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RESUMEN

En Uruguay la produccion historica de semillas de trébol rojo (Trifolium pratense)
estd por debajo de su potencial biologico. Una de las limitaciones puede deberse a la
dificultad de polinizacion. El objetivo de este estudio fue evaluar la produccion de
semillas de trébol rojo bajo condiciones de campo utilizando los abejorros nativos,
Bombus atratus y Bombus bellicosus como polinizadores principales. Se utiliz6 un
semillero de trébol rojo (variedad: Estanzuela 116) de 5 hectareas en segunda
floracion. En febrero, nueve colonias de B. atratus y tres de B. bellicosus (media +
SD: 99 * 36 individuos) fueron ubicados en uno de los lados del semillero. Se
establecieron 25 parcelas experimentales de 2 x 5 m a diferentes distancias desde la
ubicacion de los nidos. Las semillas de trébol rojo cosechadas de cada parcela, se
relacionaron con varios indicadores de rendimiento. Se encontré que el nimero de
abejorros esta asociado con: el nimero de inflorescencias maduras/m?, el nimero de
inflorescencias/m? y la produccion de semillas (g/m?). La proporcion media de
semillas por flor en una inflorescencia fue de 64,4 %. Adicionalmente, en esta tesis,
se presentan los resultados de dos experiencias de cria en cautiverio de los abejorros
B. atratus y B. bellicosus a partir de reinas fecundadas capturadas en el campo
durante la primavera. EI nimero de colonias obtenidas en relacion al namero inicial
de reinas fue de 21,5 y 30,3 % para la primera y segunda temporada,
respectivamente. Los buenos resultados de produccion de semillas de trébol rojo
empleando abejorros como polinizadores, sumado a la posibilidad de obtener
colonias a través de la cria en cautiverio, abren la posibilidad para incrementar la
produccién de semillas de esta leguminosa forrajera aplicando una propuesta
biotecnolédgica innovadora, mostrando la factibilidad de su implementacion en
Uruguay.

Palabras clave: Trifolium pratense, polinizacion, abejorros nativos, cria en

cautiverio
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USE OF NATIVE BUMBLEBEES BOMBUS ATRATUS AND BOMBUS
BELLICOSUS FOR SEED PRODUCTION OF RED CLOVER

SUMMARY

In Uruguay, red clover has historically had seed yields well below the biological
potential of the species. One of the limitations identified to increase yields is poor
crop pollination. The objective of the present research was to evaluate seed
production of red clover under field conditions using native bumble bees Bombus
atratus and B. bellicosus as main pollinators. In February, nine colonies of B. atratus
and three of B. bellicosus were placed at one end of a 5 hectares red clover (cultivar:
Estanzuela 116) field which was in its second bloom. 25 plots (2 x 5 m) were
demarcated in the field at different distances from the nests. The plots were threshed
and several indicators of seed yield were calculated. The results obtained show
bumblebees were not distributed along the field following a gradient from the
location of the nests. Instead, their density was positively associated with the number
of attractive inflorescences present in the culture. This indicates that bumblebees
were distributed according to resource availability. Seed yield indicators were very
good. The best indicator of yield, because it depends on the pollination of the crop,
was the proportion of seeds per inflorescence that reached 68.9 % in the plots and
77.3 % in the tent containing a colony of bumblebees. In this thesis, the results of
two experiences of captive breeding of B. atratus and B. bellicosus from fertilized
queens captured in the field during the spring are also presented. The number of
colonies obtained relative to the initial number of queens was 21.5 and 30.3 % for the
first and second seasons, respectively. The success of red clover seed production
using bumblebees as pollinators, coupled with the possibility of getting colonies
through captive breeding of these insects opens a possibility to increase seed
production of this forage legume by applying an innovative biotech proposal.

Key words: Trifolium pratense, pollination, native bumblebees, rearing.



1. INTRODUCCION

1.1. ASPECTOS GENERALES

Los abejorros pertenecientes al género Bombus (Hymenoptera: Apidae) son
abejas primitivamente eusociales que presentan un ciclo anual. Las jovenes reinas
fecundadas emergen de la hibernacion al comienzo de la temporada célida y cada
una funda una nueva colonia anidando generalmente en cavidades o depresiones
en o cerca de la superficie del suelo. Al principio la reina realiza las tareas de
construccion, aprovisionamiento del nido y cuidado de la cria. En condiciones
normales la primera camada, asi como varias subsiguientes, esta formada
exclusivamente por obreras las cuales se encargaran de realizar todas las
actividades que hasta el momento realizaba la reina (mantenimiento,
aprovisionamiento del nido y cuidado de la cria) y ésta, se dedica exclusivamente
a poner huevos, aunque también participa en el cuidado de la cria. Las colonias
contintan su crecimiento y desarrollo hasta que, por lo general a principios de
otofio, ocurre un cambio en la produccion de obreras hacia la produccion de
reproductores (machos y reinas). Los machos abandonan el nido pocos dias
después de emerger, buscan pareja, se aparean y mueren. Las jovenes reinas luego
del apareamiento acumulan reservas y buscan un lugar resguardado y seco bajo
tierra para hibernar. En algunos casos, antes de comenzar la hibernacion, pueden
permanecer por un tiempo en el nido cumpliendo con las tareas comunes a las
obreras, incluyendo la actividad de forrajeo. En otofio la reina vieja muere, y
paulatinamente también lo hacen las obreras finalizando asi el ciclo de la colonia
(Heinrich 2004, Goulson 2003a, 2003b, Free 1993, Michener 1974).

El género estd ampliamente distribuido en las regiones Holartica, Oriental y
Neotropical del mundo (Cameron y Williams 2003). Para Uruguay estan citadas
cuatro especies pertenecientes al subgénero Fervidobombus: Bombus atratus
Franklin, B. bellicosus Smith, B. brasiliensis Lepeletier y B. morio Swederus. Las
dos primeras son comunmente encontradas en distintas regiones del pais, mientras
que las otras dos estan registradas para una tnica localidad (Williams et al. 2008,

Abrahamovich et al. 2004, Abrahamovich y Diaz 2002) y en trabajos mas



recientes no se ha constatado su presencia. Bombus atratus presenta polimorfismo
cromatico observindose una forma melanica, totalmente negra y una forma
flavinica, pudiendo presentar dos bandas amarillas en el térax y una en el
abdomen. B. bellicosus, es de color negro y presenta la superficie dorsal del térax
provisto de gruesos pelos amarillos (Abrahamovich et al. 2004).

Los abejorros han sido ampliamente reconocidos como excelentes
polinizadores debido a que presentan numerosas caracteristicas morfologicas y
comportamentales que las hacen eficientes en diversos cultivos. Entre esas
caracteristicas se destacan las siguientes: Cuerpos de tamafio grande con pelos
gruesos y numerosos que les permite remover gran cantidad de polen (Goulson
2003a, Brodie 1996). Proboscides largas, que le permiten forrajear en especies
vegetales con flores de corolas profundas (Heinrich 2004, Goulson 2003a, Brodie
1996). Pueden trabajar a muy bajas temperaturas, lo que los hace esenciales
polinizadores en zonas con clima templados y frios donde se hace imposible la
utilizacion de abejas meliferas (Goulson 2003a). Esta caracteristica les permite
también aumentar el horario diario de pecoreo (Estay et al. 2001). Son capaces de
realizar polinizacion por zumbido. Algunas plantas presentan anteras que liberan
el polen en zonas muy limitadas (dehiscencia poricida), por lo que requieren un
manejo especial para la obtencion del mismo. Los abejorros al visitar las flores,
posan el térax sobre las anteras y contraen los musculos de vuelo produciendo una
vibracion o zumbido que permite la liberacién del polen (Goulson 2003a). Este
comportamiento especializado no lo poseen todas las abejas, razon por la cual los
abejorros son polinizadores muy importantes para las plantas que poseen anteras
con esta morfologia particular. Entre éstas se encuentran las Solanaceas, que
incluyen especies cultivadas como el tomate (Lycopersicum esculentum) y la papa
(Solanum tuberosum) (Heinrich 2004, Goulson 2003a, Kearns y Thomson 2001).

A pesar de su gran eficiencia los abejorros generalmente no son lo
suficientemente abundantes como para polinizar adecuadamente todas las flores
en un cultivo grande (Cardmbula 1981, Holm 1966, Peterson et al. 1960, Bohart
1957). La principal razon para esto es que las poblaciones naturales de abejorros
fluctdan anual y regionalmente de forma impredecible. Esta variacion es resultado

de la combinacion de muchos factores entre los que se destacan las condiciones
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climaticas, la disponibilidad de alimento y de sitios de anidacion y los
depredadores y parasitos (Heinrich 2004, Goulson 2003a, 2003b, Michener 1974,
Holm 1966). Otro factor importante que afecta el numero de abejorros en un
cultivo y que debe ser tenido en cuenta, es el momento de mayor floracion del
cultivo, que puede no coincidir con el pico de la poblacion de abejorros (Holm
1966). La abundancia de abejorros en un cultivo puede ser incrementada de
varias maneras (Goulson 2003b, Shepherd et al. 2003, Kearns y Thomson 2001,
Holm 1966): conservando y fomentando sitios de anidacion apropiados en las
cercanias del cultivo, por ejemplo manteniendo vegetacion ruderales (como
pueden ser la solanaceas o asterdceas) en los bordes del mismo; trasladando nidos
desde otras zonas hacia la plantacion; y manejando el cultivo de manera tal que el
pico de floracion coincida con el momento de mayor abundancia de abejorros en
la region.

Dada la importancia de los abejorros como polinizadores, el conocimiento
sobre los aspectos bioldgicos, ecologicos y comportamentales ha crecido
ampliamente, permitiendo la cria en cautiverio de algunas especies europeas (B.
terrestris,) y norteamericanas (B. impatiens) (Velthius y van Door 2006, Velthuis
2002). Gracias a los avances en el manejo de estos insectos, actualmente se
comercializan sus colonias, lo que ha resultado en la introduccion de algunas
especies en paises, que carecen de abejorros nativos, como por ejemplo Nueva
Zelanda (Goulson 2003, Velthuis 2002, Brodie 1996). Adicionalmente, paises que
cuentan con especies nativas, también han importado especies exoticas para

maximizar la produccién agricola (Velthius y van Door 2006).

1.2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD POLINIZADORA DE
BOMBUS ATRATUS FRANKLIN Y BOMBUS BELLICOSUS SMITH
EN EL TREBOL ROJO (TRIFOLIUM PRATENSE)

El trébol rojo (Trifolium pratense L.) es una de las leguminosas forrajeras
maés utilizadas en el mundo. Es importante no s6lo como forrajera en pastoreo
directo, henificacion y ensilaje, sino también como mejoradora del suelo, abono

verde y como melifera. Originaria de Europa, se ha naturalizado en América en



regiones templado-frias y con elevados indices de humedad (Izaguirre y Beyhaut
1997). Cultivado solo o en mezclas, se adapta a un amplio rango de condiciones
climaticas, tipos de suelo y niveles de acidez (Palacio 1987). En Uruguay es
comdn su alta produccion en praderas de suelos himedos, aunque prospera
igualmente en suelos de baja fertilidad, pesados o de horizonte superficial. Se
cultiva extensamente, siendo una de las especies de leguminosas preferidas para
las praderas mixtas artificiales, sobre todo en la zona sur y litoral del pais
(Izaguirre y Beyhaut 1997).

En Uruguay, segun datos de Instituto Nacional de Semillas (INASE) en los
ultimos 5 afios (2007 a 2011) se han utilizado entre 780 y 1320 toneladas de
semilla de trébol rojo. Esto podria determinar un area de siembra de 130 a
230.000 has. La importancia de la semilla importada ha ido creciendo y en las
ultimas dos zafras ha significado mas del 60 % de la semilla comercializada en el
pais. Esto se debe en parte a que la produccién de semillas se encara generalmente
como un rubro accesorio en la produccion agropecuaria, ya que solo una pequefia
fraccion de los productores uruguayos la utilizan como rubro principal (Garcia et
al. 1991). El promedio nacional de produccion de semilla de trébol rojo es de 119
kg/ha con un rango de 45 a 255 kg/ha, valores muy por debajo del potencial de la
especie (Garcia et al. 1991).

Esto plantea la necesidad de generar tecnologias adecuadas para una
produccion nacional mas eficiente de semillas de trébol rojo de manera de
disminuir la dependencia de semillas importadas. Dentro de esas tecnologias le
cabe un rol protagonico a la polinizacion entomofila ya que frecuentemente es el
factor responsable de limitar la produccion de semillas de este cultivo (Garcia et
al. 1991, Palacio 1987, Holm 1966).

El trébol rojo es auto-estéril, o sea que el polen no puede fertilizar los
Ovulos de la misma planta, por lo que requiere de polinizacién cruzada
(Carambula 1981). La inflorescencia esta formada por 76 a 111 flores, cuya corola
es un tubo largo y angosto de 7,5 a 12,4 mm de largo y 1,6 a 2,5 mm de ancho
(Formoso 2010, Varela y Rebuffo 1999, Carambula 1981). El néctar es secretado
en la base de la corola y se extiende solo de 1,35 a 1,47 mm hacia arriba del tubo



(Free 1965). Las flores se abren durante un periodo de 6 a 8 dias desde la base de
la inflorescencia hacia arriba y, segun Cardmbula (1981), deben ser fecundadas
entre el segundo y cuarto dia de abiertas, por lo que es necesaria una alta densidad
de polinizadores en el cultivo para que las flores puedan ser fertilizadas tan rapido
como aparezcan (Palacio 1987). Los estambres y el pistilo se extienden hasta el
apice de la corola pero estan encerrados en los pétalos de la quilla. Cuando una
abeja presiona con su cabeza la quilla, las anteras y el estigma quedan en contacto
con la abeja usualmente en la parte posterior ventral de la cabeza (Plowright y
Hartling 1981, Woodrow 1952). Luego de cada visita los 6rganos reproductores
de la flor vuelven a su posicion original, caracteristica que distingue al trébol rojo
de otras leguminosas como por ejemplo la alfalfa (Bohart 1957).

Los Unicos polinizadores considerados de importancia para el trébol rojo,
igual que para otras leguminosas forrajeras, son las abejas (Hymenoptera:
Apoidea) (Holm 1966). A diferencia de cualquier otro grupo de insectos, las
abejas adultas alimentan a sus crias con polen. Para recolectar suficientes recursos
deben mantener una alta tasa de pecoreo (comparado por ejemplo con una
mariposa que se detiene en las flores s6lo para su propia alimentacion) y esto las
convierte en excelentes polinizadores (Goulson 2003b, Shepherd et al. 2003).

Entre las abejas se destacan como polinizadores eficientes del trébol rojo,
las abejas meliferas (Apis mellifera), el insecto polinizador mas utilizado
mundialmente, y los abejorros del género Bombus. Una de las caracteristicas que
hacen de estos dos grupos polinizadores eficientes, es que ambos poseen una
forma de vida social por lo que tienden a ser mucho mas numerosos que las
especies solitarias (Goulson 2003a). Segun Free (1965), ademas de estos dos
grupos son pocos los insectos capaces de polinizar el trébol rojo. No obstante hay
autores que consideran otros géneros de abejas (Megachile, Halictus, Andrena,
Melissodes) pero, en general, su importancia es poco significativa (Bohart 1957).

El valor relativo de las abejas meliferas y los abejorros en la polinizacion
del trébol rojo ha sido debatido durante décadas (Holm 1966, Bohart 1957).
Diversos autores destacan la superioridad de los abejorros, otros apoyan el rol de

las abejas meliferas, mientras que muchos sefialan la importancia de ambos



grupos teniendo en cuenta las ventajas y desventajas de cada uno para la
polinizacion del trébol rojo.

La abeja melifera resulta un agente polinizador insuperable debido al gran
numero que facilmente puede ser llevado a un cultivo en el momento necesario ya
que posee colonias de gran tamafio que son manejadas coémodamente por el
hombre (Kearns y Thomson 2001, Martin 1975). El principal problema que
presenta esta especie para polinizar el trébol rojo es que normalmente son atraidas
por otra flora que rodea al cultivo (Free 1965, Peterson et al. 1960). En este
sentido, Palacio (1987) demostré que el polen de trébol rojo colectado por
colmenas ubicadas en una pradera de esta especie, fluctud entre el 2 % y el 45 %,
observando un marcado efecto de la flora competitiva sobre la que se concentro la
mayor cantidad de abejas. En Uruguay, algunas de las especies vegetales que
pueden competir con el trébol rojo por las abejas debido a que son buenas
alternativas alimenticias para éstas, y a que por lo menos parte de su periodo de
floracién coincide con la del trébol rojo son: el lotus (Lotus corniculatus L.), muy
preferido por las abejas, la flor morada (Echium plantagineum L.), el eucalipto
(Eucalyptus sp) y el trébol blanco (Trifolium repens L.) (Corbella et al. 1995).

Una de las razones principales para que las abejas meliferas se muestren
reacias a trabajar en el trébol rojo es que frecuentemente, la proboscide de esta
especie, de 5,9 a 6,25 mm de longitud (McGregor 1976), no es lo suficientemente
larga para acceder al néctar del trébol rojo y sélo pueden hacerlo cuando las
condiciones ambientales (temperatura ambiente y humedad del suelo) permiten
que éste sea producido en abundancia (Palacio 1987, Bohart 1957). Por otro lado,
de acuerdo con Woodrow (1952) la longitud de la proboscide de la abeja no seria
un problema para la polinizacion del trébol rojo ya que no tiene importancia en la
transferencia de polen de una flor a otra porque las partes sexuales de la flor estan
en su apice. No obstante, surge la pregunta de hasta qué punto las abejas visitan
un cultivo que no las recompensa con néctar. Aun siendo accesible el néctar del
trébol rojo para las abejas meliferas, el polen no les resulta lo suficientemente
atractivo para la mayoria de las colonias (Holm 1966, Starling et al. 1950).

Los abejorros han sido ampliamente reconocidos como excelentes

polinizadores del trébol rojo (Heinrich 2004, Goulson 2003a, 2003b, Kearns y



Thomson 2001, Varela y Rebuffo 1999, Brodie 1996, Plowright y Laverty 1984,
Michener 1974, Holm 1966, Bohart 1957). Excepto por algunas especies que
roban néctar (perforando la base de la corola), son los polinizadores ideales del
trébol rojo (Bohart 1957), siendo mas eficientes que la abeja melifera. Muchas
especies de Bombus poseen probdscides largas y por tanto pueden alcanzar el
néctar del trébol rojo con facilidad (Heinrich 2004, Goulson 2003a, 2003b, Brodie
1996, Michener 1974) por lo cual representa una fuente importante de alimento.
El largo de la probdscide en relacion a la longitud de la corola de la flor esta
asociado con la velocidad y modo de trabajo de una abeja, lo que a su vez
determina la eficiencia con la que ésta poliniza una especie vegetal (Holm 1966).
Por lo tanto, los abejorros son capaces de visitar mas flores por unidad de tiempo
que las abejas meliferas (Heinrich 2004, Kearns y Thomson 2001, Plowright y
Hartling 1981, Peterson et al. 1960, Free 1965) y en consecuencia cada uno
poliniza un mayor nimero de flores. Sumado a esto, en general, los abejorros
tienden a trabajar durante méas horas del dia que las abejas meliferas (Heinrich
2004, Varela y Rebuffo 1999, Michener 1974, Peterson et al. 1960) y son capaces
de forrajear en un amplio rango de condiciones climaticas (Heinrich 2004,
Goulson 2003a, 2003b, Kearns y Thomson 2001). Pueden volar a temperaturas
mucho mas bajas que las abejas meliferas, trabajando inclusive en dias frios y
cubiertos mientras éstas permanecen dentro de la colmena, por lo que son
importantes polinizadores en regiones frias y templadas (Heinrich 2004, Goulson
2003a, 2003b, Brodie 1996).
Los abejorros eran considerados de tal importancia que fueron introducidos a
Nueva Zelanda (donde no existen especies nativas) entre 1885 y 1906 con el
propdsito expreso de polinizar el trébol rojo (Heinrich 2004), lo que significé un
incremento espectacular en el rendimiento de semillas de esta especie (Holm
1966). Més recientemente, en 1982, Bombus ruderatus fue introducido a Chile
desde Nueva Zelanda con el mismo objetivo (Ruz 2002).

En Uruguay el 85 % de los productores de semillas de trébol rojo utilizan
colmenas de abejas meliferas para la polinizacion. Con un promedio de dos
colmenas por hectarea, logran un rendimiento promedio levemente mayor que los

que no las utilizan (120 kg/ha y 105 kg/ha respectivamente), pero igualmente esos



valores estdn muy por debajo del potencial de la especie (Formoso 2010). Esto
demuestra que las abejas meliferas no polinizan satisfactoriamente al trébol rojo
en Uruguay. La presencia del género Bombus en el pais ofrece la posibilidad de
utilizar polinizadores mas eficientes para incrementar los rendimientos de semilla
del trébol rojo.

En este sentido, en INIA La Estanzuela, se realizaron experiencias de produccién
de semilla de trébol rojo en tineles de aislacion comparando el desempefio de B.
bellicosus y A. mellifera. Los resultados mostraron claramente que con los
abejorros se obtenian mayores rendimientos de semilla (Varela y Rebuffo 1999).
En experiencias a campo también se obtuvieron resultados exitosos: colocando
seis colonias de B. bellicosus en el centro de una pradera de aproximadamente tres
hectareas se obtuvo un rendimiento promedio, entre distintas parcelas, de 370
kg/ha; cabe mencionar que los rendimientos de las distintas parcela variaron de
forma importante, entre 190 y 750 kg/ha, debido a la diferente densidad de
inflorescencias entre ellas. En otra experiencia utilizando la misma especie de
abejorro se observd que la produccién de semilla por hectarea disminuyé al
aumentar la distancia a las colonias (Varela y Rebuffo 1999). A pesar de que los
resultados obtenidos fueron muy satisfactorios y alentadores, los trabajos con
abejorros se discontinuaron. La experiencia obtenida en otros paises empleando a
los abejorros como polinizadores en el trébol rojo sumado a los trabajos
nacionales constituyen antecedentes relevantes que indicarian que en Uruguay es
factible mejorar sustancialmente la produccion de semillas de trébol rojo

utilizando eficientemente a los abejorros nativos.
1.3. CRIA ARTIFICIAL DE ABEJORROS NATIVOS

A principio del siglo XX, el interés de investigadores por ampliar el
conocimiento acerca de diversos aspectos de la biologia de los abejorros impulso
el comienzo de la cria artificial de colonias de abejorros, ya que las observaciones
a campo no eran suficientes para obtener informacion de por ejemplo el inicio de
la colonia, la construccion del nido, el desempefio de tareas dentro del nido por

parte de las diferentes castas, entre otros temas. En 1912, Sladen fue el primero en



reportar resultados exitosos, logrando obtener colonias de algunas especies
europeas del género a partir de reinas recolectadas al finalizar su hibernacion y
confinadas a recintos artificiales con suplementacion de alimento y material
aislante. Al mismo tiempo y en afios siguientes, diversos investigadores
obtuvieron resultados similares en otras especies europeas y norteamericanas
empleando basicamente la misma técnica pero utilizando diversos disefios de
recintos, distintos materiales de aislamiento, diferentes formas de estimular a las
reinas y varias formas de mantener a las reinas durante su hibernacion (Frison
1927, Plath 1923). A lo largo del siglo XX, varios estudios contribuyeron a
mejorar la técnica de cria, desarrollando métodos para controlar cada uno de los
pasos del ciclo de vida de los abejorros y asi alcanzar un completo proceso de
domesticacion. Entre éstas se pueden destacar los avances obtenidos en la década
del 60 en cuanto a las condiciones adecuadas de temperatura, iluminacion y
humedad para inducir a las reinas a iniciar una colonia (Velthuis y van Doorn
2006, Plowrigth y Jay 1966) lo que permitio la cria en total confinamiento y
potencialmente su realizacion durante todo el afio. Esta mejora llevé a abandonar
el uso de material aislante durante la etapa de confinamiento de las colonias y por
tanto permitié una mejor observacién y consiguiente monitoreo de las mismas.
Lograr el apareamiento de machos y hembras en laboratorio también fue un paso
importante en la domesticacion de los abejorros (Duchateau 1985). El desarrollo
de una metodologia que permitié evitar o cortar la diapausa de las reinas (Roseler
1985) fue un progreso muy importante ya que posibilitd la generacion de un
sistema de cria continuo a lo largo del afio. Luego de varias décadas de
investigacion, la domesticacién de los abejorros fue un hecho (Velthuis y van
Doorn 2006).

A pesar de algunos cuestionamientos acerca de la factibilidad econdmica de
la cria de abejorros a gran escala debido principalmente a los altos costos de
produccién, a fines de los 80 se inicia en los Paises Bajos la comercializacion de
colonias de abejorros para la polinizacién de tomate (Lycopersicon esculentum) en
invernadero, principal cultivo en el que son utilizados hasta la actualidad
(Velthuis y van Doorn 2006, Velthuis 2002). Por diversas razones el uso de

abejorros para polinizar dicho cultivo fue econdmicamente rentable y rapidamente



la comercializacion de colonias se expandio principalmente por Europa y América
del Norte, asi como también por varios paises asiaticos, Nueva Zelanda y Chile
(Velthuis y van Doorn 2006). En el transcurso de los afios se amplio el nimero de
cultivos para los cuales se utilizan abejorros como polinizadores. Actualmente las
colonias son comercializadas tanto para cultivos en invernadero como a campo
entre los que se encuentran diversas hortalizas, frutales y forrajeras (Estay 2007,
Velthuis y van Doorn 2006, Matheson 1996).

Desde el comienzo de la comercializacidén han surgido numerosas empresas
productoras de colonias de abejorros; no obstante tres grandes compafiias
instaladas en varios paises son las encargadas cubrir la mayor parte del mercado e
incluso abastecer a centros de investigacion (Velthuis y van Doorn 2006). A pesar
que los aspectos generales de la técnica de cria son de dominio pablico debido a
las diversas publicaciones cientificas, los detalles que la hacen eficiente no son
totalmente conocidos. Cada uno de los productores comerciales de abejorros ha
perfeccionado y mecanizado la técnica de cria y manejo generando sus propios
sistemas de cria, informacidn que es mantenida en secreto (Velthuis y van Doorn
2006).

En las dltimas décadas centros de investigacion en distintas partes del
mundo han continuado la investigacion buscando mejorar la técnica de cria para
hacerla mas eficiente, generalmente trabajando con B. terrestris. Varios trabajos
se han focalizado en evaluar o desarrollar diferentes métodos de estimulacion de
la reina para que inicie un nido (Kwon et al. 2006, 2003, Gretenkord y Drescher
1997). Otros investigadores se han enfocado en el estudio de la diapausa de las
reinas (Beekman et al. 1999, 1998), uno de los temas que aln necesita mayor
conocimiento para un mejor control de esta etapa tan critica para la cria continta
de abejorros. Diversos estudios han evaluado diferentes factores y condiciones
que influyen en las distintas etapas del ciclo de cria. Se han determinado la
temperatura y humedad relativa necesarias durante la hibernacion artificial de
reinas (Yoon et al. 2010a), asi como las condiciones de luz en los dias previos al
inicio de la colonia (Yoon et al. 2010b) que resultan en un mayor éxito de cria.
También ha sido evaluada la influencia del régimen de luz sobre la regulacion del

tamafio corporal de las obreras (Amin y Kwan 2011b) y sobre el éxito de
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apareamiento en condiciones controladas (Amin y Kwan 2011a). Incluso existen
trabajos, como el de Jie et al. (2005) en China, en el cual se evallan varias etapas
del proceso de cria a distintas condiciones, estableciendo las mas optimas para la
cria a lo largo del afio. Adicionalmente, hay trabajos que revisan los distintos
factores y condiciones que deben controlarse para el mantenimiento de las
colonias maduras en buen estado (Duchateau 2006, van Doorn 2006).

Hasta donde se ha consultado no existen patentes para todo el proceso de
cria. Existen patentes para determinados procedimientos o materiales que pueden
hacer al proceso completo de cria méas eficiente. Por ejemplo, estd patentado
internacionalmente un método para obtener reinas nuevas tempranamente
generando una colonia con obreras en presencia de huevos fertilizados y/o larvas
(De Ruijter 1997, van den Eijnde et al. 1991, Petronella; US Patent 6062945, EPO
Patent 838996), técnica que facilita mucho la cria continua especialmente cuando
se hace a gran escala. También esta patentada una caja-nido con controlador de
temperatura interno, la cual permite la utilizacion de abejorros para polinizacion
durante todo el afio (Otomo, Tezuca; US Patent 5895310).

La informacidn acerca de la metodologia general de cria esta disponible en
numerosos articulos cientificos (Amin y Kwan 2011a, 2011b, Yoon et al. 2010a,
2010b, Ptacek y Drobna 2006, Velthuis y van Doorn 2006, Kwon et al. 2006,
2003, Gretenkord y Drescher 1997, Ptacek 1991, van den Eijnde et al. 1991,
Raoseler 1985) y en libros especificos del tema (Evans et al., 2007) o de temas
relacionados (O Toole 2003, Matheson 1996, Free 1993).

Distintos investigadores utilizan variantes en las distintas etapas que hacen
del proceso completo pero en lineas generales la metodologia es basicamente la
misma y puede resumirse en los siguientes pasos. 1) Inicio de la colonia. La cria
puede realizarse a partir de reinas fecundadas recolectadas en el campo en
primavera cuando emergen de su hibernacién, lo que resulta en un 20 a 50 % de
éxito en el inicio de la colonia (Evans et al. 2007); o una vez que el sistema de
cria esta establecido puede hacerse con reinas producto del mismo, que han sido
apareadas e hibernadas en condiciones controladas, obteniéndose en estos casos
mayor exito de inicio de colonia (Evans et al. 2007). Las reinas fecundadas son

confinadas a pequefios cajas-inicio y son aprovisionadas con jarabe al 50 % de
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azucar y “pan de polen” (mezcla de polen fresco de abejas meliferas con jarabe),
alimento que debe ser cambiado cada dos dias por lo menos. El disefio y el
material de las cajas son variados, siendo madera y plasticos los més utilizados.
Las medidas interiores en general no superan los 5 x 10 x 15 cm. Las reinas
confinadas son mantenidas en total oscuridad o con iluminacion roja a
temperatura y humedad constantes; los rangos utilizados para estas variables van
desde los 27 °C a los 30 °C y desde 50 % a 70 % de humedad relativa. Las reinas
pueden ser colocadas solas o pueden utilizarse distintos métodos para una mayor
estimulacion de la puesta por parte de la reina. Colocar dos reinas juntas, 0 una
reina junto con algunas obreras de su especie o incluso de especies del género, o
junto a varias abejas meliferas recién emergidas, o junto a pupas de abejorro e
incluso pupas artificiales, son algunos de los métodos que han sido utilizados. Una
vez que la reina comienza a oviponer la cantidad de alimento suministrado va
aumentando gradualmente, continudndose este incremento al emerger las obreras.
Cuando la primer camada de obreras ha emergido (de 4 a 8 obreras), la colonia es
transferida a cajas-nido de mayor tamafio. El disefio y el material de estas cajas-
nido también son variables y muchas veces depende de la utilidad que se le daré a
la colonia. Nuevamente madera y plasticos son los materiales mas frecuentemente
utilizados y las dimensiones interiores son en general no menores a 20 x 20 x 15
cm. El nido puede mantenerse cerrado a temperatura controlada y provisto con
suficiente alimento, o puede ser trasladado al campo y permitir a las obreras
pecorear libremente para abastecer a la colonia. 2) Obtencion de reproductores y
apareamiento. Luego de su desarrollo normal las colonias alcanzan su madurez y
comienzan a producir machos y nuevas reinas. Estos son capturados y colocados
en jaulas de apareamiento de 40 x 40 x 60 cm, o mayores, a razén de dos machos
por reina evitando el apareamiento entre hermanos. Estas jaulas se colocan a
temperatura ambiente bajo luz solar o iluminacion artificial intensa ya que estas
condiciones promueven el éxito de apareamiento. Se controlan periodicamente y
las reinas apareadas van siendo separadas y alimentadas con jarabe. 3)
Hibernacion de las reinas. Las reinas fecundadas son mantenidas a una
temperatura entre 3 y 5 °C y una humedad relativa mayor a 60 %. La forma de

almacenamiento puede variar en cuanto al material y tamafio de los recipientes
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utilizados, a la utilizacién o no de un sustrato como la turba para controlar la
humedad y al numero de reinas confinadas juntas. Las reinas pueden ser
mantenidas en esas condiciones por diferentes periodos de tiempo, siendo el
maximo aproximadamente 6 meses que es el periodo aproximado de hibernacion
natural. 4) Evitacion o interrupcion de la diapausa. Para comenzar un nuevo ciclo
de cria en cualquier momento del afio (independientemente del ciclo natural de los
abejorros) las reinas fecundadas son estimuladas mediante la narcotizacion con
diéxido de carbono. Esto puede realizarse para evitar la entrada de reinas en
diapausa o para terminar la diapausa en reinas que han hibernado por distintos
periodos de tiempo.

Siguiendo esta técnica general, adaptandola y perfeccionandola para las
distintas especies de acuerdo a sus requerimientos, se conseguiria la cria artificial
de abejorros a lo largo del afio.

La mayoria de las especies que han sido y son criadas artificialmente en la
actualidad, tanto para investigacién como para su comercializacion, son de origen
euroasiatico y norteamericano. La principal, es la especie euroasiatica Bombus
terrestris, que incluso es comercializada fuera de su rango geogréafico natural
llegando a Japon, China, Chile y Nueva Zelanda (Velthuis y van Doorn 2006).
Conociendo el riesgo que puede traer la introduccion de especies exoticas
(competencia con especies nativas, introduccion de nuevos parasitos vy
enfermedades, entre otros) (Dafni et al. 2010, Goulson 2010a, Inoue et al. 2008,
Goulson 2003a, de Ruijter, 1997), la mejor estrategia es intentar utilizar las
especies nativas (Evans et al. 2007, Ings et al. 2006). La principal dificultad para
esto es que se debe adecuar la técnica para la cria de las especies nativas. Desde el
comienzo de la domesticacion de los abejorros es claro que no todas las especies
pueden ser criadas con la misma facilidad (Plath 1923). En este sentido, es sabido
que la cria en condiciones controladas de las especies pertenecientes al grupo
denominado “hacedores de bolsillo” (se refiere a la forma en que las crias son
alimentadas), es mas complicada y demandante que la del otro grupo denominado
“almacenadores de polen” al cual pertenecen las 5 especies comercializadas en el
mundo (Ptacek y Drobna 2006, Velthuis y van Doorn 2006, Griffin et al. 1991,

Plath 1923). Las especies sudamericanas, incluidas B. atratus y B. bellicosus
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presentes en Uruguay, pertenecen al grupo “hacedores de bolsillo”. A pesar de las
dificultades, es posible criar estas especies adecuando y mejorando la técnica,
existiendo experiencias de cria exitosa en Brasil (Gardfalo 1979), Colombia (Cruz
et al. 2008, Aldana et al. 2007) y en Chile (Patricia Estay, comunicacion
personal, 20 de octubre del 2009). En el caso de Chile la técnica de cria de su
especie nativa B. dalhbomii se encuentra en proceso para obtener la patente
(Patricia Estay, comunicacion personal, 20 de octubre del 2009).

En Uruguay también hay experiencias de cria en laboratorio con resultados
esperanzadores. La primera experiencia la realizaron Varela y Rebuffo (1999) en
los afios 90. Siguiendo la técnica sugerida en la bibliografia del momento lograron
gue un alto porcentaje de las reinas utilizadas ovipusieran, llegando al estado
larval un 65,2 % de las posturas y al estado adulto un 13 % de la misma. A pesar
de obtener resultados exitosos los trabajos fueron discontinuados. Luego de una
década, en la Facultad de Ciencias un grupo de investigacion, siguiendo la técnica
sugerida en la bibliografia y las recomendaciones de técnicos chilenos, inicié una
cria en laboratorio a pequefia escala de las dos especies nativas de abejorros mas

comUnmente encontradas en el pais.

1.4. DESCRIPCION DEL PROBLEMA A SER ABORDADO Y
RELEVANCIA DEL MISMO PARA EL SECTOR PRODUCTIVO

El trébol rojo es una de las principales leguminosas forrajeras utilizadas en
Uruguay para la alimentacion del ganado. Aunque en el pais se produce semilla el
rendimiento promedio de semilla (120 kg/ha), se encuentra lejos de su potencial
bioldgico, que obedece en parte a la dificultad de polinizar eficientemente esta
leguminosa. Este trabajo esta dirigido a superar esta dificultad utilizando como
agentes polinizadores a dos especies nativas de abejorros: Bombus atratus y B.
bellicosus. El principal problema de la polinizacién con estos insectos es que
generalmente no son suficientemente abundantes para lograr una polinizacion
adecuada y las poblaciones pueden fluctuar de un afio a otro, y entre regiones, en
respuesta al cambio de las condiciones ambientales. Sin embargo, la densidad de

abejorros en una plantacion puede aumentarse preservando y fomentando lugares
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propicios para la anidacion y/o extrayendo nidos naturales y ubicandolos en cajas
de madera especialmente disefiadas que permiten su traslado. Esta Gltima
posibilidad ha sido empleada con éxito en por investigadores nacionales pudiendo
mantener las colonias en buenas condiciones durante periodos prolongados de
tiempo. En esta tesis se pretende utilizar esta tecnologia para evaluar la capacidad
polinizadora de las dos especies nativas en trébol rojo esperando mejorar el
rendimiento de semillas. De encontrarse resultados positivos los semilleristas
contaran con la informacion obtenida conjuntamente con las recomendaciones
para incrementar la poblacion de abejorros con el fin de aumentar la produccion

de semillas.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Obijetivo General

1. Evaluar la capacidad polinizadora de los abejorros nativos Bombus atratus y
B. bellicosus en el trébol rojo en condiciones de campo.

2. Determinar la metodologia adecuada para obtener eficientemente colonias de
abejorros nativos Bombus atratus y B. bellicosus en condiciones de

laboratorio.

1.5.2. Obijetivos Especificos

2. Estimar la poblacion y determinar el ritmo de actividad de cada colonia
trasladada al semillero.

3. Cuantificar el N° de inflorescencias por unidad de superficie durante el
periodo de floracion.

4. Cuantificar la densidad de abejorros sobre la pradera de trébol rojo a
diferentes distancias de los nidos durante todo el periodo de floracion.

5. ldentificar y medir la densidad de otros insectos polinizadores.

6. Determinar el origen botanico del polen colectado por los abejorros
durante todo el viaje de pecoreo y el polen y néctar almacenado en los

nidos.
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10.

11.

12.

13.

Cuantificar nimero de flores e inflorescencias que visita la abeja melifera
y ambas especies de abejorros, en un minuto. Se tendré en cuenta si llevan
0 no carga de polen.

Determinar el rendimiento de semillas por unidad de superficie, de
semillas por inflorescencia y el peso de 1000 semillas.

Determinar si el rendimiento de semillas se relaciona con la densidad de
abejorros.

Determinar produccién de semilla de trébol rojo en ausencia de
polinizadores, en presencia de abejas melifera Unicamente y en presencia
de abejorros Unicamente.

Evaluar el método de estimulacion de reinas fecundadas para que inicien
la construccidn de un nido y la oviposicion.

Evaluar si las condiciones de cautiverio empleadas son adecuadas para
promover el crecimiento poblacional de las colonias.

Obtener informacion acerca de la duracién y eficiencia de cada una de las

etapas de la cria.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. EVALUACION DE LA CAPACIDAD POLINIZADORA

2.1.1. Aspectos generales

Las actividades de campo se realizaron durante los meses de marzo y abril
del afio 2010, en La Estacion Experimental La Estanzuela del Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA-LE) ubicada en la ruta 50, km 11 del
departamento de Colonia (34° 20° S, 57° 41 W). Se utiliz6 un semillero de 5
hectareas de trébol rojo del cultivar Estanzuela 116, que se encontraba en su
segunda floracion. Previo al inicio del trabajo se realizaron las tareas de busqueda
y traslado de nidos de abejorros y el marcado de las parcelas experimentales en la
pradera. Durante el periodo de estudio los diferentes registros se hicieron los dias:
6, 12, 17, 22, 27 y 31 de marzo y 7 de abril. El dia 12 de abril se realizo el corte
del semillero.

Las tareas de laboratorio para determinar el rendimiento de semillas se
llevaron a cabo durante los meses de junio y julio del 2010 y el analisis
palinolégico de las muestras de polen y néctar se hizo de octubre a diciembre del
mismo afio en el Laboratorio de semillas de INIA-LE y en la Seccién Etologia de

la Facultad de Ciencias, respectivamente.

2.1.2. Obtencion de nidos de abejorros

Durante el mes de febrero se realiz6 una exhaustiva busqueda de nidos de
abejorros concentrada en los departamentos de Canelones y Montevideo y
también en INIA-LE. Una vez localizado un nido se anestesiaba la colonia con
nitrato de amonio liberado con un ahumador. El nido y los abejorros se trasegaban
a cajas-nido de madera (20 x 30 x 20 cm). Estas cajas tienen una tapa de vidrio
corrediza y un sobretecho de madera (Figura 1). Las cajas se dejaban al menos un
dia en el lugar donde se encontraba el nido para capturar a todos los abejorros que
se encontraban pecoreando y favorecer la adaptacion de la colonia. El cierre y

traslado de las cajas se hizo de noche para perder la menor cantidad posible de
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individuos. Se obtuvieron 10 colonias de diferente tamafio, 7 de B. atratus y 3 de
B. bellicosus, las que fueron trasladadas al semillero y colocadas con la entrada
dirigida hacia el cultivo en un extremo y cubriendo el ancho del mismo. También
se incluyeron dos colonias de B. atratus obtenidas mediante una técnica de cria

artificial en laboratorio.

-~

Figura 1. Localizacion y extr
B). Colonias en cajas de maderas (C). Nidos de abejorros trasladados al
semillero de trébol rojo en INIA- LE (D).

18



Tabla 1. Especie, lugar de localizacion, poblacion inicial y fecha de traslado al

semillero de trébol rojo de las colonias de abejorros utilizadas.

N° Especie Lugar de localizacion Poblacioén inicial Fecha de traslado
Nido 1 B. atratus Laboratorio 20 4 de marzo

Nido 2 B. bellicosus Sauce (Canelones) 120 4 de marzo

Nido 3 B. atratus Facultad de Agronomia (Mdeo) 80 4 de marzo

Nido 4 B. atratus Facultad de Ciencias (Mdeo) 150 4 de marzo

Nido 5 B. atratus Sauce (Canelones) 120 4 de marzo

Nido 6 B. atratus Laboratorio 20 4 de marzo

Nido 7 B. bellicosus Sauce (Canelones) 50 10 de marzo
Nido 8 B. bellicosus Sauce (Canelones) 150 10 de marzo
Nido 9 B. atratus INIA-LE (Colonia) 100 15 de marzo
Nido 10  B. atratus INIA-LE (Colonia) 100 15 de marzo
Nido 11  B. atratus Sauce (Canelones) 50 17 de marzo
Nido 12  B. atratus Sauce (Canelones) 70 22 de marzo

2.1.3. Demarcacion de las parcelas experimentales de trébol rojo

Al comenzar la floracién se delimitaron 5 parcelas de 2 x 5 m a 40, 80, 120,
160 y 200 metros desde la ubicacion de los nidos, resultando en un total de 25
parcelas (Figura 2). El dia 4 de Marzo, antes de iniciar los registros, se eliminaron
todas las inflorescencias maduras de coloraciéon marrén (posiblemente ya
polinizadas) dejando las inflorescencias de color rosado fuerte que son las
atractivas para los insectos polinizadores, asi como aquellas en las que las flores
no habian abierto aun. Las inflorescencias que poseian al menos algunas flores
rosado fuerte fueron contadas en cada dia de registro de la actividad de los

abejorros en la pradera.

2.1.4. Instalacion de carpas de aislacidén de insectos

Al comienzo de la floracion se colocaron en diferentes puntos del semillero
elegidos al azar 9 carpas de 3 x 4 m cubiertas con un tejido de 1 mm de
perforacion a 1 m de altura para impedir el acceso de insectos sin afectar el
normal crecimiento del trébol rojo (Figura 2). En tres carpas se coloco un ndcleo

de cuatro cuadros de abejas meliferas (8000 obreras aproximadamente), en una
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carpa un nido de abejorros B. atratus con aproximadamente 100 obreras y las
restantes tres carpas permanecieron sin polinizadores. Antes de colocar los nidos
dentro de las carpas, se extrajeron todas las inflorescencias maduras que ya habian

sido polinizadas.

21" S 57°43'02.60" 0O elevacion 71 m

© 2012 Google
Figura 2. Semillero de trébol rojo de INIA- La Estanzuela.
En la imagen se indica la ubicacion de los nidos, de las
carpas de aislacion (sefialadas con «) y de las 25 parcelas a

las diferentes distancias.

2.15. Actividad de los abejorros

La actividad de los abejorros en los nidos y sobre la pradera se evalto en
tres momentos del dia: mafiana (8-12 hs), mediodia (13-16 hs) y tarde (17-20 hs),
durante todo el periodo de estudio.

2.1.5.1. En los nidos

Para evaluar el ritmo de la actividad de pecoreo de las colonias en los
distintos momentos del dia, se registrd en cada nido durante 15 minutos el nimero
de individuos que salian y entraban, sefialando en estos Gltimos si cargaban polen
o no (Figura 3A). Al finalizar este registro se tap6 el orificio de entrada a las
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cajas-nido y se capturaron algunos abejorros que llegaban cargando polen, los
cuales fueron guardados en freezer para posteriormente analizar el origen botanico

de la muestra de polen (Figura 3B).

Figura 3. Observacion y registro del nmero de abejorros que entran y salen de
los nidos (A). Abejorros capturado al regresar de un viaje de pecoreo con carga
de polen (B).

Durante la noche se evalud el estado de los nidos retirando el sobretecho de
madera y observando a traves del vidrio con ayuda de una linterna. En esta
instancia se cont6 el ndmero de individuos, identificando obreras, machos y
reinas. También se observaba si los nidos tenian puestas de huevos recientes como
indicativo del crecimiento de la colonia (objetivo 1) (Figura 4A). Posteriormente,
se retiraba la tapa de vidrio y con la minima luz necesaria se tomaban muestras del
polen y néctar almacenados. La extraccion de polen se realiz6 con una pequefia

espatula y la de néctar con una jeringa (Figura 4B, C). Las muestras fueron

guardadas en freezer hasta su posterior analisis palinoldgico (objetivo 5).

Figura 4. Observacion de los nidos de abejorros (a), presencia d extraccion de

polen (b) y néctar de “pots” de nidos de abejorros (c).
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2.1.5.2.  En las parcelas experimentales

En cada parcela se registré durante tres minutos, el namero de abejorros que
estaban pecoreando en las inflorescencias de trébol rojo sefialando la especie, la
casta y si poseian carga de polen o no. La distincion de las especies de abejorros
se realizaron por la coloracion que presentan, pudiendo ser los individuos de B.
atratus; sélo negros (Figura 5 izquierda) o negros con bandas amarillas y B.
bellicosus; con torax amarillo y abdomen negro con una terminacion marrén claro
(Figura 5 derecha). Por su parte, las reinas y los machos son facilmente
discriminados por ser las primeras, de mayor tamafio y los segundos, por poseer
antenas mas largas y el abdomen mas estrecho que las obreras. Ademas se
registraron otros insectos observados pecoreando determinando el grupo al que

pertenecen y la especie en los casos que fuese posible.

Figura 5. Individuos de B. atratus (izquierda) y B. bellicosus (derecha)

pecoreando sobre trébol rojo.

2.1.5.3. En todo el semillero

De forma complementaria al método anterior, se determiné la densidad de
abejorros en todo el semillero. Para ello, se establecieron cuatro transectas
ubicadas entre las parcelas a una distancia entre ellas de 10 m. A lo largo de cada

transecta se marcaron 11 tramos de 20 m cada uno (220 m total). Las transectas
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fueron recorridas a velocidad constante registrando la especie de todo abejorro
observado y de ser posible si poseian carga de polen o no.

2.1.6. Colecta de polen en colmenas de abejas meliferas

Los dias 31 de Marzo y 7 de Abril se colocaron trampas cazapolen de
piquera en 5 colmenas de un apiario de 30 colmenas ubicado a aproximadamente
700m del semillero de trébol rojo. Las muestras de polen corbicular se guardaron
en freezer hasta su posterior andlisis palinoldgico (objetivo 5).

2.1.7. Velocidad de pecoreo de B. atratus, B. bellicosus y A. mellifera

Individuos de B. atratus, B. bellicosus y A. mellifera con y sin carga de
polen fueron seguidos durante 1 minuto, registrando el numero de flores e
inflorescencias que visitaron (objetivo 6). EI nimero de flores es observable en el
campo debido a que tanto el abejorro como la abeja melifera una vez que aterriza
en una inflorescencia introduce la proboscide y gran parte de la cabeza para
extraer néctar y/o polen, comportamiento que es facilmente distinguible. A fin de
determinar el numero de flores visitadas en cada inflorescencia, se analizo el
registro realizado el 7 de abril. Siendo este dia el que las tres especies se

encontraron igualmente representadas.

2.1.8. Rendimiento de semillas

El 12 de abril la mayoria de las inflorescencias estaban maduras quedando
algunas pocas que pudieran resultar atractivas para los abejorros. Para determinar
el efecto de los polinizadores en la produccion de semillas se evalud el
rendimiento en muestras tomadas de cada parcela y en las carpas (objetivos 7, 8 y
9). Para ello se utilizaron dos cuadrantes de 0,5 x 0,5 m que fueron lanzados uno
hacia el lado izquierdo y otro hacia el lado derecho desde el centro de uno de los
laterales de cada parcela.

En la superficie encerrada en el cuadrante, se contd el ndmero de
inflorescencias maduras e inmaduras, descartandose estas ultimas. Toda la

biomasa del cuadrante se cortd al ras y fue guardada en bolsas de papel
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etiguetadas. Cada muestra fue pesada y puesta a secar en estufa a 35°C durante 48
horas y posteriormente durante otras 48 horas a 40°C. Una vez secas todas las
muestras, se volvieron a pesar y se separaron todas las cabezuelas contenidas en
las bolsas, agrupando las correspondientes al lado derecho y al lado izquierdo de
cada parcela. De cada conjunto se tomaron 10 cabezuelas maduras las que fueron
trilladas individualmente y sobre las cuales se realizaron las determinaciones de
los componentes de rendimiento a nivel de las inflorescencias (Figura 6).

El resto de las inflorescencias, provenientes de los cuadrantes muestreados,
se trillaron utilizando una caja de madera con la superficie interna de goma en la
que se colocaron no mas de 6 cabezuelas de trébol por vez. La muestra se frotd
con un cepillo que también tiene superficie de goma, disociando de esta manera
todo el material. Al resultante de este procedimiento se lo limpi6 en una maquina
(Blower) que consiste en un tubo de acrilico en el cudl se activa una corriente de
aire ascendente, que permite separar el material seco (muy liviano) de las
semillas viables, que son mas pesadas. Una vez finalizada la limpieza, se peso la
semilla limpia obtenida y sobre cuatro repeticiones de 100 semillas, utilizando una

balanza de precision, se determiné el peso de 1000 de las semillas. Las semillas

inmaduras fueron descartadas.

Figura 6. Seleccion de cabezuelas maduras de cada parcela (A). Conteo de
namero de flores de cada inflorescencia (B) y del numero de semillas de cada

inflorescencias (C).
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2.1.9. Determinacion del origen botanico de las muestras de polen y néctar

Las muestras de polen de abejas meliferas y las de néctar y polen de
abejorros fueron observadas en un microscopio optico (400 x) (Figura 7). El
origen botanico de los granos de polen se determiné utilizando guias palinoldgicas
de referencia. Tanto en las muestras de polen como las de néctar se contaron e
identificaron no menos de 200 granos de polen considerando dicha cantidad como
representativa de la muestra. De todos modos, una vez alcanzada esta cifra se
realiz6 un recorrido por todo el preparado para descartar la presencia de gran