancia entre los campos y la ventana
temporal de floraciéon. En primer lugar se seleccionaron grupos de colmenas que,
entre tratamientos tuvieran entornos homogéneos, y en segundo lugar, dentro de
los grupos se descartaron aquellas que mostraron una actividad marcadamente baja
(ingreso de menos de cinco abejas en un minuto). A continuacion se describe con

mayor detalle el criterio de seleccion de estas colmenas en cada campo.
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Campo de General Roca

Entre los lotes 5 y 8, cuyas colmenas habian sido tratadas con SA + FG se
seleccion6 al azar para esta medicion el lote 5. La actividad de las colmenas se
comparo entonces entre tratamientos considerando aquellas tratadas con SA en el
lote 4 y las que recibieron SA + FG en el lote 5 (Figura22A). Ambos lotes tenian la
misma heterogeneidad en su entorno de Norte a Sur: sus extremos Norte adyacentes
a la Ruta Nacional 22, y un cultivo de pera Pyrus communis al sur (Figura22A). Para
maximizar la homogeneidad de la vegetaciéon en las cercanias de las colmenas,
focalizandonos en un entorno predominantemente de flores de manzana, se
seleccion6 dentro de cada lote un grupo de colmenas ubicado en el centro del lote y
otro en el extremo Norte (adyacente a la Ruta Nacional 22). En adelante referiremos
cada uno de estos entornos como ENTORNO CENTRAL y ENTORNO NORTE
respectivamente Los grupos de colmenas seleccionados en cada entorno se indican
con un circulo rojo en la Figura22A. La actividad en las colmenas se estudio
contabilizando el nimero de abejas ingresantes por minuto. Esto se realiz6 el
segundo y cuarto dias posteriores a la segunda etapa de estimulacion. Ademas, y
durante los mismos dias de registro de actividad, se relevo la densidad de abejas en
el entorno de cada grupo de colmenas. Para ello, dos observadores contabilizaron
simultdneamente las abejas que recolectaban en 20 arboles elegidos al azar. La
mitad de los arboles se monitorearon en su cara Norte y la mitad en su cara Sur y

dentro de un arquetipo homogéneo de arbol.
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En la temporada de cosecha, se estimé el rendimiento mediante el conteo del
numero frutos por arbol. Para ello se seleccionaron al azar 30 arboles y se
contabilizaron las manzanas en una de sus caras. La mitad de los arboles se
monitorearon en su cara Norte y la mitad en su cara Sur. Las areas del cultivo en las
que se llevaron a cabo los monitoreos de rendimiento coincidieron con aquellas del
relevamiento de densidad de abejas y también se realizaron dentro de un arquetipo
homogéneo de arbol. La manzanas de la variedad Red Delicious contabilizadas en
lote con colmenas que recibieron SA pertenecian al clon Chafar 28, mientras que las
del lote con colmenas que recibieron SA + FM fueron del clon Chafiar 34. Finalmente
también se estudio el efecto del Facilitador Manzana sobre la cosecha a partir de las
planillas de rendimiento informadas por Kleppe S.A..

Adicionalmente se relevaron las colmenas en un radio de 150 metros de los

grupos monitoreados para posteriores ponderaciones.

Campo de Coronel Belisle

Entre los pares de cuadros 16 y 17 por un lado y 30 y 31 por el otro (Figura
23A y B), se seleccionaron, también con el criterio de homogeneidad de la
vegetacion circundante, las colmenas de sdlo algunos lotes para estudiar su
actividad. En el caso de los cuadros 16 y 17 se seleccionaron los lotes a y b y en el
caso de los cuadros 30 y 31 sélo el lote “b”. Estos grupos se indican con un circulo
rojo en la Figura23. Especificamente, el segundo y cuarto dias posteriores a la
segunda etapa de estimulacion se contabilizé en la entrada de las colmenas el

numero de abejas ingresantes por minuto. Ademas, y los mismos dias en que se
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registro la actividad, se contabiliz6 la densidad de abejas en aproximadamente N=10
arboles elegidos al azar en sus cercanias. Al igual que en el otro campo, se alternd
entre las caras Norte y Sur de las lineas de siembra y se observaron arboles dentro
de un mismo arquetipo.

El efecto del Facilitador Manzana sobre el rendimiento se estudié en este
campo exclusivamente a partir de las planillas de rendimiento informadas por

Kleppe S.A.

4.3 Resultados

Campo de General Roca

ENTORNO CENTRAL
Al momento de la segunda etapa de aplicacion de los tratamientos se estimé

un 64% de floracion.

Los monitoreos revelaron diferencias no significativas entre tratamientos
para los niveles de actividad en la entrada de las colmenas, tanto en la actividad
general (numero total de abejas ingresantes por minuto, ANOVA de un factor; F=
0,13 gl= 1, p=0,7248), como en relacion a las recolectoras de polen (ANOVA de un

factor; F=3,01; gl= 1, p= 0,0997. Figura 25A).

El relevamiento del niimero de abejas que recolectaban sobre los arboles en

las cercanias de las colmenas tratadas, se realiz6 dentro de un arquetipo homogéneo
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de arbol de una altura de aproximadamente 3 a 3 metros y medio. No se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de un factor;

F=2,8 E-03; gl= 1, p= 0,9578. Figura 25B). Cabe sefalar que esta medicion se realizo

en arboles de Red Delicious sin distinguir entre clones. En este caso no se realizaron
ponderaciones por el nimero de colmenas ya que en un radio de 150 metros al sitio

donde se hicieron estas mediciones, habia 39 colmenas de cada tratamiento.

El nimero de frutos por arbol fue significativamente mayor en el entorno de las

colmenas tratadas con SA + FM (ANOVA de un factor; F=6,H 1gp= 0,0164) con un

27% mas de frutos en los arboles cercanos a las colmenas tratadas EaguriZ5C).

mmmm SA
= SA + FM
c 80 A o , 5B 120
®E T © n.s. 7
oo 0 [y S 100
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& 8 8 © O =0
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Figura 25. Efecto del Facilitador Manzana sobre la actividad de colmenas ubicadas en un cultivo de
manzana Malus domestica en General Roca. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA + FM: solucién
azucarada aromatizada con el formulado sintético. Estudio realizado en dos grupos de colmenas
ubicados en el ENTORNO CENTRAL (un grupo de cada tratamiento) se contabilizé6 A) Numero de
abejas totales y de recolectoras de polen que ingresaban a las colmenas por minuto B) Nimero de
abejas recolectando sobre los arboles cercanos a las colmenas tratadas C) Numero de frutos por
arbol. Los nimeros las barras indican A) nimero de colmenas monitoreado; B) y C) nimero de arboles
relevados en cada caso. ANOVA de un facipk 0,05, Prueba de Tukey.
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ENTORNO NORTE

No se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos para
el nivel de actividad de las colmenas; ni para la actividad general (niimero total de
abejas ingresantes por minuto, ANOVA de un factor; F= 0,36 gl= 1, p= 0,5550) ni en
relacion a las recolectoras de polen (ANOVA un-factor; F=0,39; gl= 1, p= 0,5420.

Figura 26A)

Ademas se contabilizé una cantidad similar de abejas sobre los arboles en las
cercanias de las colmenas de cada tratamiento (ANOVA de un-factor; F=0,22; gl= 1,
p= 0,6439. Figura 26B). También en este entorno se monitorearon arboles de Red
Delicious sin distinguir entre clones. Tratdndose de un area lindante con el borde del
cultivo, y en las cercanias de 15 colmenas de cada tratamiento, tampoco en este caso

fue necesario realizar ponderaciones por el nimero de colmenas.

El niimero de frutos contabilizado por arbol fue similar en las cercanias de las
colmenas de cada tratamiento (ANOVA de un factor; F=1,30; gl= 1, p= 0,2592), pero
cabe destacar que la media de frutos en el entorno de las colmenas tratadas con SA +

FM fue un 11% mayor que en las inmediaciones de las tratadas con SA (Figura 26C).
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Figura 26 Estudio del efecto del Facilitador Manzana sobre la actividad de colmenas ubicadas en un
cultivo de manzana Malus domestica en General Roca. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA +

FM: solucidn azucarada aromatizada con el formulado sintético. Las mediciones se realizaron en dos
grupos de colmenas ubicados en el ENTORNO NORTE (un grupo de cada tratamiento). Se contabilizd

A) Numero de abejas totales y de recolectoras de polen que ingresaban a las colmenas por minuto B)

El nimero de abejas recolectando eswlidoles cercanos a las colmenas trat&jasumero de frutos por
arbol Los nimeros las barras indican A) nhiumero de colmenas monitoreado; B) y C) nimero de &rboles
relevados en cada casdNOVA de un factor; p<0,05, Prueba de Tukey.

Rendimiento final (datos suministrados por Kleppe SA)

Se realiz6é un analisis a partir de la informacién de rendimiento proporcionada por
Kleppe SA. Considerando que la variedad Red Delicious es la de mayor relevancia para
los productores y dado que el lote polinizado por las colmenas control (lote 4) tenia
implantado el clon Chafar 28, se compar6 el rendimiento de éste entre los lotes 4 y 8
(lote 8 con colmenas tratadas con SA + FM). La representacion de la variedad Red
Delicious, en el lote con las colmenas que recibieron el tratamiento control (lote 4) fue de
2.144 plantas (implantadas en el mismo lote junto con 838 plantas de Granny Smith como
polinizadora). En el lote 8, por su parte, habia 31 plantas de Chafar 28 (y 2052 plantas
del clon Chafar 34) de Red Delicious y 698 plantas de Royal Gala para su polinizacion.
Previo a la comparacion del rendimiento, los datos de kg de frutos por hectarea

proporcionados por Kleppe S.A. fueron ponderados por el numero de colmenas utilizadas
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en cada loteTabla 6). Por falta de réplicas no fue posible realizar analisis estadisticos,
pero comparando los valores absolutos de rendimiento, se evidencia un incremento de

casi el 35% en el lote tratado con FFabla 6).

Tabla 6. Lotes del campo de General Roca incorporados al estudio. Se detallan los
tratamientos, el nimero de colmenas tratados en cada lote, la superficie implantada con
la variedad Red Delicious (clon Chafiar 28), el rendimiento informado y el rendimiento
ponderado por el nimero de colmenas.

. Chaiar 28
Lote Tratamiento | #colmenas
Ha Kg /Ha Kg/ha/colm
4 SA 39 3,85 22.086 566
8 SA + FM 35 0,04 30.400 868

Campo de Coronel Belisle

El monitoreo de floracion que se realizé en diez ramas de cada uno de los 16
lotes estudiados permiti6 estimar una floracion del 63% en promedio al momento
de la estimulacion de las colmenas (primera etapa de aplicacién de los
tratamientos), con valores que variaron entre el 47 y el 88% entre lotes. Ademas, en
este campo se observo que en todos los lotes muchos arboles estaban totalmente (o
al menos en un 90%) desprovistos de flores. Se detect6 que en promedio el 30% de
los arboles de estos lotes carecian de flores. Los valores de “afierismo” oscilaron
entre el 0 y el 85% entre lotes. Este factor fue tenido en cuenta para correcciones de
la densidad de abejas observadas en los arboles y para ponderar los datos de
rendimiento proporcionados por Klepp S.A.. Se consider6 que la ausencia de flores
en numerosos arboles sesgaria los conteos llevando a una sobreestimacion de

densidad y subestimacién de rendimiento a mayores grados de afierismo.

104



4. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de manzana

Se presentan a continuacidn, y separadamente, los resultados obtenidos del
monitoreo de actividad de las colmenas presentes en los cuadros 16 y 17 (lotesay
b); y los cuadros 30 y 31 (lote b). En adelante, y considerando la ubicacién de los
pares de cuadros mencionados en el campo de Coronel Belisle, referiremos a la
primera comparaciéon como ENTORNO NORTE y a la segunda como ENTORNO
CENTRAL. Los grupos de colmenas monitoreados en cada lote se indican con un

circulo rojo en la Figura 23C.

ENTORNO NORTE

No se hallaron diferencias significativas entre tratamientos en la actividad
general de las colmenas (ANOVA de un factor, F= 2,47; gl= 1, p= 0,1259), ni tampoco
en relaciéon a las recolectoras de polen (ANOVA de un factor F= 3,45; gl= 1, p=
0,0725. Figura 27A). La densidad de abejas observadas sobre los arboles mostré
diferencias no significativas entre tratamientos (ANOVA de un factor, F= 0,15 gl=1,
p= 0,6944), aun considerando el afierismo de cada lote (ANOVA de un factor, F=
2,04; gl= 1, p= 0,1552; Figura 27B). No fue necesario realizar correcciones por el

numero de colmenas porque en todos los lotes habia diez colmenas.
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Figura 27 Estudio del efecto del Facilitador Manzana sobre la actividad de las colmenas en un campo
de manzana Malus domestica en Coronel Belisle. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA + FM:
solucién azucarada aromatizada con el formulado sintético. Se contabilizé A) El nimero total de
abejas y de recolectoras de polen que por minuto retornaban a las colmenas y B) El nimero de abejas
recolectando en toarboles cercanos a las colmenas tratddassidad observada y corregida por el
grado de afierismo de cada lote) durante dos dias en dos lotes por tratamiento. Todas las colmenas de
cada lote recibieron el mismo tratamienEd.afierismo expresado como proporcién de arboles sin
flores en cada lote tratado resulté ser de 0.55 y 0.35 en los dos lotes del cuadro con SAy de 0,15 y
0,50 en los dos lotes del cuadro tratado con SA + FM; Los nimeros en las barras indican A) el nimero
de colmenas y B) el nimero de arboles monitoreados. ANOVA de un factor; p<0,05 Prueba de Tukey.

ENTORNO CENTRAL

No se hallaron diferencias significativas entre tratamientos para la actividad
general de las colmenas, pero esta variable fue un 41% mayor en las colmenas
tratadas con SA + FM (ANOVA de un factor, F= 2,90; gl= 1, p= 0,1082; datos
transformados mediante la funcién logio). La actividad de las recolectoras de polen,
por su parte, mostré diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de un
factor; F= 5,89; gl= 1, p= 0,0274. Figura 28A). La densidad de abejas observada
sobre los arboles present6 diferencias no significativas entre tratamientos (ANOVA
de un factor, F= 0,01 gl= 1, p= 0,9069), pero al corregir los datos por el nivel de

afierismo de los lotes esas diferencias se tornaron significativas (ANOVA de un
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factor, F= 22,26; gl= 1, p<0,0001. Figura 28B). En este caso tampoco fue necesario
realizar correcciones por el nimero de colmenas porque en todos los lotes habia

diez colmenas.

= SA
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Figura 28 Estudio del efecto del Facilitador Manzana sobre la actividad de las colmenas en un campo
de manzana Malus domestica en Coronel Belisle. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA + FM:
solucién azucarada aromatizada con el formulado sintético. Se contabilizé A) El nimero total de
abejas y de recolectoras de polen que por minuto retornaban a las colmenas y B) El nimero de abejas
recolectando en #arboles cercanos a las colmenas tratddessidad observada y ponderada por el
grado de afierismo de cada lote respectivamente) durante dos dias en dos lotes por tratamiento.
Todas las colmenas de cada lote recibieron el mismo tratamiento. El afexjsmsado como proporcién
de arboles sin flores en cada lote tratado resulté de 0,55en lote con SA3g@ &0 Jote con SA + FM.
Los nimeros en las barras indigannimero de colmenas y B) nimero de &rboles monitoseAHOVA
de un factor; p<0,05 Prueba de Tukey,.

Rendimiento final (datos suministrados por Kleppe SA)

Se compararon los rendimientos obtenidos entre tratamientos para dos
clones de la Variedad Red Delicious: Chanar 28 y Hi Early. Las tablas 7 y 8 mostradas
a continuaciéon resumen la informacién utilizada para estimar el rendimiento de

cada clon bajo los diferentes tratamientos y en cada entorno.
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ENTORNO NORTE

El clon de Red Delicious de este entorno es Hi EarlyTabla 7 muestra su
rendimiento por planta y ese rendimiento corregido por el nivel de afierismo en cada lote.
No se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos para el clon Hi Early

en el ENTORNO NORTE (ANOVA de un factor, F= 0,67; gl= 1, p= 0,4436; Figura 31).

Tabla 7. Lotes del campo de Coronel Belisle ENTORNO NORTE incorporados al estudio. Se
detallan el lote, el rendimiento de la variedad Red Delicious (clon Hi Early), un factor de
correccion (1-Afierismo) y el rendimiento corregido por el factor de correccién. Todos los lotes
contaban con 10 colmenas.

\ETLBEREE numero Kg Hi Early / o Rendimiento
de plantas (*) Lote 1 - Aferismo .
. planta por lote corregido
tratamiento

16 a 51,27 0,8 41,02

Granny Smith: Hi Early 16 b 3381 085 28 74

1714291 16 38,64 05 19,32
SA + FM € ' ' '

16¢c 24,52 0,65 15,94

17 a 77,75 0,95 73,86

Granny Smith: Hi Early 17b 42 77 095 4063
203:1603 : : :

SA 17 c 34,16 0,65 22,21

17 c 23,27 0,65 15,13

(*) Se indica el numero de plantas promedio considerando todos los lotes

ENTORNO CENTRAL
El clon de Red Delicious predominante en este entorno es Chafiar 28. En la
Tabla 8 se muestra el rendimiento por planta y ese rendimiento corregido por el

nivel de afierismo en cada lote.

108



4. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de manzana

Tabla 8. Lotes del campo de Coronel Belisle ENTORNO CENTRAL incorporados al estudio. Se
detallan el lote, el rendimiento de la variedad Red Delicious (clon Chafiar 28), un factor de
correccion (1-Afierismo) y el rendimiento corregido por el factor de correcciéon. Todos los lotes
contaban con 10 colmenas.

5 VBRI " Kg Chafiar 28 / . Rendimiento
nuimero de plantas (*) Lote 1 - Afierismo .
. planta por lote corregido

tratamiento
Granny Smith: Chafiar 28 30a 17,19 0,15 2,58
259:2198 30b 37,964 0,45 17,08
SA 30d 40,76 0,6 24,46
‘ ‘ 31a 70,28 1 70,28
Granny Sr;\AT:lgI;agnlaizz;S: Hi Early 31b 50,45 0,7 35,32
EM + SA 31c 81,12 0,85 68,95
31d 68,02 0,7 47,61

(*) Se indica el numero de plantas promedio considerando todos los lotes

Si se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos para el clon
Chafar 28 en el ENTORNO CENTRAL (ANOVA de un factor, F=12,8; gl=1, p= 0,0159;
Figura 31). El rendimiento de Chanar 28 fue 277% superior en el lotes con
colmenas que recibieron SA + FM. Cabe destacar que también se comparo, en el
ENTORNO CENTRAL, el rendimiento promedio de Red Delicious (considerando
ambos clones: Chafar 28 y Hi Early) correspondiente al cuadro 31 con el
rendimiento de de Red Delicious (Chafiar 28) del cuadro 30 y también se obtuvo un
mayor rendimiento en el lote con colmenas que recibieron SA + FM (ANOVA de un

factor, F=11,81; gl= 1, p= 0,0185).
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80 - (") m— SA
— s SA + FM

n.s.

70 1

60 -

40

Kg/arbol

20

10 -

Entorno Norte Entorno Central
Hi Early Chanar 28

Figura 29. Estudio del efecto del Facilitador Manzana sobre el
rendimiento de la variedad Red Delicious en un campo de manzana
Malus domestica en Coronel Belisle. SA: solucion azucarada sin
aromatizar, SA + FM: solucién azucarada aromatizada con FM. Datos de
rendimiento del clon Hi Early en el ENTORNO NORTE y del clon Chafiar

28 en el ENTORNO CENTRAL. Todas las colmenas de cada lote recibieron
el mismo tratamiento. Los nimeros en las barras indican el numdoted
considerados. ANOVA de un factor., p<0,05 Prueba de Tukey

4.4 Discusiony conclusiones

En este capitulo se muestra como la aplicaciéon de Facilitador Manzana en
colmenas que polinizan cultivos de manzana Malus domestica incrementa el
rendimiento de los cultivos especificamente para el clon Chafiar 28 de la variedad
Red Delicious. En este estudio se hicieron comparaciones de los efectos de la

aplicacion de diferentes tratamientos (FM y control) en colmenas que polinizaban
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lotes con arboles de manzana homogéneos respecto a la combinaciéon de las
variedades implantadas en ellos. Las evaluaciones incluyeron monitoreos de
actividad de las colmenas, tanto en la entrada de las mismas como en relaciéon a la
densidad de abejas en el cultivo cercano a ellas. La estimacion de los efectos de estas
estimulaciones en el rendimiento implicé conteos de frutos en los arboles y el
analisis de planillas de rendimiento proporcionadas por la empresa propietaria de
los lotes (Kleppe S.A.). Este estudio, al igual que el correspondiente al capitulo
anterior, se realiz6 en una escala nunca evaluada anteriormente en ensayos
experimentales con colmenas: se estimularon 288 colmenas y se evalud el
rendimiento de cultivos de manzana en una extension de aproximadamente 90

hectareas en total.

Como se menciono en la introduccién de este capitulo, en estudios previos las
abejas no pudieron discriminar entre el Facilitador Manzana y el olor de la flor
natural de manzana en ensayos de laboratorio bajo el paradigma de REP (Farina et
al. 2011; Diaz 2013). Esto sugiere que la mezcla FM representa los olores clave
usados por las abejas para la identificacion de esta fragancia floral, y que su
presentacion asociada a recompensa podria incrementar su similitud con el olor
floral en términos de relevancia bioldgica (de la misma manera que se detall6 en el
capitulo anterior para la mezcla FG). Ensayos preliminares a campo, previos a esta
Tesis, demostraron ademas que las colmenas tratadas con FM tienen mayores

niveles de actividad que las colmenas control varios dias después de ser estimuladas
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y cuando la floracién de los arboles de manzana circundantes es cercana al 100%

(Diaz 2013).

Las evaluaciones realizadas en este capitulo mostraron que la actividad en las
colmenas tratas con FM fue ligeramente superior a las colmenas control en el campo
de General Roca (tanto en el ENTORNO CENTRAL como en el ENTORNO NORTE se
registraron incrementos del 5,6% y 6,8%; Figura 25A y Figura 26A
respectivamente). El ndmero de abejas por arbol en este campo no present6
diferencias entre tratamientos (Figura 25B y Figura 26B) pero si se hallaron
diferencias en los conteos del nimero de frutos por arbol en el entorno de colmenas
del centro del lote (Figura 26C). El analisis de las planillas de rendimiento de la
variedad Chafiar 28 mostrd incrementos del 35% en esta variable en el lote con
colmenas tratadas con FM Tabla 6). Es interesante notar que en este estudio no se
detectaron diferencias significativas en la actividad de las colmenas a diferencia de
lo observado en los ensayos preliminares a campo (Diaz 2013). Sin embargo, los
incrementos obtenidos en el rendimiento no dejan lugar a dudas que la actividad de

las colmenas que recibieron SA + FM fue mas efectiva.

En el campo de la localidad de Coronel Belisle no se obtuvieron diferencias
significativas en la actividad general de las colmenas en ninguno de los dos entornos
donde se realizaron estas mediciones (Figura 29A y Figura 30A), pero si en
relacion a las recolectoras de polen en el ENTORNO CENTRAL (Figura 30A). En este

caso el numero de recolectoras de polen que ingresaron a las colmenas tratadas con
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FM fue un 52% mayor. La densidad de abejas en los arboles cercanos a las colmenas
tratadas mostré diferencias no significativas entre tratamientos en el ENTORNO
NORTE (Figura 29B), pero significativas en el ENTORNO CENTRAL (Figura 30). En
este ultimo caso, se evidencié un mayor nimero de abejas en los arboles cercanos a
las colmenas tratadas con FM cuando se ponderé la densidad de abejas sobre los
arboles por el grado de aflerismo (Figura 30B). El analisis de los datos
proporcionados por Kleppe S.A. mostr6é un rendimiento triplicado del clon Chafiar

28 en el ENTORNO CENTRAL bajo el tratamiento SA + FM (Figura 31).

Es interesante notar que, a diferencia de lo observado en el sistema de girasol
- semilla (Capitulo 3), practicamente no se detectaron diferencias entre tratamientos
para la densidad de abejas sobre el cultivo. Sin embargo, los incrementos en el
rendimiento de los lotes tratados con SA + FM evidencian una mayor actividad
recolectora de las abejas sobre el cultivo. Es probable que estas discrepancias en los
resultados se relacionen con la intensidad de muestreo de estos insectos sobre el
cultivo. A diferencia del sistema de girasol, donde la altura del cultivo permite una
comoda visualizacion, los arboles de manzana superan los 2 metros de altura. Mas
aun, la floracidén en el dosel es mas temprana y frecuentemente la densidad de
abejas en esa zona es mayor (observacion personal). Como consecuencia, mientras
que en el sistema de girasol se pueden distinguir abejas incluso a varios metros del
observador, el registro de la densidad de abejas sobre los arboles frutales se
dificulta. Estudios anteriores con discrepancias similares (la actividad de los

insectos polinizadores no coincide con lo recolectado por el mismo insecto; Dorado
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2011), sugieren que esto puede corregirse con una mayor intensidad de muestreo.
En resumen, los resultados indican que la aplicacion de este estimulante incrementa
el rendimiento de los cultivos como consecuencia de una actividad recolectora mas
eficiente de las abejas meliferas sobre el mismo. Estos resultados son consistentes

con las observaciones realizadas previamente a esta Tesis.

Es importante sefalar la complejidad del sistema en términos de las
variedades implantadas: las diferentes combinaciones de clones de Red Delicious
(Chanar 28, Chanar 34 y Hi Early) y de variedades polinizadoras (Granny Smith y
Royal Gala); las variaciones en la densidad de siembra entre lotes, la presencia de
numerosos arboles desprovistos de flores (afierismo), a lo que puede sumarse el
efecto de elementos del paisaje como el rio ubicado al sur de los cuadros 16 tratado
con FM. Tomando en cuenta todos estos factores y los resultados obtenidos, es
posible que el afierismo en el campo de Coronel Belisle estuviera subestimado y que
los lotes con elevado numero de arboles sin flor tuvieran ademas un menor
rendimiento por arbol. Otro factor importante que afect6 los registros fueron las
condiciones climaticas: las bajas temperaturas predominantes antes del inicio de la
floracion retrasaron su inicio y acortaron su ventana temporal. Aun asi, las
tendencias muestran un incremento del rendimiento en los lotes con colmenas

tratadas con SA + FM.

Se propone la incorporaciéon de este desarrollo como una técnica apropiada

para incrementar el rendimiento de cultivos de manzana mediante el sesgo de las
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preferencias recolectoras de abejas meliferas utilizadas en los Servicios de

Polinizacion trashumantes.
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5. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico sobre
el comportamiento recolector de la abeja melifera en cultivos de

pera

5.1 Introduccion

Como se detall6 en el capitulo anterior, las conductas de consumo marcadas
por los paises desarrollados influyen en los procesos de produccion vy
comercializacién de frutas, traduciéndose en demandas de garantias sobre la
ausencia de productos quimicos y agentes patdégenos en estos productos. Mas aun,
se espera que los mecanismos de produccion implementados aseguren la salud de
quienes son parte del proceso productivo e impliquen un bajo impacto en el
ambiente. En este contexto internacional, las empresas argentinas productoras y
exportadoras de manzanas y peras en fresco tuvieron que enfrentar una profunda

transformacion.

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de la Nacidén, el 65% del
aporte argentino a la produccion de frutas de pepita de América del Sur esta
constituido por la exportacion de peras. La produccion nacional promedio de esta
fruta correspondiente a los tres ultimos afios (2012 a 2014) fue de
aproximadamente 900 mil toneladas (Minagri 2014) y las 19.960 hectareas
destinadas a la misma se centralizaron, al igual que en el marco de la produccién de

manzana, en las provincias de Rio Negro, Neuquén y Mendoza.
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Las principales variedades de pera cultivadas en el pais son Williams
(41,1%), Packam’s (26,6%) y D’Anjou (12,5%) (Figura 31), entre otras. Asi como
ocurre con las variedades de manzana, las variedades de pera también presentan
diferentes grados de auto-esterilidad y por lo tanto habitualmente se siembran dos
o mas de ellas combinadas. En relacién al fruto, si bien todas presentan frutos de
forma piriforme, el color a la madurez, el calibre y el grado de acidez varian entre

ellas.

Williams (Bartlett)  Beurre D'Anjou Packham’s Triumph

Figura 30. Principales variedades de Pera de exportacion

La variedad Williams representa el 35% de la produccién de peras del pais.
Es auto-incompatible y tiende fuertemente a la partenocarpia. Puede ser polinizada
por distintas variedades como Beurré Bosc, Beurré Giffard, Clapp’s Favourite entre
otras. Su fruto posee una cintura bien definida, un peso de entre 230 y 235 gramos,
105 mm de altura y 65 mm de calibre. Su epidermis es fina y delicada, de color verde

claro que se torna amarillento a la madurez (a veces con un tinte rosado en la cara
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expuesta al sol), y posee numerosas lenticelas (estructuras pequefias y circulares
que permiten el intercambio de oxigeno). Su pulpa es blanco cremosa, de textura
fina, tipicamente aromatica y muy jugosa. La variedad Packam’s ocupa el segundo
lugar en la produccién de peras. Es auto-incompatible y puede ser polinizada por
Beurre D’Anjou y Abat Fetel. Su fruto es de base ancha y corta, tiene un peso de
entre 270 y 280 gramos, una altura de 95 mm y un calibre de 75 mm. Su epidermis
es de color verde claro tornandose amarilla y con numerosas lenticelas oscuras a la
madurez. Su superficie externa estd cubierta de numerosas protuberancias. La pulpa
de esta variedad es blanco - cremosa, consistente, de textura fina, dulce y
ligeramente acidulada. En cuanto a la variedad D’Anjou, si bien es auto-fértil, es
conveniente que sea polinizada por las variedades Packam’s, Conference u otras
Beurré. El fruto es corto, globoso con base ancha y con una altura de 85 mm y 80
mm de calibre; su peso oscila entre 270 y 280 gramos. La epidermis es fina y
delicada, de color verde claro que no cambia de color a la madurez y presenta
numerosas lenticelas bien visibles. La pulpa es blanco - cremosa de textura

mantecosa y ligeramente granulada.

El arbol de pera Pyrus communis (Figura 31A) puede alcanzar los 20 metros
de altura, su vida media es de 65 afios y se cultiva en marcos de plantacién similares
a los de los cultivos de manzana (ver capitulo 4). Sus flores, de pétalos de color
blanco o blanco - rosado, presentan largos cabillos y se agrupan en estructuras que

reciben el nombre de corimbos umbeliformes (Figura 31B).

118



5. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de pera

Figura 31. Cultivo de pera Pyrus communis. A) Esquema de siembra en una plantacion de
arboles de pera en General Roca, Provincia de Rio Negro, Argentina. B) yemas florales
(corimbo umbeliforme).

Las abejas no son particularmente atraidas a las flores de pera debido a un
escaso volumen de néctar que ademads es pobre en azucares (Maurizio 1969; Mc
Gregor 1976; Free 1993; Diaz 2013). Sin embargo, las abejas recolectan polen en
estos cultivos (Diaz 2013; Free 1993). Como se detall6 en la introduccion general, el
éxito reproductivo de los cultivos de pera depende de una adecuada polinizacion
(Diaz 2013; Free 1993). De la misma manera que ocurre en los sistemas productivos
estudiados previamente, en estos cultivos también se alquilan colmenas

trashumantes que se disponen en grupos alrededor de los lotes.

En la introduccion general de esta Tesis se describié detalladamente como la
organizacion social de la abeja melifera y sus habilidades cognitivas hacen posible

que estos insectos respondan eficientemente a las variaciones en los recursos
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disponibles. En particular, la oferta de polen varia con las condiciones ambientales y
segliin qué especies vegetales florecen en cada periodo, incluso estas variaciones a
veces se presentan de manera abrupta. Por ejemplo, las colmenas trashumantes que
llegan a cultivos de pera se enfrentan a una repentina oferta de abundante polen. Sin
embargo, independientemente de como fluctiie la oferta exterior, la demanda de
polen en el interior de la colmena (la cantidad de polen consumido) varia
gradualmente a medida que crece la poblacién de un nido (Winston 1987). Como
consecuencia, y para asegurar una adecuada nutricién a los miembros de la colmena
en un periodo de escasez de polen, las abejas acopian una modesta cantidad de este
recurso dentro del nido (un kilo aproximadamente). Estas reservas son suficientes
para resolver la discrepancia entre la disponibilidad externa y la demanda interna y
como resultado de ello la tasa de recolecciéon de polen se ajusta a la cantidad

almacenada (Seeley 1995).

Estudios previos demostraron que la tasa de recoleccion de polen de una
colmena es inversamente proporcional al polen almacenado dentro del nido y que
es posible generar cambios en el comportamiento recolector modificando las
reservas (Fewell y Winston 1992). Sin embargo, se desconoce como se verian
afectados la recoleccion de polen y el crecimiento poblacional si se lograra
artificialmente estimular la primera provocando un incremento del polen
almacenado por encima de los niveles en que normalmente se encuentran estas

reservas.
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Teniendo en cuenta los punto i) a v) detallados en la introduccion del
capitulo anterior, y la relevancia de la abeja en los cultivos de Pyrus communis, en el
Grupo de Estudio de Insectos Sociales se desarroll6 una formulacién sintética que
imita el olor de las flores de pera. Esta formulacién, en adelante Formulado de Pera
(FP), no pudo ser discriminada por las abejas del olor natural de las flores de pera
en condicionamientos olfativos realizados en el laboratorio utilizando el paradigma

de REP (Diaz 2013).

En este capitulo se propone describir la incidencia de esta estimulacién
olfativa sobre las colmenas abejas meliferas en términos de la actividad recolectora
y el desarrollo del area de cria. Ademas se analizaran sus efectos en el cultivo
comparando el rendimiento de cultivos de pera polinizados por colmenas tratadas
con FP y colmenas control. Se aplicaran los tratamientos: i) solucién azucarada
aromatizada con el formulado sintético (FP), ii) soluciéon azucarada sin aromatizar
(SA). El estudio del rendimiento en los lotes polinizados por las colmenas incluidas
en este estudio se realizé a partir de conteos de frutos en los arboles. Ademas, se

aplicaron correcciones relativas a la densidad de colmenas por hectarea.
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5.1.1. Hipotesis

Las abejas de colmenas estimuladas con la mezcla sintética que simula el olor
floral de pera (FP) tienen una mayor actividad recolectora y sesgada hacia las
flores de pera. Este sesgo recolector se vera reflejado en una mayor
recoleccion de polen y de néctar diluido en las colmenas tratadas con FP,
aumentando la poblacién de las colmenas con FP y el rendimiento del cultivo

en sus cercanias.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico sobre la
actividad recolectora y el desarrollo del area de cria de la abeja melifera

en cultivos de pera
5.2.1.1 Sitio de estudio y animales

Se estudio el efecto de formulaciones sintéticas que imitan el olor floral de
pera, sobre el comportamiento recolector de la abeja Apis mellifera en un cultivo de
pera Pyrus communis, de la localidad de Otto Krause, Rio Negro (39°06'22"S
66°59'46"0. Figura 32) durante la temporada de floraciéon de 2012 (Septiembre -
Octubre 2012). Para esto se seleccionaron al azar 14 colmenas que polinizaban este
cultivo, se expusieron a diferentes tratamientos e inmediatamente después se

midieron distintos parametros de actividad. También se monitore6 el desarrollo de
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sus areas de cria. El disefio de plantacién de los lotes circundantes a las colmenas
estudiadas (lotes 1 a 6 de la Figura 32) consistié en hileras de las variedades
Williams y Packam’s intercaladas en una proporcion de 2:4 y 3:4 segun el lote. Por
ejemplo, 2:4 indica que cada 2 hileras sembradas con Williams se intercalan 4
hileras sembradas con Packam’s.

Las colmenas, utilizadas por el establecimiento para asegurar el servicio de
polinizacién de este cultivo, eran de tipo Langstroth y presentaban caracteristicas
poblacionales y de reservas de alimento similares a las descriptas anteriormente
(Capitulo 2). Las 14 colmenas incorporadas al estudio se seleccionaron al azar de
entre 32 colmenas que estaban distribuidas en tres grupos con 10 y 11 colmenas
cada uno. La ubicacién de dichos grupos se indica en la figura del sitio de estudio

(Figura 32).

5.2.1.2. Floracion del cultivo

En los lotes circundantes a las colmenas tratadas se eligieron al azar 176
arboles diferentes incluyendo representantes de las dos variedades disponibles. En
cada uno de ellos se seleccioné una rama a la que se sujeto, con alambre forrado, un
rectangulo de hule de 10cm? escrito con marcador permanente para su
identificacién. Cada rama contaba con un nimero variable de corimbos de flores de
pera. En total se marcaron 107 y 69 ramas de las variedades Williams y Packam’s

respectivamente. El avance de floracién se monitoreo, en esas ramas, cada 2 a 3 dias
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durante todo el estudio. Se consideré corimbo florecido al que tuviera al menos una

flor abierta.

Google earth

Figura 32. Cultivo de pera Pyrus communis en la localidad de de Otto Krause (39° 06’ 22" S 66°
59’ 46" 0) Provincia de Rio Negro, Argentina. L= Lote. Los recuadros indican lotes con arboles de
pera. G= grupos de colmenas. Los tres grupos suman 32 colmenas y entre ellos se seleccionaron al
azar 14.

El nivel de floracion de cada arbol monitoreado se obtuvo por medio del

calculo:

niimero de corimbos florecidos en una rama

%% de floracion del arbol =
[+ = . .
nimero de corimbos observados en la misma rama
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El nivel de floracion del entorno a las colmenas tratadas se calculd, cada dia de
relevamiento y separadamente para cada variedad, promediando el porcentaje de

floracion de todos los arboles marcados.

5.2.1.3. Estimulacion olfativa de las colmenas

El formulado sintético denominado en este trabajo como Facilitador Pera, fue
conformado teniendo en cuenta el perfil de compuestos volatiles de las flores de
pera reportado previamente (Baraldi et al 1999). Los detalles de dicho formulado
son parte de una solicitud de patente. Por motivos inherentes al negocio potencial,

en esta tesis se excluye la difusién de informacion detallada al respecto.

Entre las 14 colmenas elegidas al azar se sortearon los tratamientos:
1) Solucién azucarada 50% p/p sin aromatizar (SA)

2) Solucion azucarada 50% p/p aromatizada con Facilitador Pera (FP)

(50uL/L)

En todos los casos la solucion azucarada se prepard y aplicO como se

puntualiz6 anteriormente. Cada colmena recibié 500 ml de solucién en un unico

evento de estimulacion. En total cada tratamiento se aplicé a 7 colmenas.
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5.2.1.4. Actividad en las colmenas

Como indicador general de la actividad de las colmenas se registré el nimero
de abejas ingresantes por minuto. Esto se repitié por 9 dias y entre las 12:00 y las

14:00hs diariamente durante todo el estudio.

Ademas, se analizé la actividad de las recolectoras de néctar por medio del
estudio de la carga del buche de las abejas que retornaban a las colmenas. Para ello
se capturaron con tubos plasticos, y en la entrada de las colmenas, individuos que
carecieran de cargas de polen en sus patas posteriores. Las abejas atrapadas se
adormecieron individualmente en frio colocando los tubos de captura
herméticamente cerrados entre cubos de hielo hasta que los individuos estuvieran
inméviles. Una vez conseguido esto, las abejas se tomaron de a una y se presiond
suavemente su térax con una pinza para estimular el regurgitado del contenido del
buche. Esto se realizé directamente sobre el vidrio del prisma de un refractémetro
(A. Kruss Optrinic GmbH, * 1% sacarosa p/p). En el caso que las abejas regurgitaran
espontaneamente el contenido del buche en los tubos, lo cual se observé en
numerosos individuos (aproximadamente un 10%), éste se recuperd con un capilar
y se vacio sobre el vidrio del refractometro. En total se capturaron 330 individuos
en 6 dias.

Teniendo en cuenta el menor valor de concentracién de néctar reportado en
bibliografia para Pyrus communis (2%, Free 1993) y el error de medicion del
refractometro utilizado, se consideraron “recolectoras de néctar” las abejas cuya

carga de buche tuviera una concentracion mayor o igual al 1% sin limite superior de
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concentracion. Para describir la actividad de recoleccién de néctar especificamente
sobre las flores de pera se estudid la recoleccién de “néctar diluido” tomando 1%
como valor minimo y 10% como valor maximo. Se eligié este valor maximo porque
la concentracién media del néctar reportada recientemente en flores de este frutal y
en un area geografica cercana a la zona donde se realiz6 el presente estudio fue del
7% (Diaz et al 2013). Sin embargo, existen reportes previos de mayores niveles de

concentracion de néctar para este cultivo (Free 1993).

Para analizar la actividad de las recolectoras de polen se colocaron
simultdaneamente trampas de polen en la entrada de 2 colmenas de cada tratamiento
por 6 dias. Se usaron trampas frontales convencionales que consistian en una
estructura de madera con una malla de metal que obligaba a todas las abejas, tanto
las que salian como las que ingresaban, a pasar por las aberturas del tejido de la
malla (Figura 33). Las recolectoras de polen que regresaban a las colmenas con
corbiculas en sus patas posteriores eran desprovistas de sus cargas en el pasaje por
el entramado metalico, colectandose las mismas en un cajon para su posterior
analisis. Las muestras fueron almacenadas en frascos de plastico y conservadas en
un lugar seco. Especificamente las trampas se colocaron el dia de la aplicacion de los
tratamientos (21 de Septiembre) previo a su implementacién, y luego de tres dias
consecutivamente durante 5 dias (25 al 29 de Septiembre), de 13:30 a 14:00 hs cada
dia. En el laboratorio, las corbiculas colectadas se discriminaron por color en dos

categorias (polen de pera versus polen de otras especies) y se contabilizaron. Las
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cargas de color verde fueron consideradas corbiculas de pera (Free 1993) y pesadas

en grupos de 10 corbiculas (20 grupos diarios por tratamiento).

Figura 33. Estudio del efecto del Facilitador Pera en la recoleccion de polen. A)
Trampas de polen frontales convencionales de madera. La malla de metal obliga
a todas las abejas, tanto al ingresar como al salir de la colmena, a pasar por el
entramado. Las recolectoras de polen son desprovistas de sus cargas en el
pasaje. B) Clasificacién y cuantificacion de las corbiculas en el laboratorio. Luego
de esta etapa las corbiculas se pesaron en grupos de a diez

5.2.1.5 Desarrollo del area de cria en las colmenas

A fin de monitorear el desarrollo del area de cria de las colmenas estudiadas,
se midi6 esta variable en dos momentos: el dia anterior a la aplicacién de los
tratamientos y 7 dias mas tarde. Con un centimetro, se registraron los radios mayor
y menor de la elipse de cria operculada de ambas caras en todos los cuadros con

cria. Se calculé el area de la elipse por medio de la férmula:

Areadelaelipse=rlxr2xm
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El drea de cria total de cada colmena, tanto inicial como final, se obtuvo por

sumatoria de las areas de todas las caras de los cuadros con cria.
El desarrollo del area de cria se estimoé calculando la diferencia entre el area
de cria final y el area de cria inicial. A esta diferencia que en adelante referiremos

como “AArea de cria” corresponde entonces a la formula:

AArea de cria = Area de cria final - Area de cria inicial

Figura 34. Cuadro con cria de una colmena comercial tipo Langstroth. Se
observan las caras de un mismo cuadro A) Interna y B) Externa al centro de
la colmena. Se midieron los radios mayor y menor de la elipse para estimar
el area de cria en 7 colmenas por tratamiento

5.2.1.6. Estadistica

La actividad general de las colmenas se estudié por medio de un andlisis de la
varianza de un factor con medidas repetidas (ANOVA-MR) (Sokal and Rohlf 2000).

Las frecuencias acumuladas de ambas categorias de polen (pera y otras especies) se
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analizaron con un Prueba de Chi-cuadrado (%2). El peso de las corbiculas se comparo6
con una prueba de Kruskal Wallis (Zar 1999).

La frecuencia acumulada de corbiculas de polen de pera y de otras especies
florales se compar6 entre tratamientos por medio de un Prueba de homogeneidad

Chi-cuadrado (%2) (Sokal and Rohlf 2000).

La actividad de las recolectoras de néctar, tanto para la proporcién de
recolectoras como la proporcion de recolectoras con néctar diluido, se compro entre

tratamientos con un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Zar 1999).

El area de cria se compard entre tratamientos con un analisis de la varianza

(ANOVA) de un factor (Zar 1999).

5.2.2. Evaluacion del efecto de un formulado sintético especifico sobre el

rendimiento en cultivos de pera
5.2.2.1. Sitio de estudio y animales

Las mezclas sintéticas primeramente puestas a prueba en pardmetros de
actividad y cria de colmenas de Apis mellifera, se aplicaron en la siguiente
temporada de floraciéon a fin de evaluar su efecto en el rendimiento de los cultivos.
Para esto se trabajo en un cultivo de pera Pyrus communis, perteneciente a la

empresa Kleppe S.A y situado en la localidad de General Roca (39° 02’ 00” S 67° 35’
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00” O. Figura 39). Durante la temporada de floraciéon de 2013 (Septiembre -
Octubre) se estimularon colmenas de abejas meliferas que polinizaban este cultivo,
y en la cosecha correspondiente (Febrero - Marzo de 2014), se evalud el
rendimiento en sus inmediaciones. El disefio de plantacién de los lotes en los que se
encontraban las colmenas tratadas incluy6 hileras de las variedades D’Anjou y

Packam’s intercaladas en una proporcion 2:2.

Las colmenas comerciales utilizadas para asegurar el servicio de polinizacion
de este cultivo presentaban similares caracteristicas, en cuanto a poblacién y

reservas, a las colmenas descriptas en los anteriores capitulos.

En este campo la combinacién de variedades y sus proporciones fue diferente
entre lotes al punto que no hubo dos lotes con similares ofertas florales que
permitieran evaluar el efecto de las estimulaciones homogeneizando estos factores.
Adicionalmente, todos los lotes tenian la misma heterogeneidad en su entorno de
Norte a Sur: sus extremos Norte adyacentes a un cultivo de manzana y lotes sin
cultivar al sur. Teniendo en cuenta los elementos mencionados se seleccionaron
cuatro grupos de colmenas: los dos grupos del lote 6, el grupo ubicado al SUR en el
lote 7 y el grupo del entorno NORTE en el lote 12 (se indican con un circulo rojo en
la Figura 39). Para maximizar la homogeneidad de la vegetacion en las cercanias de
las colmenas bajo los diferentes tratamientos, éstos se sortearon entre los grupos de
colmenas del lote 6 y a los otros dos grupos se les asignaron los tratamientos de

manera que ambos quedaran asignados en cada entorno: en adelante ENTORNO

131



5. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de pera

NORTE y ENTORNO SUR. Los grupos de colmenas contaban con entre 7 y 15

colmenas cada uno.

5.2.2.2. Estimulacion olfativa de las colmenas

Entre los 4 grupos de colmenas mencionados previamente (que incluyeron
32 colmenas en total) se sortearon al azar los tratamientos:
1) Solucién azucarada 50% p/p sin aromatizar (SA)

2) Solucién azucarada 50% p/p aromatizada con Facilitador Pera (SA + FP)

(50uL/L)

Las soluciones se prepararon y se aplicaron de la misma forma que se
describi6 previamente. Debido a las malas condiciones climaticas (y a fin de evitar
pillaje entre colmenas), la estimulaciéon en este caso particular se realizé en dos
etapas, cada una consistiendo en el vertido de 250ml de solucién y con un intervalo
de un dia entre ambas.

Dado el nimero de personas involucradas en este estudio, la ventana
temporal de floracidn y la gran cantidad de variables estudiadas en esta temporada,
los tratamientos se aplicaron con una floracién avanzada de la variedad Packam’s.

Se estimé visualmente entre un 80 y 90% de floracion.
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-
G1-SA+EP

G2 :SA \w

\'G2 SA+FP

Figura 35. Cultivo de pera Pyrus communis en la localidad de General Roca (39° 02’ 00" S 67° 35' 00"
0) Provincia de Rio Negro, Argentina. Los recuadros indican lotes con arboles de pera. G= grupos de
colmenas. Los mismos se enumeran consecutivamente para cada tratamiento en cada lote. SA:
solucién azucarada sin aromatizar; SA + FP: solucién azucarada aromatizada con Facilitador Pera. ST:
sin tratar.

Se resumen a continuacion las variables consideradas para la aplicacion de

los tratamientos y el nimero de colmenas tratadas en cada caso.

133



5. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de pera

Tabla 9. Lotes con cultivo de pera Pyrus communis en un campo de General Roca. Se detallan el lote,
el entorno, las variedades implantadas, su proporcion en nimero de filas, las colmenas tratadas y el
tratamiento aplicado en cada grupo.

Lote Entorno Van;dad Van;dad VarFll:a\;arZ Colmenas | Tratamiento
6 SUR D’Anjou | Packam’s 50:48 8 SA

7% SUR D’Anjou | Packam'’s 20:50 8 SA +FP
6 NORTE D’Anjou | Packam’s 50:48 8 SA + FP
12 NORTE D’Anjou | Packam’s 21:77 8 SA

11 Packam’s | Sélo 1 variedad 13 ST

(*) El lote 7 también tenia 28 filas de la variedad Williams

5.2.2.3. Actividad en las colmenas y rendimiento del cultivo lindante

Un dia después de la segunda etapa de aplicacion de los tratamientos, y para
describir la actividad general de las colmenas, se contabilizé el nimero de abejas

ingresantes por minuto en todas las colmenas tratadas.

Al momento de la cosecha se contabiliz6 el nimero de frutos por arbol en el

entorno de tres de los cuatro grupos de colmenas tratados (dos tratados con FP y

uno con SA). El rendimiento en las inmediaciones del grupo de colmenas del lote 12

(tratado con SA) no pudo relevarse porque ya se habia cosechado el area. Debido a
esto, el rendimiento del grupo tratado con FP (grupo de colmenas del lote 6 en el
ENTORNO NORTE), ahora sin grupo control contrastante, se compard con el
rendimiento obtenido en las inmediaciones de un grupo de colmenas sin tratar (ST)
y con un entorno similar a él (ENTORNO NORTE). Se seleccion6 el grupo de

colmenas del lote 11 en el ENTORNO NORTE. Este grupo (que contaba con 13
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colmenas) presentaba en las cercanias de las colmenas sélo hileras de la variedad
Packam’s (*).

En todos los casos se contabiliz6 el numero de frutos en 30 arboles elegidos
al azar dentro de un arquetipo homogéneo, alternando los conteos entre las caras
Norte y Sur del cultivo.

Dado que el grupo de colmenas tratado con SA en el ENTORNO NORTE se
excluyd del estudio, también se descartaron los registros de actividad de este

entorno.

5.2.2.4. Estadistica

El nimero de abejas ingresantes a las colmenas por minuto y el niimero de
frutos por arbol en el ENTORNO SUR se compararon entre tratamientos con un

anadlisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Zar 1999).

El rendimiento en las inmediaciones de las colmenas del ENTORNO NORTE,
también se analizé con un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Zar 1999).
Se repitié el analisis con los datos corregidos por el nimero de colmenas en un radio

de 150 metros.

(*) Se resalta que esta incorporacion fue posible porque durante la floracién se

relevaron todos los grupos de colmenas en el campo.
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5.3 Resultados

5.3.1 Evaluacion del efecto de un formulado sintético sobre la actividad

recolectoray el desarrollo del area de cria

En términos generales, la apertura de las flores de ambas variedades mostré
un patrén similar, alcanzando el 100% de floracién al final del estudio. La variedad
William’s inici6 mas tardiamente su floracién. Teniendo en cuenta que el efecto de
estas estimulaciones no serian relevantes en la variedad Williams por su tendencia a
la partenocarpia, se tuvo en cuenta la floracién de la variedad Packam’s para la
aplicacion de los tratamientos. De esta manera, las colmenas se estimularon al 30%

de floracion de la variedad Packam’s (Figura 36A)

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en la
actividad general de las colmenas (ANOVA-MR de un factor, F= 1,3; gl= 2, p=0,2762.

Figura 36B)

Evaluacion de la actividad recolectora de polen

De las cuatro trampas de polen colocadas, s6lo una por tratamiento permitié
obtener una cantidad suficiente de muestras para analizar. Las corbiculas colectadas
en ellas a lo largo del periodo post-estimulacién, se agruparon de a diez y se
pesaron. La comparacidn del peso promedio (mg) (media * error estandar) de 20
grupos diarios por colmena mostré diferencias significativas entre tratamientos los

dias 21, 28 y 29 de Septiembre (Prueba de Kruskal Wallis, p<0.05) (Figura 36C)
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Figura 36. Evaluacion del Facilitador Pera sobre la actividad de colmenas ubicadas
en un cultivo de pera Pyrus communis en la localidad de General Roca. SA: solucién
azucarada sin aromatizar, SA + FP: solucién azucarada aromatizada Facilitador
Pera. A) Dindmica de floracién de las variedades Packam’s y Williams en el entorno
de las colmenas tratadas. B) Actividad general de 7 colmenas por tratamiento
medida como nimero de abejas ingresantes por minuto (media * SE; p<0.01;
ANOVA M-R). C) Actividad de recoleccién de polen medida como peso de 10
corbiculas de polen de pera (N=20 pesajes por tratamiento por fecha) en una
colmena de cada tratamiento los dias 21, 25, 26, 27, 28 y 29 de Septiembre (media
SE). Prueba de Kruskal Wallis *** y ** representan diferencias significativas p<0.001
y p<0.01 respectivamente. La linea punteada indica el momento en que se aplicaron
los tratamientos.
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La frecuencia acumulada de polen de pera en las trampas colocadas en las
colmenas tratadas con SA + FP mostr6 diferencias significativas entre tratamientos

Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado F=11,874; gl=1; p= 0,0006. Figura 37.).
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Figura 37. Estudio del efecto del Facilitador Pera en la recoleccién de
polen en colmenas ubicadas en un campo de pera Pyrus communis en la
localidad de General Roca. SA: solucién azucarada sin aromatizar; SA + FP:
solucién azucarada aromatizada con Facilitador Pera. Numero de cargas
de polen acumuladas durante 3 dias luego de la aplicaciéon de los
tratamientos. Se colocaron trampas de polen en una colmena de cada
tratamiento y se clasificaron las muestras obtenidas segtin su color en las
categorias: polen de pera y polen de otras especies. Se muestran los
valores acumulados a lo largo de los dias 21, 25 y 26 de Septiembre.
Prueba de homogeneidad Chi-cuadrado; *** representa diferencias
significativas p < 0,001
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Evaluacion de la actividad recolectora de néctar

La proporcion de abejas recolectoras de néctar observada en las colmenas no
difiri6 entre tratamientos (ANOVA de un factor, F= 0,16; gl= 1, p=0,6964. Figura 38.
). Se obtuvo un resultado similar para la proporcién de recolectoras de néctar con
carga diluida (entre 1 y 10% peso/peso; ANOVA de un factor: F= 3,06; gl= 1, p=

0,1106. Figura 39)
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Figura 38. Evaluacidn del efecto del Facilitador Pera sobre la proporcion de recolectoras de
néctar en colmenas que polinizan cultivos de pera Pyrus communis en la localidad de General
Roca. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA + FP: soluciéon azucarada aromatizada con
Facilitador Pera. Se atraparon 6 abejas por colmena por dia. Todos los individuos carecian de
cargas de polen en sus patas posteriores. La proporcién de recolectoras de néctar se calculd
como: numero de abejas con carga de buche de concentraciéon 21% / 6. Los nimeros entre
paréntesis indican el nimero de colmenas en el que se realizaron las capturas en cada caso.
ANOVA de un factor, p< 0,05 Prueba de Tukey.
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Figura 39. Evaluacion del efecto del Facilitador Pera sobre la proporcién de recolectoras de
néctar con carga diluida en colmenas que polinizan cultivos de pera Pyrus communis en la
localidad de General Roca. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA + FP: solucion
azucarada aromatizada con Facilitador Pera. Se atraparon 6 abejas por colmena por dia.
Todos los individuos carecian de cargas de polen en sus patas posteriores. La proporcion de
recolectoras de néctar diluido se calcul6 como: niimero de abejas con carga de buche de
concentracion 21% y <10% / recolectoras con carga de buche 21%. Los nimeros entre
paréntesis indican el nlimero de colmenas en el que se realizaron las capturas en cada caso.
ANOVA de un factor, p< 0,05 Prueba de Tukey.

Estudio del desarrollo del drea de cria

El area de cria mostr6 un mayor desarrollo en las colmenas que recibieron el
Facilitador Pera. Esto pudo observarse por medio de la diferencia entre el area de
cria final y el area de cria inicial, que evidenci6 diferencias significativas entre

tratamientos (ANOVA de un factor, F=7,67; gl= 1, p<0,05. Figura 40)

140



5. Efecto de un formulado sintético que imita el olor floral de pera

()

2500

2000

1500

1000

A Area de cria (cm2)

500

SA SA + FP

Figura 40 Evaluacién del efecto del Facilitador Pera sobre el desarrollo del
area de cria de colmenas que polinizan cultivos de pera Pyrus communis. en
la localidad de General Roca. SA: soluciéon azucarada sin aromatizar, SA +
FP: solucién azucarada aromatizada con Facilitador Pera. AArea de cria =
Area de cria final - Area de cria inicial (media * ES). Los niimeros en las
barras indican el nimero de colmenas cuya cria fue medida en su totalidad
en ambos momentos. ANOVA de un factor, p<0.05, Prueba de Tukey.

5.3.2 Evaluacion del efecto del formulado sintético sobre el

rendimiento de los cultivos de pera

La actividad de las colmenas en el ENTORNO SUR no mostré diferencias
significativas entre tratamientos ni en relacion al nimero total de abejas ingresantes
por minuto (ANOVA de un factor, F= 0,06; gl= 1, p=0,8061) ni en relacién a las

recolectoras de polen (ANOVA de un factor, F= 2,59; gl= 1, p= 0,1300. Figura 41 A).
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Sin embargo, se obtuvo un mayor rendimiento en el entorno de las colmenas
tratadas con SA + FP. Los frutos contabilizados por arbol en las inmediaciones de las
colmenas con FP fueron 15% mas en el ENTORNO SUR (ANOVA de un factor, F=
4,48; gl= 1, p= 0,0386. Figura 41B) y 35% mas en el ENTORNO NORTE (ANOVA de

un factor, F=17,72; gl= 1, p= 0,0001. Figura 42B).
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Figura 41. Evaluacién del efecto del Facilitador Pera sobre la actividad de dos grupos de
colmenas que polinizaban cultivos de pera Pyrus communis en la localidad de General Roca. Las
colmenas corresponden al ENTORNO SUR. SA: solucién azucarada sin aromatizar, SA + FP:
solucién azucarada aromatizada con Facilitador Pera. Actividad medida como A) Numero de
abejas ingresantes por minuto. Los nimeros en las barras indican el nimero de colmenas
monitoreado en cada caso. B) Rendimiento del cultivo en las inmediaciones de las colmenas
monitoreadas en A. Los nlimeros en las barras indican el nimero de arboles observados en cada
caso. ANOVA de un factor, p<0,05, Prueba de Tukey.
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Figura 42. Evaluacidon del efecto del Facilitador Pera sobre la actividad de dos grupos de colmenas
que polinizaban cultivos de pera Pyrus communis en la localidad de General Roca. ST: sin tratar, SA +
FP: solucién azucarada aromatizada con Facilitador Pera. Las colmenas corresponden al ENTORNO
NORTE. A) Rendimiento observado (conteo de frutos en los arboles) B) Numero de frutos por arbol
ponderado por el nimero de colmenas en un radio de 150 metros (13 colmenas Sin Tratar y 8
colmenas tratadas con FP; Tabla 9). Los nimeros en las barras indican el nimero de arboles
observados en cada caso. ANOVA de un factor, p<0,05, Prueba de Tukey.

Los grupos de colmenas en el ENTORNO SUR eran iguales en nimero y no
habia otras colmenas en un radio de 150 metros. Sin embargo, en el ENTORNO
NORTE, el grupo de colmenas no tratado y que debid ser incorporado
posteriormente al estudio contaba con 13 colmenas. Ademas en este entorno
(NORTE) habia otras colmenas en un radio de 150 metros. Por este motivo, en el

conteo de frutos en el ENTORNO NORTE fue corregido por el nimero de colmenas.
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5.4 Discusiony conclusiones

En este capitulo se estudiaron los efectos de la aplicacién de Facilitador Pera
en colmenas que polinizan cultivos de Pyrus communis. En la primera parte de este
capitulo se evaluaron los efectos a nivel de colmena contabilizando las abejas
ingresantes por minuto. Ademas se evaluo la actividad de las recolectoras de néctar
y de polen mediante otros parametros. En relaciéon a las primeras se estudié la
proporcién de recolectoras de néctar analizando la concentracion de las cargas de
buche de abejas sin cargas de polen en sus patas posteriores. La actividad de las
recolectoras de polen se estudié despojando de sus corbiculas a las abejas que
volvian de recolectar, usando trampas de polen convencionales y posteriormente
clasificando y pesando las cargas. Ademds se evaluaron los efectos de estas
estimulaciones sobre el desarrollo del area de cria. Finalmente se evalud el efecto de
esta estimulacion en la actividad de colmenas que polinizaban cultivos de pera y el

rendimiento en las cercanias de las colmenas tratadas.

Estudios previos realizados en laboratorio (Diaz 2013) demostraron que en
condicionamientos diferenciales realizados en el paradigma de REP, presentando el
Facilitador Pera como EC+ y el olor de las flores naturales de pera como EC-, las
abejas no pueden discriminarlos. En el mismo trabajo se propuso ademas, que la
mezcla que conforma el FP podria representar los olores clave usados por las abejas
para el reconocimiento de esta fragancia floral (Baraldi et al. 1999) y que la
presentacion del Facilitador asociado con una recompensa aumentaria su similitud

en términos de relevancia biologica con el olor floral.
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No se encontraron efectos a nivel de actividad general de las colmenas
(nimero de abejas ingresantes por minuto; Figura 37 B), pero si a nivel de las
recolectoras de polen. El peso de las corbiculas de pera colectado en las colmenas
tratadas con FP fue significativamente mayor al de las colmenas control (Figura 37
C). Esto podria indicar que la aplicacion de este estimulante promueve un
mejoramiento de las capacidades motoras de las recolectoras de polen, que en
ausencia de cualquier tipo de estimulacion tiene lugar naturalmente con el avance
de la floracién segin se describi6 en trabajos previos (Diaz et al. 2013). Los efectos
sobre la recoleccion de polen también se evidenciaron en las cargas de la categoria
“polen de pera” acumuladas post-estimulacion (Figura 38). Estos resultados son
coherentes con el incremento en el area de cria de las colmenas tratadas con FP

(Figura 41).

En este sentido las observaciones podrian vincularse a un mayor crecimiento
poblacional en las colmenas tratadas con FP, ya que el tiempo de desarrollo de la
cria depende de la calidad y cantidad del alimento proteico disponible en el exterior.
Estudios previos dan cuenta de la relacion entre las reservas internas de la colmena
y la tasa de recoleccion, pero no existen estudios que establezcan si altas tasas de
recoleccion de polen podrian modular positivamente también la puesta de huevos.

Respecto de las recolectoras de néctar no se evidenciaron diferencias entre
tratamientos para la proporcion de recolectoras entre las abejas que retornaban a
las colmenas sin cargas de polen (Figura 38. ), ni en la proporcién de recolectoras

de néctar diluido. Sin embargo respecto a estas ultimas, la carga de las abejas
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capturadas en colmenas tratadas con SA + FP fue en promedio mas diluida (Figura

39)

En resumen, en esta primera parte se estudiaron los efectos de la
estimulaciéon de colmenas con Formulado de Pera, en pardmetros de colmena. Se
alcanz6 una recoleccidon de polen de pera significativamente mayor en las colmenas
tratadas con FP. Esto se observé tanto en un mayor tamano de las corbiculas como
en el ndmero de cargas de polen y estd directamente relacionado con el incremento
del area de cria registrado en las colmenas tratadas con SA + FP. Ademas, las
recolectoras de néctar con carga diluida (consistente con la recoleccién de néctar en
flores de pera) fue en promedio mayor (en un 130% mayor) en las colmenas

tratadas con FP.

Los resultados descriptos en la segunda parte de este capitulo muestran
mayores rendimientos en las inmediaciones de las colmenas tratadas con SA + FP
(Figura41B y Figura 42B), aun cuando no fue posible detectar diferencias a nivel de
la actividad de las colmenas en la piquera (Figura 41A). Si bien la actividad general
de las colmenas que polinizaban cultivos de pera no reflejo los efectos de estas
estimulaciones, si lo hicieron variables como el nimero de corbiculas acumuladas,
su peso a lo largo del tiempo y en el area de cria. En este sentido es interesante notar
que cada sistema productivo y cada uno de los niveles (en colmena o en la actividad
sobre el cultivo) sobre los cuales se buscé evaluar los efectos de estas

estimulaciones presentaron diferentes desafios.
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En sintesis, la aplicacion de este formulado incrementa el rendimiento de los
cultivos de pera, mejora los niveles de reserva de polen de las colmenas e
incrementa sus poblaciones. Se propone la incorporacién de este desarrollo como
una técnica apropiada no solo para incrementar el rendimiento de los cultivos de
pera mediante el sesgo de las preferencias recolectoras de abejas meliferas
utilizadas en los Servicios de Polinizacion trashumantes, sino también para mejorar
el estado sanitario de las colmenas por medio del incremento de las reservas

proteicas de las colmenas y el aumento de las poblaciones de abejas.
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En esta Tesis se demostré que las formulaciones sintéticas denominadas
Facilitador Girasol (FG), Facilitador Manzana (FM) y Facilitador Pera (FP), y que
imitan los olores florales de girasol, manzana y pera respectivamente, incrementan
el rendimiento de los cultivos. Asimismo, en conjunto, los resultados de esta Tesis
evidencian la necesidad de considerar las habilidades cognitivas de la abeja melifera
en las practicas de mejoramiento de los sistemas productivos que dependen de sus

servicios de polinizacidn.

El desarrollo de las Formulaciones Sintéticas

Las formulaciones sintéticas puestas a prueba a campo en este trabajo y
desarrolladas por el Grupo de Estudio de Insectos Sociales se basan en la formacion
de memorias olfativas apetitivas. Como se detall6, el aprendizaje de claves olfativas
es fundamental tanto en el contexto de la recoleccion de recursos (Menzel 1985),
como en el de reclutamiento (Arenas et al. 2007; Arenas et al. 2008; Griiter et al.
2009; Balbuena et al. 2012a). Incluso la formaciéon de memorias olfativas en abejas
pre recolectoras puede sesgar sus preferencias a edades recolectoras (Balbuena et
al. 2012b). Los estudios de condicionamiento olfativo realizados bajo el paradigma
de REP en el marco del desarrollo de las formulaciones, demostraron que las abejas
no pueden discriminarlas del olor floral que cada una de ellas imita (Diaz 2013)

sugiriendo que las tres mezclas representan los olores clave usados por estos
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insectos para el reconocimiento de las fragancias (Girasol: Pham-Delegue et al.
1986; Reinhard et al. 2010; Manzana: Buchbauer et al. 1993; Pera: Baraldi et al.
1999). Ensayos realizados a campo, previos a esta Tesis, demostraron que el uso de
Facilitador Girasol y de Facilitador Manzana en colmenas que polinizan cultivos de
girasol y de manzana respectivamente, incrementa la eficiencia recolectora de las
abejas y sesga sus preferencias recolectoras especificamente hacia los cultivos cuyos
olores estan representados por esas mezclas. Los incrementos en el rendimiento de
los cultivos conseguidos en esta Tesis como consecuencia de la aplicacion de FG, FM
y FP en colmenas son coherentes con los resultados previos y demuestran que la
presentacion conjunta de los facilitadores con alimento en el interior de las
colmenas da lugar a la formacién de memorias olfativas apetitivas y generan efectos

globales.

Evaluacioén de las Formulaciones Sintéticas a campo

El rendimiento informado por cosechadoras New Holland en cultivos de
girasol - semilla mostrd, para todos los hibridos estudiados, mayores niveles en los
lotes polinizados por colmenas tratadas con Facilitador Girasol. Los incrementos
oscilaron entre el 29 y el 75%. Ademas, en esos lotes el rendimiento fue mas
homogéneo. En el caso de las cosechas manuales el rendimiento también fue mayor
en el lote con colmenas que recibieron FG. Estos resultados fueron coherentes con
los incrementos en los niveles de actividad registrados en las colmenas y que se
evidenciaron tanto en relacion al numero de abejas ingresantes a los nidos como en

la densidad de recolectoras en el cultivo préximo.
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Respecto al formulado especifico de manzana, el rendimiento del clon Chafiar
28 de la variedad Red Delicious fue mayor en las cercanias de las colmenas tratadas
con el Formulado de Manzana. Esta tendencia se observo en todos los casos
analizados e incluso, en algunos, se obtuvieron diferencias significativas. La
actividad de las colmenas en cultivos de este frutal mostré resultados dispares. La
discrepancia en la variable “nimero de abejas ingresantes a las colmenas por
minuto” entre los monitoreos de esta Tesis y estudios previos podria relacionarse
con las malas condiciones climaticas de la temporada de floracién de 2013. En ella
se registraron temperaturas bajo cero con una frecuencia que no se observaba en la
zona desde 2004. Estas condiciones adversas perjudican el desarrollo fenoldgico de
los frutales y sin dudas afectan la actividad polinizadora de la abeja melifera.
Tampoco la variable “densidad de abejas sobre los arboles” reflej6 una mayor
actividad recolectora de la abeja en el cultivo proximo a las colmenas tratadas con
FM. Sin embargo, la diferencia en el rendimiento demuestra que las abejas
efectivamente recolectaron mas conspicuamente en esos lotes. Es probable entonces
que, o bien el afierismo haya influido negativamente para esta observacion, o bien
que esta variable no sea adecuada en este contexto por las dificultades que genera la

observacién de abejas en el dosel.

El rendimiento estimado mediante conteos de frutos sobre los arboles de
pera evidenci6 mayores niveles de esta variable en el entorno de las colmenas
tratadas con en Formulado de Pera. Ademads, la evaluacion a nivel de colmena

mostré la misma tendencia ya que en las colmenas que recibieron FP i) se acumul6
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un mayor numero de corbiculas de pera, ii) el peso de las cargas de polen fue mayor
sobre el final del estudio y iv) el area de cria tuvo un mayor desarrollo. La actividad
medida como niimero de abejas ingresantes por minuto no mostré diferencias entre
tratamientos ni para el conteo de abejas totales ni para las recolectoras de polen.
Tampoco se obtuvieron diferencias significativas en la proporcién de recolectoras
de néctar ni en la proporcidon de recolectoras de néctar diluido. En conjunto, los
resultados de la estimulacion de colmenas con FP, sugieren que el incremento de la
eficiencia polinizadora de la abeja melifera en este sistema estaria principalmente

asociado a las recolectoras de polen.

Implicancias

La aplicacion de estas mezclas en colmenas que polinizan cultivos
comerciales permitiria reducir los tiempos de adaptacion de las colmenas
trashumantes. Ademas, y si bien no fue estudiado en esta Tesis, es posible que estas
estimulaciones incidan en parametros de post-cosecha (Dag et al. 2008; Gaaliche et
al. 2011; Bommarco et al. 2012; Gallai et al. 2009). Por otra parte, el procedimiento
de aplicacion de estas mezclas no difiere de las practicas usuales de alimentaciéon de
las colmenas y por lo tanto su implementacion no revierte complejidad. Finalmente,
debido a que este método de estimulacién se basa en la formacién de memorias, y
considerando la plasticidad y reversibilidad de estos procesos, esta herramienta no

deberia tener efectos adversos sobre las colmenas.
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Consideraciones de los estudios a campo

En este estudio se propici6 la formacién de memorias olfativas en la abeja
melifera a nivel colectivo, en colmenas que se encontraban polinizando cultivos
comerciales y a una escala nunca antes abordada. Previo a esta Tesis estos estudios
se habian restringido a condicionamientos olfativos realizados bajo condiciones
controladas de laboratorio. La realizacién de estos andalisis a campo planted un
enorme y a la vez interesante desafio ya que fue necesario examinar detalladamente
en cada sistema, las variables a considerar para que los efectos de estas
estimulaciones, si los hubiere, no quedaran enmascarados por la heterogeneidad del

ambiente.

Teniendo en cuenta la constancia floral que la abeja melifera exhibe en cada
vuelo recolector (Grant 1950; Free 1963; von Frisch 1967; Waser 1986; Goulson
1999), en cultivos de girasol para la producciéon de semilla hibrida fue necesario
considerar qué parentales Macho Estéril y Macho Fértil habia en cada lote, ya que
cada combinacion de ellos planteaba un escenario diferente de recursos para la
abeja melifera. En algunos lotes los parentales diferian marcadamente entre si en su
morfologia, mientras que en otros lotes se observaban capitulos ME y MF mas
homogéneos (al menos en la alturay / o el didmetro de la inflorescencia). Incluso se
observaron diferencias en el tamafio del grano de polen entre parentales MF.

De la misma manera, en los sistemas de produccion fruticola se evidencié la
necesidad de tener en cuenta las combinaciones de variedades (en cultivos de

manzana también se consideraron los clones) y cudl era la variedad polinizadora en
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cada caso. La relevancia de estos factores no sélo se vincula con las diferentes claves
(quimicas y/o visuales) que presentan sino porque ademas cada composicion de
variedades ofrece rendimientos particulares. Fue interesante también advertir que
el monitoreo de la densidad de abejas sobre el cultivo es una herramienta adecuada
en el sistema de girasol semilla pero inadecuada en el marco de la produccion

fruticola por las caracteristicas particulares de cada sistema.

La importancia de los servicios de polinizacion

La polinizacién animal incide en la agricultura global y en la seguridad
alimentaria (FAO; Hein 2009) afectando no s6lo el rendimiento final de los cultivos
sino también numerosos pardmetros de post-cosecha. Adn cultivos que no
dependen de la polinizacién para dar fruto se ven beneficiados por este servicio. El
insecto usado con mayor frecuencia en los Servicios de Polinizacion es la abeja
melifera, y durante los ultimos afios se incrementé el numero de colmenas
trashumantes contratado (FAO; Westerkamp y Gottsberger 2002; Biesmeijer et al.
2006; Aizen et al. 2008; Westerkamp y Gottsberger 2002; Ghazoul 2005). Estos
aumentos no so6lo se vinculan con las reducciones del habitat de polinizadores
nativos que paraddjicamente acarrearon las medidas tendientes a incrementar los
niveles de produccion y/o rendimiento de los sistemas agricolas; también se asocia

a la deficiencia de estos servicios.

En esta Tesis se demostré que los actuales sistemas de produccion conllevan

diversos factores que podrian disminuir la eficiencia de polinizaciéon de la abeja
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melifera. En los cultivos de girasol para la produccién de semilla hibrida, estudiados
en el Capitulo 2, se describié como la heterogeneidad de las claves visuales (y sin
duda claves quimicas no estudiadas en este trabajo) entre parentales Macho Estéril
y Macho Fértil provoca un comportamiento predominantemente constante sobre
cada uno de ellos en cada vuelo recolector. Si bien se demostré que la transferencia
de polen desde el parental MF hacia el parental ME también estd mediada por
contactos corporales dentro del nido, la constancia floral observada perjudica la
polinizacién cruzada de este cultivo. En cultivos de manzana la estimulacién de las
colmenas produjo diferentes resultados en los clones de Red Delicious sugiriendo
que sus claves quimicas y/o visuales podrian diferir en distinto grado de aquellas
presentes en las variedades usadas para su polinizaciéon (Granny Smith o Gala). Mas
aun, la adherencia del polen al cuerpo de las abejas podria ser diferente entre ellas,
asi como se observo entre los parentales de polen de girasol (Capitulo 2). Aspectos
similares, vinculados a diferencias en las claves quimicas y visuales entre las
variedades de pera podrian afectar de manera analoga, la eficiencia de polinizacién

de la abeja en esos cultivos.

Los patrones de comportamiento de la abeja melifera son modulados por
factores internos, como las necesidades de la colonia y por factores externos como
las variaciones en la oferta floral. La organizaciéon social y las asombrosas
habilidades cognitivas de este insecto le permiten responder eficientemente a estas
fluctuaciones y le aseguran una eficiente busqueda y recoleccidon de alimento. Sin

embargo, las actuales técnicas de mejoramiento de cultivos dependientes del
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servicio de polinizacion de la abeja melifera subestiman y simplifican las
capacidades de este polinizador. En esta Tesis se evidencia la imperiosa necesidad
de considerar las habilidades cognitivas de la abeja melifera en los sistemas cuya
productividad estd directamente relacionada con la eficiencia del servicio de

polinizacion
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8. Anexo
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LH5(2): Lote ST (izq.): Lote con SA + FG (der)
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