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RESUMEN

La polinizacion entomdfila es un servicio ecosistémico de regulacion clave para el desarrollo
de semillas en muchas plantas con flor. Estudios previos demuestran que la accion de
polinizadores aumenta la produccién de frutos y semillas incluso en especies autdgamas como
lo es la soja. En esta tesina se abordd la diversidad especifica de insectos polinizadores y de
patdgenos en semillas posiblemente asociados a la polinizacion. Se capturaron insectos por
medio de trampas pan traps y se realizaron muestreos de visitas en flores. Se aplicaron
tratamientos de exclusion de polinizadores, y se evalué la influencia en variables de
productividad (peso de frutos, numero de frutos y peso de semillas), cantidad de semillas
normales y vanas, la calidad de las semillas (cantidad de proteinas y lipidos), peso de plantas,

y la presencia de patdgenos en semillas provenientes de ambos tratamientos de polinizacion.

Fueron capturadas 12 morfoespecies de polinizadores dentro del cultivo. De las
morfoespecies de abejas halladas seis son potenciales polinizadores de la soja segln
bibliografia, y entre ellas la familia Halictidae fue la mas abundante. No se registraron visitas
a las flores durante los periodos de muestreo, lo que sugiere una tasa de visitas muy baja. Las
diferencias halladas no fueron estadisticamente significativas en ninguna de las variables de
productividad ni de calidad de semillas entre tratamientos. Fueron hallados 12 patdgenos
fangicos, dentro de los cuatro mas abundantes, los géneros Phomopsis, Alternaria, y
Cercospora tuvieron una abundancia levemente mayor en las plantas a las cuales los
polinizadores no tuvieron acceso, mientras que Cladosporium fue mayor en plantas expuestas
(p=0,009). EIl hecho que la mayoria de los patdgenos flingicos se encuentren en plantas a las
gue no tuvieron acceso los polinizadores indica que éstos no estarian actuando como agentes

dispersores de esporas de la mayoria de ellos.

La fauna polinizadora esta presente como lo demuestran las capturas en las trampas pero la
tasa de visitas a las flores fue muy baja, lo que puede explicar la falta de significancia

estadistica en los tratamientos de polinizacion.

Palabras clave: abejas, patdgenos, polinizacion, servicio ecosistémico, soja



ABSTRACT

Entomophilous pollination is a key regulatory ecosystem service for seed development in
many flowering plants. Previous studies show that the action of pollinators increases fruits
and seed production even in self-pollinated species such as soybean. This study focused on
the diversity of insect pollinators and seed pathogens possibly associated with pollination.
Insects were registered on soybean flowers and were captured using pan traps. Pollinator
exclusion treatments were applied, and the influence on productivity variables (fruit weight,
fruits number and seeds weight), total normal seeds and total empty seeds, and seed quality
(amount of proteins and lipids), plant weight, and the presence of pathogens in seeds from
both pollination treatments were evaluated.

Twelve morphospecies of pollinators were captured in the crop. Six of found bees are
potential soybean pollinators according to the literature, and the family Halictidae was the
most abundant. No flower visits were recorded during the sampling periods, suggesting a very
low visitation rate. The differences found were not statistically significant in any of the
productivity or seed quality variables between treatments. Twelve fungal pathogens were
found. Among the four most abundant the genera Phomopsis, Alternaria, and Cercospora
were slightly more abundant on plants without pollinators, while Cladosporium was more
abundant on plants with pollinators (p=0.009). The fact that more fungal pathogens were
found on plants without pollinators indicates that pollinators would not be acting as spore

dispersing agents for most of them.

The pollinator fauna was present as evidenced by trap captures but the rate of flower visits
was very low, which may explain the lack of statistical significance in the pollination

treatments.

Key words: bees, pathogens, pollination, ecosystem service, soybean



INTRODUCCION

La polinizacion es un proceso ecosistémico clave para el desarrollo de las semillas en las
plantas. Esta consiste en la transferencia de granos de polen de los 6rganos masculinos de la
flor a los femeninos de la misma flor, o entre flores, lo que hace posible la formacion de
frutos y semillas (Garibaldi et al., 2012). Durante la misma, el transporte del polen puede
llevarse a cabo por el agua, viento o animales. La polinizacion entomofila, por medio de
insectos, es un servicio ecosistémico de regulacion fundamental para el bienestar humano, la
agricultura, el mantenimiento de muchos otros procesos y funciones naturales de los
ecosistemas y el mantenimiento de una gran diversidad de especies de plantas (IPBES, 2016;
Kremen et al., 2002; Meléndez Ramirez et al., 2020). La misma es realizada principalmente
por insectos (abejas, avispas, hormigas, moscas, mariposas y polillas). Ademas, muchos de
los cultivos que forman parte esencial de nuestra alimentacion dependen de los polinizadores
para producir frutos y semillas (Sosenski & Dominguez, 2018). La polinizacién mediada por
animales contribuye a la reproduccion sexual de méas del 90% de las aproximadamente
250.000 especies de angiospermas modernas (Kearns et al., 1998). Tal es asi que 39 de los 57
principales cultivos del mundo aumentan la calidad o la cantidad de los frutos o las semillas
gracias a los insectos polinizadores, siendo importantes en el 35% de la produccién mundial
de cultivos (Klein et al., 2006). Cabe destacar que los cultivos agricolas varian en el grado de
dependencia de la polinizacion animal, desde aquellos para los que la polinizaciéon animal es
irrelevante, porque se autopolinizan o son polinizados por el viento (ej.: maiz, trigo, arroz)
hasta los que dependen estrictamente de la polinizacién animal (ej.: algunas especies con
flores unisexuales como las cucurbitas y kiwi, entre otros; Klein et al., 2006; Aizen & Harder,
2009). Se ha estimado que el 70% de los cultivos incrementa en mayor o menor medida su
produccién cuando sus flores son visitadas por polinizadores. La mayoria de los cultivos
depende parcialmente de polinizadores cuya desaparicion produciria una reduccion de la
produccion. Ejemplos de dependencia parcial por esas razones son la mayoria de las
oleaginosas (como girasol, canola y soja) y algunos frutales, tanto de zonas templadas (por
ejemplo manzanas, duraznos, peras y ciruelas) como subtropicales y tropicales (entre ellos
café, papaya, mango y palta). A pesar de esta dependencia incompleta, la reduccion en el
rendimiento de muchos de esos cultivos en ausencia de polinizadores puede superar el 50%
(Garibaldi et al., 2012). Si bien la produccion y la diversidad de la agricultura parecen
depender en gran medida de la polinizacion bidtica (Aizen et al., 2009) los fundamentos
ecologicos y econdémicos de la mayoria de los servicios ecosistémicos son poco conocidos, 1o

que impide su conservacion y gestion (Kremen et al., 2002).



En términos generales, el rendimiento de un cultivo depende del potencial productivo de la
variedad, del ambiente de produccion y del manejo que realiza el productor del lote
implantado. Sin embargo, Garibaldi et al. (2016) demostraron que el rendimiento de los
cultivos dependientes de la polinizacion entomofila disminuyé cuando la densidad de
visitantes florales fue baja, y que los efectos de la densidad y la riqueza de visitantes de flores
son muy significativos en el contexto de otras variables ambientales y de manejo que afectan
el rendimiento. A pesar de la importancia de la polinizacién por insectos como servicio
ecosistémico en los agroecosistemas, no se conoce bien el grado en que la falta de
polinizadores esta limitando la produccion actual de los cultivos extensivos, especialmente en
las zonas de produccion intensiva como la Region Pampeana (Reilly et al., 2020; Santone et
al., 2022). La disminucién de los polinizadores en términos de abundancia y riqueza de
especies se ha destacado como una cuestion importante debido al riesgo de que disminuya la
polinizacién de los cultivos y la produccion de los mismos (Potts et al., 2010; Dicks et al.,
2016; IPBES, 2016; Santone et al., 2022; Zattara & Aizen, 2021). En las Gltimas décadas, los
cultivos dependientes de los polinizadores se han expandido, por lo que la demanda de
servicios de polinizacion estd aumentando, al mismo tiempo que la abundancia y diversidad
de los polinizadores ha disminuido. En un futuro préximo, estas tendencias opuestas
amenazan el rendimiento de los cultivos a nivel global (Aizen et al., 2009). Este preocupante
escenario exige una mejor informacion sobre las diferencias en el nivel de dependencia de los
cultivos a los polinizadores y sus consecuencias para la productividad agricola (Aizen et al.,
2009). De hecho, la Plataforma Intergubernamental de Biodiversidad y Servicios
Ecosistémicos (IPBES, 2016) resalta en su documento “Assesment report on pollinators,
pollination and food production” la importancia de comprender el papel de los polinizadores

nativos e introducidos, las interacciones entre si y su influencia en la agricultura sostenible.

Ademas, se ha reportado un efecto negativo del deterioro ambiental sobre la abundancia, la
diversidad y la actividad de los polinizadores como consecuencia del avance de la agricultura,
la destruccion del habitat, el cambio del uso del suelo, el uso de agroquimicos (Dicks et al.,
2016) como asi también producto de la introduccion de especies exoticas e invasoras, la
transmision de enfermedades y el cambio climatico (Sosenski & Dominguez, 2018; Kremen
et al., 2002).

La soja (Glycine max (L. Merr.)), es cultivada en todo el mundo en regiones templadas,
subtropicales y tropicales. En el periodo 2020/21, el area cultivada representd en Argentina
maés de 16 millones de hectareas segun datos del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca

de la Nacion (MAGyP, 2022). La soja es un cultivo anual cuyos frutos son vainas que
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contienen entre una y cuatro semillas cada uno. Las flores de la soja pueden producir frutos en
ausencia de polinizadores (es una especie autdgama) aungue hay pruebas de reducciones de
rendimiento cuando se excluyen las plantas en floracion de los polinizadores (Erickson et al.,
1978; Chiari et al., 2005; Milfont et al., 2013; Blettler et al., 2018; Santone et al., 2022). De
hecho, se ha evidenciado que la abeja melifera (Apis mellifera) es un polinizador eficaz para
algunas variedades de soja (Issa et al., 1984). Estos resultados apoyan la idea que la
produccion de este cultivo puede ser mejorada por los insectos polinizadores (Santone et al.,
2022). Recientemente, se ha demostrado que la dependencia de la soja de los polinizadores
disminuye latitudinalmente de forma mas abrupta en latitudes extratropicales. Este patron
podria explicarse por una mayor incidencia de cleistogamia y/o androesterilidad con la latitud
(Cunha et al., 2023).

La soja podria constituir la fuente mas importante de polen para las abejas durante su éptimo
de floracién en verano, debido a la extension que ocupa. Entonces, la soja seria un recurso
muy importante no s6lo para la nutricion de las abejas sino también para la produccion de
miel, caracteristica sumamente valiosa en la agricultura Argentina, donde mas de 16 millones
de hectareas estan sembrada con soja (Blettler et al., 2018). Ademas, Blettler et al. (2018)
mencionan que las abejas son los insectos mas abundantes y frecuentes que visitan las flores
de la soja, aunque otros himenopteros, asi como dipteros y coledpteros, también son insectos
visitantes habituales de sus flores. En un estudio realizado por Levenson et al. (2022) en el
sudeste de EE.UU., se han identificado mas de 30 especies de abejas forrajeando la soja y han
comprobado que algunas de estas abejas pueden recolectar su polen, sin embargo existe un
cuestionamiento de si verdaderamente existen especies de visitantes florales que puedan

aprovechar efectivamente el polen de las flores de este cultivo.

Incluso los cultivos que no dependen estrictamente de los polinizadores pueden aumentar la
cantidad y/o calidad de su produccion aumentando el valor proteico o la concentraciéon de
lipidos (Yamamoto, 2009). La composicion cuantitativa y cualitativa del aceite de soja esta
controlada genéticamente y es constante dentro de ciertos limites, sin embargo, se sabe que es
influenciada por factores bidticos y abioticos, dentro de los factores bidticos los polinizadores
podrian ser una opcién (Palombo, 2017). Se ha observado que la polinizacion por insectos
también puede influenciar positivamente la cantidad de los aceites en semillas de otros
cultivos, por ejemplo en colza (Bartomeus et al., 2014). Si bien los mecanismos implicados
son poco conocidos y apenas investigados para las plantas en general, dicha mejora en la
calidad de las semillas podria deberse a un aumento del fitness por la polinizaciéon cruzada

(Carrizo Garcia et al., 2016). Es en este contexto que resulta de interés evaluar si los
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polinizadores pueden tener un efecto en la composicion cuantitativa de proteinas y aceites en
cultivos de soja (Blettler, 2014).

Un aspecto que no ha sido evaluado aun refiere a los polinizadores como posibles dispersores
de patdgenos durante la polinizacion. Santone (2017) encontr6 aglomerados de polen e hifas
de hongos sobre los estigmas de soja cosechados luego de finalizada la antesis. Esta
documentado que los polinizadores junto con el polen dispersan esporas que depositan
durante las visitas sucesivas (Herrera et al., 2008). Dado el posible efecto negativo de la
dispersion de polen asociado a la dispersion de patégenos, resulta novedoso identificar las
comunidades de patdgenos asociados a las semillas de soja producidas en flores que fueron
expuestas a polinizadores y aquellas que se sabe han sido producidas Unicamente por

autofecundacion.

En esta tesina se analizaran aspectos de la polinizacion del cultivo de soja como la diversidad
especifica de visitantes florales y de patdgenos en semillas y su relacion con diversos aspectos

productivos como el peso y nimero de frutos y semillas, y la calidad de semillas.

HIPOTESIS

- Las plantas expuestas a los polinizadores mostraran diferencias en comparacion con las
plantas excluidas en el peso y nimero de frutos, peso de semillas, nimero de semillas por

fruto, cantidad de semillas normales y vanas, contenido de lipidos y proteinas en las semillas

- La comunidad fangica diferira entre plantas expuestas a los polinizadores y aquellas

excluidas.

OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL

Reconocer a los polinizadores potenciales del cultivo de soja (Glycine max L. Merr.) en el sur
de Santa Fe y determinar su influencia en el rendimiento y calidad de semillas a través de la

aplicacion de tratamientos de exclusion de insectos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Generar un listado de las principales morfoespecies de polinizadores potenciales

- Comparar el desarrollo de enfermedades fangicas en semillas de plantas excluidas y

expuestas a los polinizadores



- Cuantificar variables de productividad de plantas excluidas y plantas expuestas a
polinizadores (peso y numero de frutos, peso de semillas y nimero de semillas por fruto) y la

variable peso de plantas

- Cuantificar las semillas normales y vanas en plantas excluidas y plantas expuestas a

los polinizadores

- Analizar el contenido de lipidos y proteinas de semillas de plantas excluidas y

expuestas a los polinizadores

MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO Y MATERIAL VEGETAL DE TRABAJO

Se seleccionaron dos sitios, uno ubicado en la localidad de Zavalla (-33.033056 S; -60.883611
O) correspondiente al lote tres del Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias
(UNR), y otro en la localidad de Luis Palacios (-32.794167 S; -60.997778 O), Santa Fe,
perteneciente a un productor privado. Ambos sitios cultivados con soja (Glycine max L.
Merr.), el primero con la variedad DM 46i20 IPRO STS (fecha de siembra 10/11/2021) y el
segundo con la variedad 46R18 STS (fecha de siembra 7/11/2021) bajo manejo agricola

convencional (monocultivo, siembra directa y uso de agroguimicos).

El estudio se realiz6 durante el periodo de verano 2021-2022. El paisaje circundante al sitio
de estudio de la localidad de Zavalla estaba caracterizado por un area forestada semi-natural
correspondiente al parque Villarino que favorece la presencia de abejas en cultivos
circundantes (Mazzei et al., 2021). Ademas, el sitio se encuentra aledafio a un area urbana y
dentro del campo experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias en el cual se hacen
ensayos de cultivos con uso de agroquimicos y actividades ganaderas. También este sitio se
encuentra cercano a un apiario con colmenas manejadas de Apis mellifera, y sin cuerpos de
agua aledafos. Dicho paisaje se puede apreciar en la figura 1. Por otro lado, el sitio de estudio
seleccionado en la localidad de Luis Palacios se encuentra inmerso en una matriz netamente
agricola sin colmenas cercanas (MAGYP, 2022), con algunos parches de monte implantado y
jardines forestados cerca de los cascos de las estancias, varios lotes con soja y otros con suelo

descubierto lo cual todo ello se puede notar en la figura 2.
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Figura 1. Imagen satelital del lote tres en Zavalla con su ambiente circundante. Indicado en

amarillo la ubicacion de las parcelas de muestreo.

Jardin forestado
@

-

s
Q Monte implantado
-

(4
A
N
2001

Google Earth

Figura 2. Imagen satelital del lote ubicado en la localidad de Luis Palacios. Indicado en

amarillo la ubicacion de las parcelas de muestreo.

TRATAMIENTOS

El experimento cont6 con dos tratamientos de ocho réplicas cada uno. El tratamiento 1
contenia plantas expuestas a la visita de polinizadores, y el tratamiento dos plantas excluidas a
los mismos. En cada sitio se delimitaron cuatro parcelas al azar que contenian apareados los
dos tratamientos diferentes. Para la exclusién a los polinizadores se confeccionaron jaulas
(medidas: un metro de alto, ancho y largo, respectivamente). La altura fue ajustada al tamafio

maximo de la planta para evitar contacto con la red de la jaula. Con el mismo objetivo, las
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jaulas fueron posicionadas de modo que las plantas de un surco no hagan contacto con la red
aislante. Las jaulas fueron construidas con marcos de cafios plasticos y redes de tela voile en
paredes y techo, las cuales poseen un didmetro de luz de malla suficientemente pequefio como
para evitar el ingreso de polinizadores. Las jaulas se colocaron la semana anterior al inicio de
la antesis y se retiraron finalizada la floracién para asegurar que ningun visitante acceda a las
flores. Se redujo al minimo la duracién del tratamiento para evitar los potenciales efectos
diferenciales tales como modificacion de la radiacion y acceso de insectos fitéfagos. Durante
la aplicacion de los tratamientos, las plantas fueron monitoreadas regularmente controlando la
presencia de herbivoros. Las plantas expuestas fueron seleccionadas en el mismo surco de las

plantas excluidas.

Si bien la seleccion de la ubicacion de las parcelas fue al azar, se evito ubicarlas en la huella
del lote por donde pasan las maquinarias para que no sean un obstaculo para las practicas de
laboreo del campo cultivado.

VISITANTES FLORALES / POLINIZADORES
Observacién y captura de potenciales polinizadores

Durante el periodo de floracién, con el objetivo de capturar una muestra representativa de los
distintos polinizadores potenciales, se colocaron trampas de plato (pan traps). Las mismas
fueron realizadas con platos plasticos de tres colores distintos: azul, amarillo y blanco, se
Ilenaron con agua jabonosa y se montaron a la mafiana (8:00 hs) sobre un soporte de madera
atadas a los vértices elevados de las estructuras de las jaulas y se colectd su contenido por la
tarde (figura 3). Las pan traps fueron colocadas durante tres fechas: al comienzo, mediados y
fin de la floracion (10/01, 24/01 y 8/02 para el lote de Luis Palacios y 10/01, 26/01 y 07/02
para el lote de Zavalla). Se utilizaron diferentes colores de las trampas de plato con el fin de
atraer a distintos grupos de insectos voladores, ya que los confunden con flores naturales y
eso facilita su captura. Los insectos capturados fueron almacenados en tubos falcon con
alcohol 100%, rotulados con la fecha de captura, parcela y sitio correspondiente (figura 4).
Ademas, se realizaron avistamientos directos de insectos sobre las flores durante tres dias (los
mismos dias que para la colocacion de las pan traps) con condiciones estandares (dias
soleados, célidos y con poco viento) y en tres horarios diferentes, por la mafiana (8:00 hs), al
mediodia (12:00 hs) y por la tarde (17:00 hs). Se recorrieron dos transectas de 150 metros
durante 15 minutos ubicadas a cero metros y 50 metros desde el primer surco. Durante ese

periodo se registraron las visitas de insectos a las flores.
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Figura 3. Imagenes de una de las jaulas (tratamiento excluido) junto con las trampas de plato

Figura 4. Tubo falcon rotulado con muestra de insectos capturados
Identificacion y listado de polinizadores potenciales

Se procedid a identificar los artrépodos capturados y avistados a nivel de morfoespecie por
medio de claves taxondmicas (Dalmazzo et al., 2014; Claps et al., 2008) y ayudandose con
lupa (aumento 2x y 4x) en la Cétedra de Ecologia de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNR).
Finalmente, con toda la informacion obtenida se elaboré una tabla con las diferentes
morfoespecies halladas en cada lote y su abundancia. Ademas, se realizaron célculos de
riqueza (nimero total de morfoespecies diferentes), diversidad (representados por el indice de
Shannon-Weaver y nimero equivalente, ambos sugeridos por Jost & Gonzélez Oreja (2012)
como la forma correcta de medir la diversidad) y calculo de la abundancia total de los
potenciales polinizadores por sitio. Luego, las abejas se enviaron al Museo de Ciencias
Naturales Bernardino Rivadavia de la provincia de Buenos Aires para una identificacion mas

detallada. Para estudiar en mas detalle las abejas de la region se clasificaron en grupos
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funcionales las morfoespecies relevantes por ser potenciales polinizadores de la soja segun
caracteres como: comportamiento social (solitarias o eusociales), comportamiento de
nidificacion, habito alimenticio (polilécticas, oligolécticas o monolécticas), recolecciéon de
polen por vibracion y tamafio del cuerpo. Para tal clasificacion se utilizd informacion
disponible en bibliografia (Dalmazzo et al., 2014; Silveira et al., 2002; Fernandez & Sharkey,
2006; Bonet Ferrer, 2016; Michener, 2007; Juarez et al., 2016; Neves & Viana, 2011).

COSECHA DE PLANTAS

A la madurez, se cosecharon cinco plantas consecutivas dentro de cada jaula y cinco plantas
del mismo surco fuera de las jaulas. Las plantas fueron secadas en bolsas de papel rotuladas
con los datos del sitio, tratamiento, parcela y ndmero de planta. Todas las bolsas fueron
conservadas en laboratorio bajo iguales condiciones de temperatura y humedad hasta el

momento de realizar las mediciones.

VARIABLES DE PRODUCTIVIDAD

Conteo de semillas

Se procedi6 al conteo y clasificacion de las semillas de cada una de las plantas individuales.
Las semillas obtenidas fueron clasificadas en semillas normales y semillas vanas (semilla no
normal fuera de los parametros de tamafio, peso y forma). Estas Ultimas incluyen a semillas
pequefias y livianas (abortadas, arrugadas o deformadas). Se calcul6 el peso seco de la planta
(sin frutos) para corroborar una posible incidencia de esta variable con las de productividad,
peso de los frutos (vaina mas semillas) y del conjunto de semillas de cada planta comparando
los resultados entre tratamientos. El andlisis fue realizado en el Laboratorio de Cultivos

Extensivos — Cereales — Ecologia — Zoologia de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNR).

CALIDAD DE SEMILLAS
Para evaluar la calidad de semillas se tuvieron en cuenta dos aspectos, en primer lugar, el

contenido de proteinas y lipidos, y en segundo lugar la presencia de patdgenos.
Analisis NIR

Se compararon los contenidos de proteinas y lipidos de las semillas mediante el método del
Infrarrojo Cercano (NIR). Para ello se tomd una muestra representativa de semillas de cada
parcela para ambos tratamientos (excluida o expuesta) para cada uno de los dos sitios, dando
un total de 16 muestras. Los resultados obtenidos consistieron en cantidad porcentual de
lipidos y proteinas de cada muestra, los cuales fueron procesados y analizados en el software

R version 4.0.5 (R Core Team, 2021) y se comparo la diferencia de valores entre tratamientos.

13



Dicho analisis se llevo a cabo con el equipo de andlisis NIR (modelo NIRS5000, Foss,
Dinamarca; figura 5) en el Laboratorio de Cultivos Extensivos de la Facultad de Ciencias
Agrarias (UNR).
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Figura 5. Equipo de anélisis NIR con celda de muestras de semillas de soja
Analisis de Patogenos

Por otra parte, se realizé una prueba de calidad de semillas mediante analisis de patdgenos
utilizando como método de laboratorio el Blotter Test (Scandiani & Luque, 2009). Para dicho
andlisis se procedi6 a incubar, sobre papel de filtro dentro de cajas de Petri estériles en
condiciones de cdmara humeda, una muestra representativa de diez repeticiones de diez
semillas (figura 6) para cada una de las 16 muestras (1600 semillas en total). Previamente se
desinfecto superficialmente las semillas con hipoclorito de sodio al 1% durante diez minutos.
El periodo de incubacion fue de siete dias a una temperatura de entre 22 y 25° C, bajo un
régimen luminoso de 12 horas de luz cercana a la ultravioleta (entre 200 nm y 400 nm) y 12
horas de oscuridad. Luego de la incubacion se identificaron los géneros flngicos presentes en
cada una de las semillas, con la ayuda de lupa (2x y 4x), por medio de claves taxonémicas
(Scandiani & Luque, 2009). Luego se conté la cantidad de semillas contaminadas con cada
patdgeno para cada tratamiento. El resultado se expresé en promedio de cada patégeno por
tratamiento. El andlisis fue realizado en el Laboratorio de Semillas de la Estacion

Experimental Agropecuaria INTA Oliveros.
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Figura 6. Semillas en caja de Petri para analisis Blotter Test y cAmara de incubacion de

las muestras

ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizaron Modelos Lineales Generalizados utilizando el software R version 4.0.5 (R Core
Team, 2021). Para ello se utiliz6 el paquete Ime4 (Bates et al., 2015). Para cada variable
dependiente (numero de frutos, peso de frutos, peso de plantas, peso de semillas, semillas por
fruto, total de semillas normales, total de semillas vanas, contenido de lipidos y contenido de
proteinas) se ajustdé el modelo mas complejo usando la variable tratamiento como variable
independiente con dos niveles (plantas libres fuera de la jaula y plantas excluidas encerradas
en la jaula). Los modelos incluyeron las variables aleatorias sitio y blogue anidadas. Para
determinar las distribuciones de probabilidad de las variables dependientes se utilizé el
paquete fitdistrplus R (Delignette-Muller & Dutang, 2015) siendo normales (semillas por
frutos y cantidad de lipidos), lognormales (peso de frutos, peso de semillas y cantidad de
proteinas), gamma (peso de plantas) o binomial negativa (nimero de frutos, total semillas
normales y total semillas vanas). Los graficos de los modelos mejor ajustados se construyeron

con la funcion ggpredict del paquete de R ggeffects (Lldecke, 2018).

Con los resultados del anélisis de patdgenos se construyd una matriz de 160 muestras y 12
patégenos. Dicha matriz fue analizada mediante métodos multivariados de ordenamiento
también en el software R. Para ello se aplicé un Analisis de Componentes Principales (ACP)
y se utiliz6 la matriz de variancia-covariancia con el recuento de patdgenos usando el paquete
FactoMiner (L& et al, 2008). Para representar los resultados se construyé un biplot mediante la
funcién fviz_pca biplot. Se realiz6 un test MANOVA con aleatorizacion mediante el

Procedimiento de Permutacién Multi Respuesta (PPMR), para un total de 999 permutaciones,
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con distancia euclidea como medida de disimilitud entre los recuentos o muestras, el cual
permite comprobar si existe diferencia significativa entre la abundancia de cada patégeno
presente en ambos tratamientos. Ademas, a partir de la matriz de recuento de patdgenos se
calculo el promedio de cada patdgeno hallado y su respectivo desvio, y luego se compararon

los resultados entre tratamientos.

RESULTADOS

VISITANTES FLORALES / POLINIZADORES

Se identificaron 12 morfoespecies pertenecientes a los 6rdenes Hymenoptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Muscidae, las familias Halictidae, Megachilidae, Apidae, Vespidae, Melyridae,
Noctuidos, Syrphidae y Diptera, y a los géneros Megachile, Melissodes, Apis, Astylus y
Helicoverpa capturadas con las pan traps en los diferentes sitios evaluados (tabla 1). En la
figura 7 se observan algunas de las morfoespecies identificadas en actividad de visita de las
flores de plantas de soja fuera del periodo de muestreo, y en la figura 8 se muestran algunas
de las morfoespecies identificadas en el presente estudio. La familia Halictidae fue la mas
abundante en ambos sitios, seguido de Melissodes sp. En la tabla 2 se detallan los valores de
abundancia total de las diferentes morfoespecies consideradas polinizadores potenciales de la
soja segun bibliografia (Blettler et al., 2020; Silveira et al., 2002; Michener, 2007
Cunningham Minnick et al., 2019; Fernandez & Sharkey, 2006; Bonet Ferrer, 2016; Santos et
al., 2013; Lopez Garcia et al., 2019) en las dos localidades de estudio. No se obtuvieron

registros de visitas por observacion directa durante el recorrido de las transectas.

Tabla 1. Morfoespecies capturadas en pan traps e identificadas mediante claves
dicotomicas (“Zavalla, **Luis Palacios)

Orden Familia Género Especie Morfoespecie
Hymenoptera ~ Halictidae Halictidae™™"
Hymenoptera Megachilidae ~ Megachile Megachile sp.”
Hymenoptera Apidae Melissodes Melissodes sp.”™
Hymenoptera Apidae Apis A. mellifera A. mellifera™
Hymenoptera Apidae Apidae sp.”
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp.”

Lepidoptera Noctuidos Helicoverpa  H. gelotopoeon H. gelotopoeon”
Lepidoptera Rhopalocera™

16



Coleoptera Melyridae Astylus  A. astromaculatus Astylus™™

Coleoptera Coleoptera™™
Muscidae Diptera Diptera™
Muscidae Syrphidae Syrphidae™™

Nota. Morfoespecies capturadas en Zavalla (*) y en Luis Palacios (**)

Figura 7. Visitas registradas fuera del periodo de muestreo: a) Halictidae sp., b) Apis

mellifera, ¢) Helicoverpa gelotopoe6n
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9) h)

Figura 8. Imagenes de abejas*: a) Augochlorella mediodionalis, b) Augochlora nausicaa, ¢)
Augochlora phoemonoe, d) Augochloropsis, €) Dialictus sp., f) Ruizantheda sp., g)

Melissodes brunneri, h) Melissodes tintinnans, i) Megachile sp.

*Fotografias de especimenes capturados en esta tesina realizadas en el Museo de Ciencias Naturales Bernardino
Rivadavia

Tabla 2. Abundancia total de las morfoespecies en ambas localidades

Morfoespecies Abundancia Zavalla Abundancia Luis Palacios
Halictidae 98 368
Melissodes sp. 93 39
Megachile sp. 1 0
A. mellifera 0 1
Apidae sp. 0 1
Vespidae sp. 1 0
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Los valores de riqueza, indices de Shannon-Weaver y niimeros equivalentes se muestran en la
tabla 3. La riqueza encontrada de artropodos polinizadores y no polinizadores fue semejante
en ambas localidades. Sin embargo, los indices de diversidad y numeros equivalentes

calculados fueron mayores en la localidad de Zavalla.

Tabla 3. Valores de riqueza y diversidad (indice de Shannon-Weaver y nimero

equivalente) para ambas localidades.

Sitio Riqueza  Indice de Shannon-Weaver  Numero equivalente
Zavalla 9 0,99 2,70
Luis Palacios 9 0,63 1,87

Como resultado de clasificar en grupos funcionales a los potenciales polinizadores hallados,
se menciona que dentro de la familia Halictidae las especies varian desde formas solitarias
hasta eusociales, construyen nidos en el suelo, aunque algunas lo hacen en madera muerta o
entre hojas de bromelia en descomposicion. La mayoria son polilécticas (visitan una gran
variedad de plantas por polen y néctar) y se mencionan varios generos que recolectan el polen
por vibracion (zumbido). Dentro de la familia Apidae predominan especies sociales (el género
Melissodes suelen ser solitarias). Construyen sus nidos en el suelo, sobre ramas, cafias o sobre
sustrato de madera muerta, la mayoria polilécticas y en el caso del género Melissodes los
machos poseen antenas mas largas que las hembras. Hay registros de que especies de esta
familia recolectan el polen por vibracién, excepto el género Apis. La familia Megachilidae es
generalmente de habitos solitarios aunque también pueden agregarse. Construyen sus nidos en
suelo, cafas, madera o utilizan hojas y partes de flores a veces mezcladas con barro. Sus
habitos alimentarios varian de polilécticas a oligolécticas (visitan pocas plantas del mismo
género o familia) y también hay especialistas de asteraceas y géneros cleptoparasitos. Las
especies de la familia Vespidae son generalmente sociales, construyen sus nidos en diversos
lugares como el suelo o ramas, la mayoria utilizando barro con hojas y secreciones
glandulares. También tienen gran diversidad estructural en los nidos (forma, tamafio y
sujecion a sustrato). Poseen diversos habitos de alimentacion desde predadores de insectos
hasta quienes consumen polen y néctar recogiéndolo por vibracion. Los individuos dentro de
una especie son iguales en coloracion pero se diferencian a nivel morfoldgico por el tamafio

de las hembras pudiendo ser mas 0 menos grandes respecto de las obreras.
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VARIABLES DE PRODUCTIVIDAD

La influencia de los polinizadores sobre las variables de productividad (numero de frutos,
peso de frutos, peso de semillas y semillas por frutos) y peso de plantas fue no significativa
estadisticamente (figura 9). Las medias predichas por el modelo para las plantas excluidas y
expuestas respectivamente fueron: 69,22 y 69,26 en numero de frutos, 29,55 y 30,25 en peso
de frutos, 21,74 y 21,90 en peso de semillas, 2,21 y 2,27 en semillas por fruto, y 11,40 y 11,77

en peso de plantas (sin frutos).

Numero de Frutos Peso de Frutos

Ndrmero de frutos

Peso de frutos (g)

EXCLUIDO EXPUESTO EXCLUIDO EXPUESTO
Tratamiento Tratamiento

Peso Plantas Peso Semillas

Peso plantas (g}
It
Peso semillas (g)
;

EXCLUIDO EXPUESTO EXCLUIDD EXPUESTO
Tratamiento Tratamiento
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Semillas por Frutos

Semillas por frutos
o r-

Tratamiento

Figura 9. Variables de productividad para los tratamientos de plantas excluidas y expuestas.
Medias e intervalos de confianza al 95% predichos por el modelo ajustado: a) numero de
frutos por planta; b) peso de frutos en gramos (g) por plantas; c) peso de plantas (g); d) peso

de semillas (g) por planta; e) cantidad promedio de semillas por frutos.

Con respecto a la cantidad de semillas normales y vanas se observé que el total de semillas
normales fue levemente mayor en las plantas expuestas a los polinizadores. Sin embargo, la
diferencia resultd ser no significativa (p=0,7) para plantas excluidas y no excluidas. La media
del total de semillas normales para el tratamiento de plantas expuestas fue 156,47 contra
150,59 para las plantas excluidas. Sin embargo, para el conteo del total de semillas vanas por
planta fue levemente mayor en las plantas excluidas aunque también con un valor de p no

significativo.
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Figura 10. Cantidad de semillas normales y vanas para cada uno de los tratamientos
evaluados. Medias e intervalos de confianza al 95% predichos por el modelo ajustado: a)

cantidad total de semillas normales; b) cantidad total de semillas vanas.

CALIDAD DE SEMILLAS
Contenido de lipido y proteina

Los resultados del analisis NIR mostraron que el contenido de lipidos fue levemente mayor en
el tratamiento de plantas expuestas a polinizadores, mientras que el porcentaje de proteinas
fue levemente menor para el mismo tratamiento. Las medias para las plantas excluidas y
expuestas respectivamente fueron: 34,72 y 34,5 en proteinas, 22,29 y 22,81 en lipidos. Ambos
andlisis resultaron ser no significativos estadisticamente por lo tanto no se encontraron

diferencias entre las plantas excluidas y las no excluidas.
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Figura 11. Contenido de lipidos y proteinas para cada uno de los tratamientos evaluados.
Medias e intervalos de confianza al 95% predichos por el modelo ajustado: a) cantidad de
lipidos (%) por tratamiento; b) cantidad de proteinas (%) por tratamiento

Patdgenos

Los analisis de laboratorio realizados mediante el método de Blotter Test para determinacion
de sanidad en las semillas cosechadas presentaron diferentes patdgenos asociados
comunmente a la semilla de la especie. Estos patogenos estuvieron representados por los
siguientes géneros: Phomopsis, Fusarium, Cercospora, Alternaria, Cladosporium,

Aspergillus, Epicocum, Trichothecium, Colletotrichum y Chaetomium.

Los patdgenos méas abundantes para ambos tratamientos correspondieron a los géneros
Phomopsis sp., Alternaria sp., Cercospora kikuchii y Cladosporium sp. Debido que son los
que aparecen en mayor abundancia del total del recuento de patégenos, estos cuatro patdégenos
mencionados se seleccionaron para realizar el Analisis de Componentes Principales (ACP). El
biplot (figura 12) es el resultado del ACP y para la construccion del mismo se eligi6 el primer
componente principal (eje 1) del biplot el cual explica el 40.1% de los datos de la matriz de
recuento de patdgenos, y el segundo componente principal (eje 2) el cual explica el 33.9% de
los datos. Es decir, que entre los dos primeros componentes se explica el 74% de la
variabilidad de datos de la matriz. Los resultados del Test de MANOVA aleatorizacion PPMR
indica que existen diferencias significativas (p=0,009) en la cantidad de patdgenos
comunmente asociados a la semilla de soja presentes en cada uno de los tratamientos (plantas
excluidas y plantas expuestas) de este estudio. Esto indica una asociacion positiva entre

comunidad fangica y tratamientos.

24



Groups
EXCLUIDO
A ExpuESTOD

Eje 1 (40.1%)

Figura 12. Biplot que muestra la distribucion de la cantidad de patdgenos de Phomopsis
(PHO), Alternaria (ALT), Cercospora kikuchii (CERKIK) y Cladosporium (CLAD) para los

tratamientos excluido y expuestos.

Del biplot obtenido se observa en primer lugar que las muestras de los tratamientos expuesto
y excluido se encuentran superpuestas, con presencia de los cuatro patdgenos mas abundantes.
También se desprende del biplot que las muestras expuestas se separan hacia la derecha del
eje 1 con mayor abundancia de Cladosporium, mientras que las excluidas se separan hacia la
izquierda y hacia arriba con mayor abundancia de Alternaria. El patdgeno Cladosporium se
encontré en menor proporcion en el tratamiento excluido. Ademaés, seis de los patégenos
hallados en baja cantidad (Aspergillus niger, Epicocum sp., Trichothecium sp., Colletotrichum
sp., Chaetomium sp. y Cercospora sojina) unicamente fueron encontrados en las semillas de

plantas excluidas.

Los promedios y desvios estandar de los principales patégenos hallados en cada tratamiento
se muestran en la tabla 4, y en la figura 13 se muestran algunos de los patégenos hallados en

el presente estudio:
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Tabla 4. Promedio y desvio de los principales patdgenos por tratamiento

Excluido Expuesto
Género
Promedio Desvio Promedio Desvio
Phomopsis sp. 1,1 1,44 1,01 1,1
Alternaria sp. 3.4 2,16 2,76 1,9
Cercospora kikuchii 2,75 1,83 2,96 1,56
Cladosporium sp. 1,71 1,72 2,65 2,43
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2 I

Figura 13. Fotos* tomadas con lupa (2X y 4X) de los diferentes patogenos hallados en
semillas de soja: a) Fusarium sp.; b) Alternaria sp.; c) Cercospora kikuchii; d) Phomopsis

sp.; e) Aspergillus flavus; f) Cladosporium sp.

* Fotografias de patogenos presentes en semillas de la tesina obtenidas en el Laboratorio de Semillas de INTA

Oliveros por la Ing. Agr. (M.Sc) Carina Gallo

DISCUSION

VISITANTES FLORALES / POLINIZADORES

Algunas de las morfoespecies capturadas durante el muestreo se corresponden con
polinizadores potenciales de la soja, mientras que otras no estarian involucradas directamente
en el proceso de polinizaciéon (Blettler et al., 2020; Silveira et al., 2002; Michener, 2007;
Cunningham Minnick et al., 2019; Fernandez & Sharkey, 2006; Bonet Ferrer, 2016; Santos et
al., 2013; Lépez Garcia et al., 2019). Dentro de las morfoespecies coincidentes Cunningham
Minnick et al. (2019) encontraron entre las especies nativas asociadas a un cultivo de soja en
el oeste de Estados Unidos a especies del género Melissodes y otras de Dialictus (Halictidae).
Dichos géneros fueron hallados en el presente estudio y particularmente Melissodes sp. fue la
segunda morfoespecie de mayor abundancia capturada. Klein et al. (2006), se refirieron a las
abejas solitarias del género Megachile sp. y a las abejas sociales Apis mellifera, ambas
capturadas en este estudio, como polinizadores de soja. En particular, el género de abejas
Dialictus podria ser un polinizador eficiente ya que representa a especies que miden unos
pocos milimetros. El tamafio pequefio de estas abejas asegura una optimizacion en el forrajeo
y en la utilizacion de los recursos florales de la soja (polen y néctar; Cunningham Minnick et
al., 2019). En este estudio no se encontraron abejorros (Bombus spp.), el cual si fue
mencionado por Cunningham Minnick et al. (2019), en un estudio realizado en Estados
Unidos, como un visitante floral del cultivo de soja.
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Con respecto al registro de insectos sobre las flores, Santone et al. (2022) observaron
visitantes florales en un rodal de vegetacion lefiosa en la localidad de Zavalla, muy cercano al
lote de estudio del presente trabajo. Por ejemplo hallaron Halictidae, A. mellifera, Syrphidae
(Diptera) y Astylus astromaculatus (aunque estas dos ultimas no corresponden a potenciales
polinizadores), lo cual podria explicar en parte lo encontrado aqui en las pan traps. Dentro de
las especies mencionadas, A. mellifera es una abeja de tamafio medio y segun Cunningham
Minnick et al. (2019) es un conocido polinizador de la soja. A pesar de esto, y de que existian
colmenas manejadas de A. mellifera cercanas al lote de estudio en Zavalla, no fue capturado
ningun individuo de dicha especie, y tan solo uno en Luis Palacios. Una explicacién puede
deberse a la eficacia de las trampas de plato para la captura de A. mellifera lo cual es
cuestionado por varios autores. Por ejemplo Heneberg & Bogusch (2014) en su estudio no
hallaron dicha abeja en las trampas de color blanco o amarillo. Del mismo modo en un estudio
realizado por Stephen & Rao (2005), Apis estuvo practicamente ausente en todas las pan traps
a pesar de que abundaba en sus inmediaciones. Por este motivo se asumiria que las pan traps
no serian un buen método para la captura de abejas meliferas (Cane et al., 2001), pudiendo ser

las redes entomoldgicas un método mas eficiente (Brosi et al., 2007).

No se registraron visitas durante los periodos de muestreo realizados durante la floracion de la
soja como en otros estudios de la zona (Santone et al. 2022). Algunas de las razones por las
cuales no se observaron visitantes florales de forma directa podrian deberse a las condiciones
climaticas ocurridas en el momento del muestreo. Si bien los dias de muestreo y recorrida de
transectas tuvieron condiciones éptimas para el muestreo de polinizadores (dias soleados y sin
viento; Andrada & Telleria, 2005), las precipitaciones totales del mes de enero
(correspondiente al mes del muestreo) junto con la humedad relativa fueron inferiores al
promedio de los Gltimos cinco afios. Ademas, la temperatura media fue 1,4 grados centigrados
mayor Y las rafagas maximas de viento fueron méas de dos puntos mayores que el promedio en
ese mismo periodo. Se agrega también la elevada sequia histérica producto de afios de
fendmeno Nifia ocurridos en los afios previos al muestreo (Estacion Automatica
Agrometeoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias de Zavalla-UNR/Cétedra de
Climatologia Agricola). Todos estos valores climéaticos deberian ser tenidos en cuenta al
realizar comparacion de los resultados obtenidos con otras investigaciones. Debido a que si se
capturaron potenciales polinizadores en las trampas ubicadas dentro del cultivo, la amplia
superficie del paisaje destinada a la soja pueden representar parches del paisaje que permiten
el movimiento de abejas a otras areas, a pesar de no proveer de recursos de alimentacion y de

depender de muchos insumos como pesticidas y maquinaria agricola que tiene efectos letales
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y subletales sobre las abejas y sus nidos (Aizen et al., 2019; Coutinho et al., 2018; Galetto et
al., 2022; Siviter et al., 2018).

A pesar de que pocos estudios hacen un analisis de la diversidad de visitantes florales de la
soja seria importante considerar esta informacién (Kremen et al., 2002). En general, la
diversidad de las comunidades de abejas nativas garantiza el servicio ecosistémico de la
polinizacién debido a las fluctuaciones temporales de las poblaciones de abejas, que se sabe
que son muy Vvariables en el espacio y en el tiempo (Williams et al., 2001; Roubik, 2001).
Dicha diversidad amortiguaria la polinizacion frente a las fluctuaciones asincronicas de la
abundancia de abejas entre afios. Esto especialmente en referencia a especies nativas, en
primer lugar debido a su adaptacion a las condiciones ambientales de su hébitat original y en
segundo lugar por la problematica de transmision de enfermedades atribuidas a las especies
exoticas como por ejemplo Varroa destructor, que es una de las principales causas de
mortalidad de colmenas de abejas A. mellifera a nivel mundial (Potts et al., 2010; Kearns et
al., 1998).

Cuando se habla de diversidad, también es importante reconocer y agrupar a las
morfoespecies en los distintos grupos funcionales debido a que, cambios en las practicas de
manejo agropecuario o en el paisaje circundante podrian afectar diferencialmente a los grupos
funcionales de abejas. De esta forma, una mayor diversidad funcional podria asegurar la
estabilidad del servicio de polinizacion entomofila a largo plazo. Un claro ejemplo podria ser
el grupo funcional que definimos aqui como las abejas segin su sitio de nidificacion. Las
abejas que anidan en el suelo pueden ser afectadas por maquinaria agricola mientras que las
gue anidan en cavidades de la madera o arboles (por ejemplo algunas especies de las familias
Halictidae y Apidae, o del género Megachile) o las abejas como A. mellifera que tienen
colmenas en sitios muy antropizados no (Brosi et al., 2007; Langellotto et al., 2018). Si en
cambio s6lo cambiara el paisaje y desaparecieran los sitios para las abejas que anidan
cavidades en ramas o arboles caidos solo ese grupo funcional seria afectado y no los restantes,

guedando de este modo otras abejas disponibles para la polinizaciéon.

Kremen et al. (2002) destacaron (en especies horticolas) que un conjunto diverso de especies
es necesario para una funcién polinizadora mas eficiente en un afio y especies relativamente
poco importantes en un afio se convirtieron en dominantes funcionales cruciales en el afio
siguiente. Esto se debe a que las especies varian en la capacidad de polinizar los diferentes
cultivos: no existe una especie que sea eficiente polinizadora de la mayoria de los cultivos
dependientes. De hecho, muchas veces las colmenas de abejas meliferas manejadas, son

ineficaces en determinados cultivos. Apoyando la hipotesis anterior, Garibaldi et al. (2016)
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agregan que los beneficios de la mayor densidad de visitantes florales en el rendimiento de un
cultivo es mayor en parcelas pequefias (dos hectéareas) independientemente de la riqueza de
especies visitantes, en comparacién con parcelas mas grandes (20 hectareas) donde los
beneficios son mayores cuando es mayor la riqueza de visitantes florales. Si bien los valores
de riqueza fueron semejantes para ambos sitios, los valores de diversidad fueron mayores para
la localidad de Zavalla. Esta diferencia en la diversidad se puede explicar a raiz del contexto
en donde se ubica cada sitio de muestro. El sitio de estudio en Zavalla se localiza a poca
distancia (0,05 km) del parque Villarino (un area forestada semi-natural) con registros que
favorecen la presencia de abejas en cultivos circundantes (Mazzei et al., 2021) y siendo las
areas forestadas importantes para muchos polinizadores, sean especialistas 0 generalistas
(Hanula et al., 2016), o como reservorios de los mismos por proveer sitios de alimentacion,
refugio y reproduccion a muchas especies (Quesada et al., 2022). También dicho sitio esta
aledafio a un lote de produccion Agroecoldgica donde no se aplican fitosanitarios y cuenta
con presencia de bordes de vegetacion espontanea que favorece la presencia de visitantes
florales. Ademas se ubica cercano a una zona urbana (0,5 km), y se ha demostrado que los
jardines, por la alta disponibilidad de flores, albergan comunidades de abejas muy abundantes
y diversas (Wenzel et al., 2020; Fetridge et al., 2008; Matteson et al., 2008; Baldock et al.,
2015) incluso mas que las tierras agricolas colindantes (Kaluza et al., 2016). Se agrega que las
zonas urbanas pueden ofrecer una mayor diversidad de sustratos para nidificacion (por
ejemplo, huecos en paredes) o servir de refugio cuando escasea el forraje o nidos (Langellotto
et al., 2018). De un modo diverso, el sitio de muestreo ubicado en Luis Palacios se encontraba
inmerso en una matriz netamente agricola, sin producciones apicolas cercanas (MAGyP,
2021) y tan solo un parche de bosque pequefio a 1 km de distancia, lo que podria explicar la

diferencia de diversidad entre ambos sitios.

A pesar de la importancia econémica de la soja, el conocimiento sobre el efecto de la
polinizacién entomofila en el rendimiento de semillas es escaso. Esto podria ser critico, ya
que la densidad y diversidad de polinizadores silvestres ha disminuido (Garibaldi et al., 2013)
con la homogenizacién del paisaje y reduccién de habitats que proporcionan recursos de
refugio, anidacion y alimentacion (Blettler et al., 2018). Esto hace indispensable identificar
las caracteristicas biologicas de los polinizadores como: recursos alimenticios, nidificacion,
respuesta a agroquimicos de uso cotidiano, habitos de vida y momento de forrajeo. Asi
mismo, mejorar los medios de subsistencia de los pequefios y grandes productores a través del
aumento en el rendimiento de los cultivos y reducir los impactos ambientales negativos de la

agricultura es uno de los mayores desafios para la humanidad (Garibaldi et al., 2016).
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VARIABLES DE PRODUCTIVIDAD

Aunque Klein et al. (2006) caracterizaron a la soja dentro de la categoria de impactos
positivos modestos de rendimiento debido a la polinizacién por insectos, los resultados
obtenidos aqui no soportan las hipotesis planteadas al no arrojar diferencias significativas
entre tratamientos de polinizacién. Los resultados en la bibliografia son dispares, esto puede
deberse a diferencias en términos de las variedades de soja utilizadas, puede variar segun las
regiones o latitudes del mundo en donde se llevaron a cabo los estudios, 0 como asi también
verse influenciado por diferencias en la abundancia y diversidad de polinizadores presentes en
cada uno de los estudios (Erickson, 1975; Grossenbacher et al., 2015; Cunha et al., 2023).

Chiari et al. (2005) en Brasil obtuvieron en plantas expuestas un aumento de la produccion de
semillas en un 57,73% en relacion con el tratamiento excluido. De igual manera Cunnigham
Minnick et al. (2019) en Estados Unidos un 23,1% Yy Erickson et al. (1978) un 21,6%. Con
valores menores a los ya citados, un estudio realizado por Milfont et al. (2013) en cultivos de
soja en Brasil, con diferencias significativas entre los tratamientos, dio un incremento medio

del 6,34 % en las zonas en las que los visitantes florales tenian libre acceso a las flores.

Se destaca un estudio realizado en Argentina en la localidad de Zavalla, el cual constituye un
antecedente para este trabajo ya que permite comparar los mismos tratamientos en diferentes
momentos histdricos, y por lo tanto también en otras circunstancias climaticas (Santone et al.,
2022). Esto le otorga al andlisis una mayor cantidad de datos para sacar conclusiones mas
solidas sobre el tema en cuestion. En dicho estudio de Santone et al. (2022) observaron que
cuando los polinizadores visitaron las flores de soja, el nimero total de semillas por planta
mostrd valores mas altos (casi 22 semillas mas) que en las flores excluidas de polinizadores
(p<0,001). Mientras que en el presente estudio el valor de nimero de semillas por planta fue
de casi 6 semillas menos (3,8%) en el tratamiento excluido.

Ademas, Blettler et al. (2018) obtuvieron en su tratamiento expuesto a insectos visitantes un
18% maés de produccion de semillas que el tratamiento de exclusion (p=0,003), en su primer
afio de estudio, mientras que en el segundo afio el rendimiento de semillas fue similar entre
ambos tratamientos (sin diferencias significativas). De igual manera Jung (2014) no encontrd
diferencias significativas en las variables de productividad en plantas soja al aplicar los
mismos tratamientos. Santos et al. (2013) tampoco hallaron diferencias significativas entre
tratamientos que se ubicaban a 200 metros de colmenas con A. mellifera, siendo el promedio
de semillas por plantas 5% mayor en el tratamiento expuesto. Con respecto a este Gltimo
trabajo, es sabido que A. mellifera vuela grandes distancias para pecorear flores mas

atractivas aunque ofrezcan recursos florales en simultaneo con otros cultivos como la soja en
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este caso, ademas de que son fieles a las flores que visitan ya que propagan informacion
olfativa dentro de la colmena y estas sefiales influencian el comportamiento de blsqueda de
alimento del resto de las abejas (Ferndndez & Farina, 2001; Griter et al., 2006). Este
comportamiento puede explicar lo observado en el ultimo trabajo mencionado, y la falta de

visitas de Apis y capturas en el lote de Zavalla donde hay apiarios cercanos.

La existencia de una disparidad entre los valores obtenidos por diferentes autores sugiere la
presencia de otros factores y/o elementos que influyen en los resultados de esta interaccion.
Dentro de tales factores podriamos incluir a la variedad de soja utilizada en el experimento y
las condiciones ambientales cambiantes como la latitud, temperatura, abundancia y diversidad
de polinizadores. Estas diferencias en vez de resultar un defecto del estudio a gran escala
constituye un llamado de atencion a la hora de abordar el tema en cuestion y tratarlo como un
fendmeno que puede existir y ocurrir a nivel local mas que como un fendmeno global, es
decir, considerar que principalmente los distintos factores ambientales podrian llegar a tener
mas peso a la hora de sacar conclusiones del estudio.

Con respecto a las variedades de soja Erickson (1975) observd diferentes tendencias entre
Chippewa 64, Hark y Corsoy sugiriendo que podria explicarse por la cantidad de flores
cleistogamas y chasmogamas de cada variedad. Al parecer, el aumento del rendimiento de la
soja debido a la polinizacién por las abejas es posible en algunas variedades pero no en todas.
Segln Cunha et al. (2023), el amplio rango en el grado de dependencia de la soja de los
polinizadores implica diferencias en su capacidad de autofecundacion que podria variar a lo
largo de los gradientes latitudinales (menor dependencia de los polinizadores con el aumento
de la latitud), coincidiendo con Grossenbacher et al. (2015), méas alla de lo que se podria
esperar de diferencias entre variedades de cultivo. Ademas, agrega que las plantas pueden ser
mas autdgamas si se producen flores cleistbgamas, 0 aumentar el cruzamiento si se producen
mas flores chasmdgamas o se expresa androesterilidad. Estos mecanismos, al estar conectados
(androesterilidad asociada a la produccion de flores chasmdgamas) o al responder
independientemente a factores ambientales, como la temperatura (Blettler et al., 2018),
podrian estar relacionados con la variacion latitudinal en la dependencia de los polinizadores.
Sus resultados sugieren que la soja a temperaturas mas célidas y fotoperiodos mas cortos se
benefician méas del aumento de los servicios de polinizacion, lo cual coincidiria con la zona
del presente estudio, mientras que a temperaturas mas frias y fotoperiodos mas largos tienen

mas probabilidades de depender de la autogamia.

En contraste con estas tendencias positivas que otorga la presencia de polinizadores para la

variable nimero de semillas, ocurre lo opuesto cuando se mide el peso de semillas entre
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tratamientos donde varios autores han reportado un efecto negativo de los visitantes florales
en la variable peso de semillas. Por ejemplo, Blettler et al. (2018) encontraron en su segundo
afio de estudio que el peso de las semillas aument6 significativamente, siendo éste un 3,5%
superior cuando se excluyeron los insectos que visitaban las flores en comparacion con el
tratamiento no excluido. Esto coincide con Chiari et al. (2005) quienes obtuvieron que el peso
medio de 100 semillas en el tratamiento descubierto fue inferior (15,26g) al cubierto sin
abejas meliferas (17,80g; P=0,0001). Refuerzan lo anterior los valores obtenidos por
Cunningham Minnick et al. (2019) con una tendencia a la disminucion de la masa de semillas
en las plantas abiertas (-0,053 + 0,078). En los tratamientos donde las plantas excluidas (sus
semillas se originan Unicamente por autopolinizacion) dan valores mayores, una posible
justificacion seria que cuando la disponibilidad de asimilados por semilla se reduce por un
mayor numero de semillas por unidad de superficie en un entorno similar para el llenado de
semillas, se puede anticipar una reduccion del peso de las semillas (Blettler et al., 2018). De la
misma manera Chiari et al. (2005) concluyeron que el mayor peso encontrado en las semillas
originadas por autopolinizacion podria ser consecuencia de una mayor cantidad de nutrientes
disponibles para su desarrollo. En cuanto a los valores de peso de semillas obtenidos en este
trabajo, si bien dieron en un aumento, este valor fue de tan solo 0,16 g mayor en las plantas
expuestas. Esta diferencia es considerablemente baja como para representar un beneficio de
los polinizadores coincidiendo con la frecuencia de visitas baja registrada. Lo mismo ocurre
con el numero de vainas en este estudio. Mientras que, otros autores hallaron que el
tratamiento excluido fue menor que el observado en el tratamiento expuesto con valores de
90,71%, 24,4%, 20,4% y 13,16% en Chiari et al. (2005), Cunningham Minnick et al. (2019),
Erickson et al. (1978) y Milfont et al. (2013) respectivamente. Con respecto a las semillas
vanas, Erickson et al. (1978) mencionaron en su articulo que las vainas vacias (con semillas
vanas) fueron un 18,6% menos numerosas en el tratamiento con abejas y que esos datos
muestran una ligera tendencia a un mayor nimero de semillas por vaina, pero, aunque
consistente, la diferencia no fue significativa. En el presente estudio el nimero total de
semillas vanas también fue menor (10,1% menos) en el expuesto, sin que existiera diferencia
estadistica significativa entre tratamientos, lo cual es légico ya que ninguna variable

productiva respondié a las abejas ni se observaron visitas.

CALIDAD DE SEMILLAS
Los cultivos y las distintas variedades difieren en sus valores nutricionales (proteinas,
vitaminas, lipidos y minerales). La contribucion nutricional de muchos cultivos de

polinizacion animal en términos de proteinas, aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales
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puede ser mucho mas importante para la dieta humana de lo que sugiere la masa total de
produccion (Steffan Dewenter et al., 2005). Los valores de contenido de lipidos y proteinas
obtenidos del analisis NIR se correspondieron con los promedios obtenidos durante la
campafa 2021/22 por el Laboratorio de Calidad Industrial y Valor Agregado de Cereales y
Oleaginosas de INTA Marcos Juarez. Estos valores promedios fueron 35,8% de proteina y
22,6% de lipidos (aceites), los cuales también se aproximan a los promedios normales
historicos de la especie soja de los Gltimos 19 afios, los cuales fueron de 37,4% y 22,9% de
proteina y lipidos respectivamente (Cuniberti et al.,, 2022). Estos valores también se
aproximan a los obtenidos por otros estudios similares en soja en donde se aplicaron los
mismos tratamientos de exclusién como por ejemplo el de Chiari et al. (2005) (36,69 + 1,08%
de proteina bruta y 20,24 + 1,12% de lipidos, sin diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos). Coincidiendo con dicho autor y con los resultados del presente estudio,
Milfont (2012) tampoco encontré diferencias significativas (22% en plantas expuestas y
21,83% en las excluidas), sugiriendo que las abejas no influencian la variable calidad de
semillas. Aunque Blettler (2014) obtuvo en los valores diferencias significativas entre
tratamientos con la cantidad de proteinas (37,3% y 36,3% de proteinas en plantas expuestas y
excluidas respectivamente) y no con la cantidad de lipidos. Por otro lado, Palombo (2017)
encontr6 que el contenido de aceite promedio fue de 20,63% en plantas expuestas a
polinizadores y de 18,91% en plantas excluidas, lo que representa un incremento del 9,1% por
efecto del tratamiento, siendo los resultados estadisticamente significativos, y demostraria una

clara influencia de los polinizadores sobre la acumulacion de aceite en semillas de soja.

Si bien para el caso particular de la soja se menciona una relacion inversa entre el contenido
de proteinas y el de lipidos (Cuniberti & Herrero, 2006), es decir, que el aumento de una
variable ocurre en detrimento de la otra, algunos de los trabajos citados sugieren un efecto
positivo de la presencia de polinizadores en al menos una de estas variables lo cual
significaria una razén importante para continuar con estudios similares en otras latitudes o con

otras variedades de soja o cultivos en general.

Los patogenos hallados corresponden a especies registradas para la semilla de soja segun
bibliografia (Scandiani & Luque, 2009; Baigorri & Salado Navarro, 2012; MAPA, 2009).
Este analisis no cuenta con antecedentes que intenten buscar una relacion entre presencia de
polinizadores y el desarrollo de patdgenos que sirvan de comparacion y obtencion de
conclusiones al respecto. Por tal motivo la informacion obtenida resulta un punto de partida
importante para posteriores analisis similares y estudios mas dirigidos al cultivo de las hifas

gue desarrollan en las anteras encontradas por Santone et al. (2022). El Unico patégeno que
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tuvo mayor incidencia en el tratamiento expuesto fue Cladosporium lo que podria sugerir una

posible asociacion con la presencia de polinizadores.

El estrés de los cultivos ante la falta de precipitaciones, lo cual coincide con las condiciones
atravesadas por las plantas muestreadas en el presente trabajo, los torna més susceptibles a ser
colonizadas por patégenos del género Alternaria (Baigorri & Salado Navarro, 2012). Dicho

patogeno fue uno de los méas abundantes encontrados en el presente estudio.

Los patdgenos Aspergillus niger, Epicocum sp., Trichothecium sp., Colletotrichum sp.,
Chaetomium sp. y Cercospora sojina, aparecen con poca abundancia y Unicamente en las
semillas de plantas excluidas. Este resultado inicialmente sugiere que estarian desvinculados

de las visitas.

Conocer la sanidad de la semilla de soja es importante para evitar o reducir la dispersion de
los patdgenos perjudiciales para el cultivo durante su ciclo vegetativo y reproductivo, que
pueden afectar la calidad de las semillas y trasmitirse a través de ellas a las generaciones
siguientes (Scandiani & Luque, 2009). Los patégenos hallados en el presente trabajo son
responsables de diferentes enfermedades que se presentan en diferentes etapas del ciclo del
cultivo. Entre ellas se pueden citar podredumbre de raices, tizon de tallo y vaina, tizén de las
hojas, mancha purpura, entre otros (Pioli et al., 2000; Carmona et al., 2015). La determinacion
y el control de los patdgenos que infectan la semilla son herramientas necesarias para
disminuir los riesgos y aumentar la productividad agricola (Scandiani & Luque, 2009).
Determinar el rol de los polinizadores como posibles dispersores de esporas de patdgenos es
de suma importancia en este contexto. En esta primera aproximacion a la posible asociacién
entre patdgenos y polinizadores, los resultados estan indicando poca incidencia, no obstante el

tema resulta ampliamente promisorio y deberia ser profundizado.

CONCLUSIONES
De los resultados del presente estudio se desprende que el conjunto de morfoespecies de
insectos identificadas se corresponde con visitantes florales habituales del cultivo de soja y
que, algunas de estas constituyen potenciales polinizadores. Los valores de riqueza fueron
similares entre ambos sitios, mientras que la diversidad fue mayor en la localidad de Zavalla.
A pesar de haber sido capturados visitantes florales, el registro de visitas fue nulo en los
periodos de muestreo haciendo consistente este resultado con las diferencias no significativas
halladas en las variables productivas y de calidad. Los cultivos de gran extension como la soja
pueden ser parches del paisaje que permiten el movimiento de abejas, a pesar de no proveer

de recursos de alimentacién.
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Este es el primer estudio donde se realiza una aproximacion a la relacion entre la polinizacion
y dispersion de patdgenos. Los resultados sugieren una escasa relacion dado que no se
hallaron patdgenos exclusivos en las flores expuestas ya que la tasa de visitas fue baja. Sin
embargo, Cladosporium fue méas abundante en las semillas de las plantas expuestas a
polinizadores, lo que si supondria que existe algun tipo de asociacion positiva entre visitantes
florales y la trasmision de dicho patégeno. Algunos patégenos se hallaron Unicamente en el
tratamiento excluido pero en cantidades muy bajas. Conocer la biodiversidad presente en los
agroecosistemas y el rol de la misma en la oferta de servicios ecosistémicos y su influencia en
las variables de productividad de los cultivos, como asi también la asociacion entre la
presencia de visitantes florales y la trasmision de patdgenos y sanidad de semillas, es de vital
importancia para un sistema de produccion agricola que apunte a practicas mas
agroecoldgicas sin dejar de satisfacer las necesidades humanas de provision de alimentos. Por

este motivo es necesario continuar con investigaciones afines a la del presente estudio.
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