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Resumen

En 2017, se dividieron plantas de trébol rojo (genotipo TRG), Trifolium pratense L. (Fabaceae), en tres tratamientos de polinizacién
entomdfila (Bombus pauloensis, Apis mellifera, polinizacion libre) y un testigo sin polinizacion entomdfila. Se utilizaron 16 parcelas
y jaulas que contenian 40 individuos de B. pauloensis o nicleos de cuatro cuadros de A. mellifera; la jaula de exclusion no tenia
insectos. Se colocaron trampas de agua en las parcelas de polinizacion libre. Una vez cosechado, se determiné ndmero y peso de
semillas por planta. La longitud de proboscis medida para Apis (5,02 mm) fue menor (p<0,0001) que la de Bombus (7,60 mm) que,
ademas, supera la corola del trébol rojo (7,00 mm). Las trampas mostraron la casi ausencia de polinizadores naturales en el ambiente.
Bombus pauloensis logré alto rendimiento de trébol rojo (113 mg semilla/planta); pero, el logrado con Apis (57 mg semilla/planta) no
es despreciable.

Palabras clave: Apis mellifera, Bombus pauloensis, polinizacion de cultivos, trébol rojo, Trifolium pratense.

Impact of insect pollination on seed production of red clover, Trifolium pratense L.

Abstract

In 2017, red clover, Trifolium pratense L., plants (genotipo TRG) were divided into three insect pollination treatments (Bombus
pauloensis, Apis mellifera, open pollination) and a control without insect pollination. Sixteen plots were used and cages with 40 B.
pauloensis individuals or 4-frame A. mellifera nucs; the exclusion cage contained no insects. Water traps were deployed in open
pollination plots. Once harvested, number and weight of seeds per plant were determined. Probosces measured for Apis (5,02 mm) was
shorter (p<0,0001) than Bombus (7,60 mm) which also surpassed red clover corolla length (7,00 mm). Traps showed the almost
complete absence of pollinators in the environment. Bombus pauloensis achieved high yields of red clover (113 mg seeds/plant); but
yields achieved by Apis (57 mg seeds/plant) should not be disregarded.

Key words: Apis mellifera, Bombus pauloensis, crop pollination, red clover, Trifolium pratense.

INTRODUCCION contenido de proteinas y digestibilidad, ademas de la

capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. En la region

El trébol rojo, Trifolium pratense L. (Fabales:
Fabaceae), es una planta perenne nativa de Eurasia y
Africa que posee, como muchas otras especies de la
misma familia, buena calidad de forraje por su elevado

pampeana, en general su produccién disminuye mucho
luego del segundo afio, lo que lo hace apto para
rotaciones cortas. En siembras consociadas con
gramineas u otras fabaceas, también produce altos
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volimenes de forraje en el primer ciclo de crecimiento,
caracteristica que justifica su inclusion en mezclas
forrajeras de rotacion corta. Varios factores pueden
afectar la persistencia potencial de la especie, como
enfermedades, desordenes fisioldgicos, plagas, manejo
de la defoliacion y ciclo de la planta (Barletta et al.,
2013; INIA, 2017).

La presencia de insectos polinizadores resulta
indispensable para la produccion de semilla de trébol
rojo debido a la autoesterilidad de este cultivo (Darwin,
1871). Los principales 6rdenes de insectos polinizadores
son Diptera, Coleoptera, Hymenoptera y Lepidoptera
(Kevan, 2008). Segun Cardmbula (1981), la busqueda
de polinizadores eficientes para el trébol rojo ha dado
lugar a numerosos trabajos donde se destaca la
importancia relativa de cada uno. Sin embargo, ademas
de Apis mellifera y de los abejorros del género Bombus,
son pocos los insectos capaces de polinizar este cultivo
(Arretz & Macfarlane, 1986; Free, 1993; Nates-Parra,
2005; Rao & Stephen, 2009; Salvarrey et al., 2017), ya
que muchos no tienen la proboscis lo suficientemente
larga como para acceder a los nectarios ubicados en el
fondo del tubo floral. Si bien se discute la habilidad de
la abeja melifera (A. mellifera) para polinizar el trébol
rojo, se han demostrado incrementos en el rendimiento
de semillas cuando se colocan colmenas de éstas en el
cultivo (Forster & Hadfield, 1958; Palmer-Jones et al.,
1966; Free, 1993). Para la produccion de semillas en un
forraje, se busca lograr una polinizacion rapida que evite
que la floracion se extienda en el tiempo y asi promover
mayor uniformidad al momento de la cosecha. Ademas,
se disminuye el riesgo de exposicion de la semilla a
plagas, enfermedades, condiciones climaticas
desfavorables, productos agroquimicos y se ahorra en
agua (Kluser et al., 2010).

Todavia no existe en la generalidad de los
productores una conciencia sobre el riesgo que conlleva
la merma y escasez de polinizadores, ni se cuenta con
informacion cientifica regional sobre las poblaciones de
especies silvestres (Kremen, 2005; Hederstrom et al.,
2021; Jing et al., 2021a,b). Reclamar el reconocimiento
de la apicultura como servicio de polinizacion y
preservar a otros polinizadores requiere un soporte
técnico que demuestre su importancia econdémico-
productiva y ambiental, ademéas de fundamentar
técnicas de manejo y politicas publicas. Los objetivos
del trabajo fueron determinar si existen diferencias entre
la produccién de semillas de T. pratense (genotipo TRG)
utilizando cuatro diferentes escenarios de polinizacion e
identificar en cudl de ellos se logra el mayor rendimiento
de semilla. Los cuatro tratamientos fueron polinizacion
con Bombus pauloensis (PB), polinizacion con Apis
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mellifera (PA), polinizacion libre por polinizadores
silvestres (PL) y polinizacién restringida sin insectos
polinizadores (PR). Se esperaba que, al igual que
muchos otros cultivares de trébol rojo, la produccion de
semilla por autofecundacién de este genotipo fuera muy
baja comparada con la obtenida por fecundacion
entomofila. También se esperaba que la produccion de
semillas lograda mediante polinizacion por B.
pauloensis (=B. atratus; véase Moure & Melo, 2012),
fuera la mas alta. Ademas, se queria determinar si era
posible que Bombus bellicosus Smith, la Gnica especie
silvestre de este género en la zona, utilizaria al trébol
rojo como recurso.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con T. pratense, genotipo TRG, de la
empresa Gentos SA (Pergamino, Buenos Aires,
Argentina). Se sembraron plantineras en invernaculo en
dicha ciudad, el 7 de marzo de 2017, utilizando in6culo
especifico. EI 20 de septiembre de 2017, se
transportaron al predio del Departamento de
Agronomia, Universidad Nacional del Sur, Bahia
Blanca. Seis dias después, se trasplantaron
individualmente a macetas de 5 litros y se continu6 el
desarrollo de las plantas a campo con riego manual. Se
aplico fertilizante granulado “Triple 15” (15% N; 15 %
P,0s; 15% K0) los dias 9 de noviembre de 2017 y 6 de
diciembre de 2017. El 26 de diciembre, el material en
flor se dispuso en parcelas de 19 plantas cada una.
Aunque no se registré la flora circundante, se
observaron ejemplares en flor de Diplotaxis tenuifolia,
Raphanus sativus, Scabiosa atropurpurea como
espontdneas y Lavandula angustifolia, Solanum
lycopersicon y Cucurbita maxima variedad zapallito de
una huerta aledafa.

En este experimento se aplicaron cuatro tratamientos
de polinizacién con cuatro réplicas cada uno (= 16
parcelas), con distribucién aleatoria en un area de 6 m x
12 m en dos hileras de ocho jaulas. Los tratamientos se
llevaron a cabo en jaulas de exclusion de 2 m x 1 m x
1,5 m con estructura de polipropileno y malla antiafido,
excepto en el caso de Polinizacion Libre (sin jaula) ya
que permite las visitas de todos los polinizadores
presentes en el ambiente. Para el tratamiento con A.
mellifera, se colocd dentro de la jaula la menor unidad
funcional utilizable: un nlcleo de abejas compuesto por
un cuadro de cria operculada, dos cuadros de cria abierta
y uno con reservas de miel y polen. Los cuadros de cria
estaban cubiertos por abejas adultas, ademas de una
reina en produccion. En el caso de B. pauloensis, se
utilizo una colonia comercial de Biobest S.A. (Burzaco,
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Tabla 1. Medias del nimero y peso de semillas por planta de trébol rojo, Trifolium pratense, utilizando diferentes tratamientos de

polinizacién.

Tratamiento de polinizacion

NUmero de semillas/planta

Peso de semillas/planta (mg)

Restringido

Libre

Apis

Bombus

94a

94a

56.6 b

113.3¢c

*Medias de una misma columna con una misma letra no son significativamente diferentes (p < 0.05) LSD Fisher.

Buenos Aires, Argentina) de unos 40 individuos por
jaula. En el tratamiento testigo (Polinizacion
Restringida) se asegurd la ausencia de polinizacion
entomofila utilizando una jaula para la exclusién de todo
tipo de polinizadores.

Los tratamientos de polinizacion se aplicaron desde
la colocacion de las jaulas el 28 de diciembre de 2017
hasta el retiro de los polinizadores comerciales
utilizados el 23 de enero de 2018 (periodo que abarco la
floracion del cultivo). A partir de esta Ultima fecha hasta
la cosecha, se continud regando y desmalezando. En las
parcelas de PA y PB, se abrieron las mallas antiafidos
cuando finalizé la floracion. Las jaulas de PA'y PB se
retiraron el 1 de febrero de 2018, usandolas hasta esa
fecha para mantener un sombreado similar a las parcelas
de PR, las que conservaron las mallas antiafidos
cerradas hasta el momento de la cosecha.

Durante el periodo de ensayo, se colocaron trampas
de agua en las cuatro parcelas de Polinizacion Libre, a
fin de capturar los insectos visitantes. Estas trampas se
colocaron en seis fechas: 11, 12, 14, 19, 20 y 21 de enero
y consistieron en vasos de plastico blancos (Marinozzi
et al., 2018; Boyer et al., 2020) de 180 ml con 100 ml
de agua y unas gotas de detergente sin perfume para
romper la tension superficial y evitar que los insectos
escapen. Los vasos se colocaron de a dos por parcela, a
la altura de las flores. Las trampas se revisaron 24 h
después de colocadas y los insectos atrapados fueron
Ilevados al laboratorio y conservados en freezer hasta el
momento de su identificacion y recuento. Para los
ejemplares dudosos o desconocidos se utilizaron claves
entomoldgicas (Michener et al., 1994; Michener, 2007;
Roig-Jufient et al., 2014), ademés de consultar con
especialistas del Museo
Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino
Rivadavia”.

Para determinar el largo de la proboscis, se midi6 el
largo de varias de sus piezas como el prementdn, los
palpos labiales derecho e izquierdo y la glosa (Medler,
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1962) de 16 ejemplares de B. pauloensis de los nidos
comerciales y de 16 ejemplares de A. mellifera. No se
midieron ejemplares silvestres de B. pauloensis porque
no los hay en la zona donde se realiz6 el ensayo. La
proboscis de cada individuo se estiré sobre papel y se
midid con el calibre digital.

Se utiliz6 el software Infostat (Di Rienzo et al.,
2018) para realizar los analisis estadisticos realizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 19 plantas originales por parcela, se utilizaron
12 a fin de balancear los analisis estadisticos por pérdida
de plantas. Los analisis de varianza realizados mostraron
que el tratamiento con B. pauloensis mostré los mayores
valores respecto al nimero y peso de semillas por planta,
diferencidndose significativamente de los demas. El
tratamiento con A. mellifera obtuvo menores valores de
naimero y peso de semillas por planta que el tratamiento
con B. pauloensis y se diferenci6 estadisticamente del
mismo. Los tratamientos de Polinizacion Libre y
Polinizacion  Restringida no se  diferenciaron
estadisticamente entre si (Tab. 1).

Dada la escasa cantidad de plantas que produjeron
semillas, no se pudo realizar un analisis estadistico sobre
el peso por semilla de los tratamientos de Polinizacion
Libre y Restringida (Fig. 1). El peso por semilla de los
tratamientos B. pauloensis y A. mellifera fue el mismo
(1,8 mg); por lo tanto, el factor que marco la diferencia
de rendimiento fue el nimero de semillas obtenidas
(Tab. 2).

Teniendo en cuenta varios de los componentes de
rendimiento medidos (como peso y nimero de semilla)
se puede inferir que el rendimiento de las parcelas
polinizadas por B. pauloensis fue significativamente
mejor (p<0,05) que el de A. mellifera, lo que coincide
con los  resultados  obtenidos  previamente
(Vanommeslaeghe et al., 2018; Hederstrom et al., 2021;
Jing et al., 2021a,b). Abejas solitarias, abejas meliferas
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Apis Bombus

B CON semilla

Restringido Libre

SIN semilla

Figura 1. Porcentaje de plantas CON y SIN semilla por tratamiento de polinizacion en trébol rojo, Trifolium pratense.

y abejorros se reconocen como  potenciales
polinizadores del trébol rojo (Arretz & Macfarlane,
1986; Rao & Stephen, 2009; Salvarrey et al., 2017),
resultando las especies de abejorros del género Bombus
las mas importantes para esta funcién en la mayoria de
los trabajos de investigacion. Las parcelas de PL no
resultaron en una buena produccion de semilla, por lo
que se desprende que Bahia Blanca no tuvo una fauna
entomoldgica suficiente o adecuada para este propdsito.
Esto no es sorprendente ya que la Unica especie de
Bombus presente en la zona es B. bellicosus
(Abrahamovich et al., 2007) y, en todo el ensayo, sélo
se observo un ejemplar pecoreando el cultivo.

El abejorro utilizado en este ensayo, B. pauloensis,
pertenece a una de las especies del género con proboscis
mayor a 7 mm, longitud considerada suficiente para
alcanzar el néctar de trébol rojo (Holm, 1966). En todos
los casos, las piezas bucales medidas pertenecientes a B.
pauloensis fueron méas largas y se diferenciaron
significativamente (p<0.0001) de las de A. mellifera
utilizando un analisis de varianza y comparacion de
medias por LSD Fisher. Especificamente, sumando los
valores de prementon y glosa se obtuvo 7,6 £ 1,4 mm
para los abejorros y 5,0 £ 0,3 mm para las abejas. La
longitud de proboscis de los insectos evaluados coincide
con los antiguos estudios de Darwin (1871) quien
demostré que el género Bombus era el mas adecuado

para la polinizacién de trébol rojo por su longitud de
proboscis. Arbulo et al. (2011) obtuvieron valores de 8,4
+ 0,65 mm en sus mediciones de proboscis de
ejemplares silvestres de B. pauloensis en Uruguay. Esta
diferencia de longitud de proboscis entre los abejorros
comerciales y una poblacién natural podria deberse a
presion de seleccion en el proceso de domesticacion
(Mortensen et al., 2019).

Trampas para polinizadores

Durante las fechas de floracion del cultivo se
observaron pocos insectos volando a distintas horas del
dia tanto en el cultivo como en la flora circundante. Las
capturas de polinizadores por trampas de agua colocadas
en las parcelas de Polinizacién Libre resultaron escasas.
En total, se capturaron 75 insectos.

El 94,7% de los insectos capturados pertenecian a
uno de los tres 6rdenes mas importantes entre los
polinizadores: Diptera, Coleoptera o Hymenoptera
(Tab. 3). Sin embargo, los valores resultaron bajos en
todos los muestreos realizados, lo que refuerza la
importancia de la polinizaciéon entomoéfila ya que las
parcelas de Polinizacién Libre tuvieron un rendimiento
de semilla muy bajo.

Tabla 2. Peso por semilla (mg) obtenido en distintos tratamientos de polinizacidon de trébol rojo, Trifolium pratense.

Tratamiento de polinizacion

Peso/semilla (mg)

Restringido
Libre
Apis

Bombus

2.1

1.9

1.8

1.8
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Impacto de la polinizacion entomdfila en la produccion de semilla de trébol rojo, Trifolium pratense L. (Fabaceae)

Tabla 3. Capturas en trampas de agua en trébol rojo, Trifolium pratense: D: Diptera, C: Coleoptera, H: Hymenoptera, DCH: Diptera

+ Coleoptera + Hymenoptera.

Ordenes D+DS CzDS H+DS Otros+DS TotalxDS Total DCH+DS
Total* 28 2 41 4 75 71
Media 1,6+0,9 1,0+£0,0 1,6+0,8 1,0+0,0 2,4%1.2 2,3%1,2

n trampas 17 2 26 4 36 31

% del Total 37,3 2,7 54,7 53 100,0 94,7
% de DCH 39,4 2,8 57,7 100,0

CONCLUSIONES

Uno de los objetivos del estudio fue la determinacion
de diferencias en la produccion de semillas de trébol rojo
utilizando diferentes escenarios de polinizacion. El
ensayo permitié identificar que B. pauloensis es, entre
los polinizadores testeados, el mas eficiente para T.
pratense (genotipo GTR). La posibilidad de utilizar A.
mellifera para la polinizacién de trébol rojo no debe ser
inmediatamente descartada por el productor ya que,
aunque no es tan eficiente para el cultivo como B.
pauloensis, aumenta significativamente el rendimiento.
Ademas, al ser una especie muy difundida en el medio
agricola, facilita enormemente la logistica del servicio
de polinizacion. Las parcelas de PR o PL practicamente
no produjeron semilla; es decir que la autofecundacién
fue mucho menor que la lograda por polinizacion
entomdfila. Esto también indica que la entomofauna
silvestre de Bahia Blanca no es la adecuada para la
produccion de semilla de trébol rojo.
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