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Resumen

La relacidn que se da entre los polinizadores y las plantas es una de las interacciones
ecologicas mas relevantes, ya que aproximadamente el 90% de las plantas con flor
depende de polinizadores para producir semillas y muchos animales requieren de los
recursos (e.g. polen y néctar) provistos por las plantas para alimentarse y alimentar su
descendencia. Ademas, el 75% de los cultivos de los cuales obtenemos alimento
incrementan su produccién a traves de la polinizacion animal, mientras que muchas
abejas manejadas por el hombre para la obtencion de miel y otros productos apicolas
dependen de los recursos brindados por las plantas con flor. Esta relacion, por lo tanto,
cumple un rol fundamental en el mantenimiento de la biodiversidad, la integridad a la
mayoria de los ecosistemas, e incrementa la produccién de alimento para la humanidad.
La gran mayoria de las interacciones entre polinizadores y plantas son de naturaleza
generalista, donde la mayoria de las especies de plantas son polinizadas por grupos
diversos de animales, y la mayoria de los polinizadores obtiene recompensas de
distintas especies de plantas. Esta naturaleza difusa de los sistemas de polinizacion ha
permitido que tanto las plantas exdticas y los polinizadores transportados lejos de sus
rangos nativos pueden beneficiarse de las interacciones con la fauna y flora indigena,
respectivamente. Los seres humanos también nos hemos beneficiado de la naturaleza
generalista de este mutualismo cultivando muchas especies dependientes de
polinizadores fuera de sus rangos nativos, asi como manejando y traslocando
polinizadores generalistas para la produccion de miel y para suplementar el servicio de
polinizacion a cultivos. Sin embargo, este movimiento intencional de animales y
plantas hacia distintas partes del mundo desencaden6 numerosas invasiones bioldgicas,
es decir, que luego que la especie se establece fuera de su rango de distribucion nativa,
alcanzan grandes tamafios poblacionales y se dispersan rapidamente. Las invasiones de
polinizadores pueden tener efectos directos sobre su compafiero de interaccion, que van
desde altamente beneficiosas a fuertemente perjudicial, asi como indirectos sobres otros
polinizadores. Para entender estos impactos contrastantes, aqui estudié los beneficios
(deposicion de polen, produccion de semillas, etc.) y costos (dafio floral, robo de néctar,
etc.) asociados con las interacciones planta-polinizador y me pregunté como la
presencia de un invasor abundante afecta el balance de costos-beneficios en los sistemas
agricolas. En esta tesis, primero (Capitulo 1) proveo un modelo conceptual que postula

que los llamados “mutualismos de polinizacién” entre una planta y un polinizador, es
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una interaccion dinamica y cuyo efecto para las partes depende de las densidades
relativas de las especies de plantas y polinizadores interactuantes. Este modelo predice
que dicha interaccién cambia de “mutualista” a “antagonista” cuando una de las partes
incrementa desproporcionalmente su abundancia en comparacion con su compafiero
interactuante. Para evaluar este modelo tedrico, tomé como sistema de estudio empirico
los cultivos de frambuesa (Rubus idaeus) del NO Patagdnico, los cuales son visitados
casi exclusivamente por el abejorro invasor Bombus terrestris y la abeja mielera
manejada Apis mellifera, para evaluar como cambios en la frecuencia de interaccién
afectan los beneficios y costos. A lo largo del Capitulo 2, evalué la calidad de la
polinizacion y de frutos en 16 plantaciones de frambuesa ubicadas en un fuerte
gradiente de abundancia de abejorros y abejas. Observé que tanto la cantidad de polen
en el estigma como el dafio a los estilos se incrementan con la frecuencia de visita de
estos polinizadores. Sin embargo, abejorros y abejas contribuyen de forma diferente
tanto en la deposicion de polen como en el dafio floral. La calidad de los frutos fue mas
afectada por la cantidad de dafio que recibieron las flores que por la cantidad de polen
recibido. A raiz de estos resultados, desarrollé un modelo estocastico (Capitulo 3) que
permite predecir los rangos de frecuencias de visitas de los principales polinizadores (B.
terrestris y Apis mellifera) que maximizan la calidad de frutos en frambuesa. Para ello,
este modelo mecanistico integra las funciones que describen los procesos de
polinizacién (i.e. deposicion de polen) y post-polinizacién (i.e. cantidad de granos de
polen depositados necesarios para gatillar la germinacion, tiempo de crecimiento del
tubo polinico desde la germinacion a la fecundacion), asi como los costos asociados a la
visita del polinizador (particularmente ruptura de estilos), los cuales repercutiran de
forma directa en la calidad de los frutos desarrollados. Este modelo predice que entre 6
y 22 visitas de Apis mellifera y entre 4 y 14 del Bombus terrestris a lo largo de la vida
de una flor de frambuesa maximizan la calidad de frutos producidos. Finalmente
(Capitulo 4), evalué como la densidad de abejorros en los cultivos de frambuesa afecta
la disponibilidad de recursos para las abejas mieleras a través del robo de néctar en los
pimpollos. Observé que cuantos mas abejorros forrajean en el cultivo de frambuesa la
cantidad de pimpollos robados se incrementa. Este robo de néctar a los pimpollos no
solo reduce instantaneamente la cantidad de néctar disponible, sino que también reduce
la produccion total de néctar de la flor. A pesar que el néctar de frambuesa es uno de
los principales recursos colectados por las abejas manejadas en el NO Patagoénico, el

comportamiento de forrajeo del abejorro invasor le permite adelantarse en la captacion
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de recursos, pudiendo afectar negativamente la produccion de miel. A lo largo de esta
tesis encontré que las altas densidades alcanzadas por este abejorro invasor (Bombus
terrestris) en los cultivos de frambuesa esté afectando negativamente tanto la calidad de
la produccion de frutos como la disponibilidad de recursos florales, particularmente
néctar, que podrian ser utilizados por las abejas mieleras. Por este motivo, como
alternativa a la introduccion de especies exdticas, aqui recomiendo la implementacion
de practicas de manejo ambientalmente amigables, como bordes naturales rodeando las
plantaciones, incrementar la heterogeneidad en los agroecosistemas, reducir el uso de
insecticidas, etc, las cuales promueven ensambles diversos y estables de polinizadores

nativos para garantizar la provision de servicios de polinizacion a cultivos.
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Introduccion General: la naturaleza
mutualista/antagonista de las interacciones planta-
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La polinizacion mediada por animales es uno de los mutualismos més estudiados
globalmente desde hace méas de 250 afios. Kdlreuter fue la primera persona que
introdujo la discusion sobre polinizacion de flores por insectos en un reporte cientifico
publicado en 1761 (Volaufige Nachricht), a partir del cual mucho se ha avanzado en el
entendimiento de las interacciones complejas entre plantas y polinizadores. En este
mutualismo, el animal visita las flores en bisqueda de recursos alimenticios,
principalmente néctar y/o polen, y durante su vista produce la transferencia de polen
entre flores. Esta transferencia de polen da lugar a formacién de frutos y semillas,
permitiendo la reproduccion sexual de las plantas con flor. Este mutualismo incluso
antecede la aparicion de las angiospermas y, aparentemente, los rasgos que lo favorecen
han sido una de las causas de la impresionante diversidad de este grupo en la Tierra, ya
que actualmente el 87% de las casi 250.000 especies existentes de las plantas con flor
dependen de animales para la transferencia de polen y producir semillas (Herrera 'y
Pellmyr 2009; Ollerton et al. 2011). A su vez, miles de especies de invertebrados y
cientos de especies de vertebrados dependen de los recursos provistos por las flores para
alimentarse y/o alimentar su descendencia (Kearns et al. 1998). De los animales
polinizadores, los mas importantes son claramente los insectos (e.g. abejas, mariposas,
moscas, escarabajos), donde cerca de 290.000 especies han sido reportadas
mundialmente como visitantes florales (Nabhan y Buchmann 1997).

Los mutualismos de polinizacion son tipicamente generalizados, con la mayoria
de las especies de plantas polinizadas por un grupo diverso de animales y la mayoria de
los polinizadores recompensados por flores de una variedad de especies de plantas
(Waser et al. 1996). Esta naturaleza difusa de los sistemas de polinizacion facilita el
reemplazo de compafieros de interacciones siguiendo la expansién o retraccion natural o
antropogénica de las areas de distribucion de las especies. Por ello, tanto las plantas
exoticas y los visitantes florales transportados lejos de sus areas de distribucion natural
pueden beneficiarse de las interacciones con la fauna y flora indigena, respectivamente
(Aizen et al. 2008; Ollerton y Watts 2012). Los humanos también nos hemos
beneficiado de la naturaleza generalista de este mutualismo cultivando muchas especies
dependientes de polinizadores, es decir, aquellas cuya calidad y rendimiento se ven
beneficiados en mayor o menor medida por la polinizacién biética, fuera de sus areas
naturales (Garibaldi et al. 2013). Adicionalmente, los humanos nos beneficiamos

manejando polinizadores generalistas, como lo son las abejas sociales, para la
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produccién de miel y para suplementar el servicio de polinizacion a cultivos. El clasico
ejemplo es la abeja mielera, Apis mellifera, originaria de Europa y Africa, la cual ha
sido introducida a América, Australia y muchas islas, y forrajea tanto en cultivos,
malezas y vegetacion nativa (Villanueva, Gutierrez y Roubik 2004). Mas
recientemente, la cria y venta de abejorros del género Bombus spp., especificamente
introducidos para la polinizacion de ciertos cultivos como tomate, melones, almendros,
etc. se ha incrementado mundialmente (Velthuis y van Doorn 2006). Sin embargo, el
reemplazo de comparieros, o la inclusion de una nueva interaccion, no necesariamente

resultan en un mutualismo de similar eficiencia.

Las interacciones incluyen tanto beneficios como costos para las especies
interactuantes, por lo que la interaccion es mutuamente beneficiosa solo si los
beneficios exceden los costos para los dos interactuantes (Bronstein 2001; Holland et al.
2004; Morris et al. 2010). Por ello, la interaccion entre plantas y polinizadores nativos
y exéticos exhibe un rango de resultados que van desde altamente beneficiosos hasta
altamente perjudiciales, dependiendo de sus historias de vida y rasgos demograficos
(Morales y Aizen 2006; Aizen et al. 2008). La sustitucion de mutualistas nativos
eficientes, por especies exoticas menos eficientes, o incluso antagonistas (e.g.
polinizadores legitimos por robadores de néctar o polen), puede ser una causa
importante de la disrupcion del mutualismo (Goulson 2003; Dohzono y Yokoyama
2010). Diferencias en abundancias desproporcionadas entre los interactuantes puede
afectar la integridad del mutualismo tanto directamente, determinando un cambio de
mutualismo (Fig. 1a) a un antagonismo (Fig. 1b) en la interaccion planta-animal, como
indirectamente, afectando a otro interactuante (Fig. 1c). Por ejemplo, en Australia, la
invasion de A. mellifera decrecio la produccion de semillas de arboles de Grevillea
baklyana, como consecuencia del reemplazo de pajaros nectarivoros que proveian una
polinizacién mas eficiente (Vaughton 1996). Incluso el reemplazo de polinizadores
taxondémicamente relacionados y funcionalmente equivalentes, como subespecies
endémicas de abejorros por la introduccion de Bombus terrestris en Japdn, puede haber
reducido el cuajado de frutos de una planta nativa (Kenta et al. 2007). En sistemas
agricolas también se ha demostrado que el manejo activo de abejas domésticas no
reemplaza los beneficios de la presencia de ensambles diversos de polinizadores
(Garibaldi et al. 2013).
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Figura 1. Efectos directos e indirectos denso-dependientes. (a) En la interaccion
planta-polinizador el polinizador tiene efectos directos sobre la planta, es decir, su
compafiero de interaccion y viceversa. Cuando los animales que visitan las flores
principalmente por comida (tipicamente néctar y/o polen) y secundariamente por otros
recursos (e.g. resinas), accidentalmente transfieren polen compatible de las anteras al
estigma de la flor, mejorando el éxito reproductivo, fertilizacion de 6vulos, y
produccion de semillas, la interaccion es mutuamente beneficiosa. (b) Sin embargo,
cuando las abundancias relativas se vuelven muy desiguales, uno de los interactuantes
(e.g. el visitante floral animal) puede sobreexplotar al otro (e.g. la planta). En este caso,
la interaccidn permanece beneficiosa para el interactuante mas abundante (aunque se
espera una retribucion menor para el polinizador por visita), pero se volvera menos, o
incluso perjudicial, para el interactuante menos abundante, si los costos de la interaccion
igualan o exceden los beneficios. (c) Una especie de visitante floral con alta abundancia
puede exhibir efectos directos no reciprocos con su interactuante vegetal poco
abundante, también causando efectos negativos indirectos (flecha discontinua) sobre

otro visitante floral poco abundante al disminuir la cantidad de recursos florales.

(a)

10
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Liberados de muchos procesos reguladores presentes en sus rangos nativos,
plantas y polinizadores exoticos pueden alcanzar densidades en sus rangos introducidos
que los predispone a sobreexplotar a su nuevo compariero interactuante y competir por
el mutualismo con su contraparte nativa (Morales y Traveset 2009). En particular, altas
densidades de polinizadores exoticos pueden agravar los costos de la interaccion para
plantas con baja densidad, cuando esta diferencia en la densidad relativa impone
frecuencias de visita extrema (Morris et al. 2010), asi como incrementar la competencia
por recursos florales y sitios de nidificacion con otros visitantes florales (Goulson
2003). Mientras que los efectos de la invasion de polinizadores en los sistemas
naturales ha sido un tema ampliamente desarrollador en la literatura, sus efectos en los
sistemas agricolas han permanecido por explorados. En esta tesis me focalicé en estos
efectos directos e indirectos asociados a los impactos de las invasiones de especies de
abejas en los mutualismos de polinizacion, utilizando un sistema de estudio que incluye
una especie cultivada (la frambuesa, Rubus idaeus), un abejorro invasor (Bombus
terrestres), y uno exotico domesticado (la abeja mielera, Apis mellifera).
Especificamente hipotetizo que una interaccion planta-animal mutualista cambia en

antagonista cuando los interactuantes tienen densidades relativas desproporcionadas.

Esta tesis tiene como marco tedrico un modelo conceptual focalizado
especificamente en los efectos directos e indirectos denso-dependientes de los visitantes
florales exoticos en la interaccion de polinizacién aplicada a sistemas agricolas.
Construido sobre argumentos previos (Brontein 2001; Holland et al. 2004; Morris et al
2010), este modelo considera a las interacciones entre planta-polinizador como una
relacién de costo-beneficio, la cual puede ser mutualista o antagonista, dependiendo de
si los beneficios netos (beneficio menos costo) son positivos para ambos interactuantes
0 negativos para al menos uno de ellos. Luego analicé como los incrementos en la
abundancia relativa de uno de los interactuantes cambia el balance entre los costos y
beneficios de los interactuantes. Aunque la identificacion de los costos-beneficios entre
polinizadores y plantas esta lejos de ser novedoso (Bronstein 2001), su aplicacién para
entender las implicancias de la invasion de especies sobre los sistemas naturales y
agricolas nunca se ha desarrollado. EI modelo conceptual que aqui planteo tiene
relevancia tanto tedrica como aplicada, y puede ayudar en manejos de conservacién y

agricultura.

Modelo Conceptual

11
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Una interaccion es mutualista cuando los beneficios exceden los costos para
ambos interactuantes; de otra forma la interaccion se vuelve antagonista (Bronstein
2001; Holland et al. 2004; Morris et al. 2010). Aunque los beneficios del mutualismo
de polinizacion son obvios, los beneficios maximos de cada interactuante pueden ser
limitados por diferentes factores. Para las plantas, la capacidad de tomar ventaja de
polinizadores abundantes y eficientes depende tanto del nimero de 6vulo disponibles
para fertilizar o de los recursos disponibles para el desarrollo de la semilla, cualesquiera
de los dos sea el factor mas limitante (Harder et al. 2008). Correspondientemente, la
capacidad de un animal de capitalizar recursos florales de una sola especie de planta que
esté en alta abundancia depende del tiempo disponible para forrajear (Stephens y Krebs
1986), la calidad de los recursos de la planta (Praz et al. 2008) y la disponibilidad y
diversidad de otros recursos esenciales (Tasei y Aupinel 2008). Los costos mas
aparentes y directos para las plantas involucran la produccion y mantenimiento de
estructuras atractivas y produccion de recompensas (Siuthwick 1984; Ashman y Barker
1992), y para los animales el tiempo de forrajeo y energia (Stephen y Krebs 1986).
Ademas, tanto la planta como el polinizador experimentan otras costos directos e
indirectos relacionados con la interaccion en si, incluyendo dafio floral, transmision de
patégenos, e incrementos en la exposicion a herbivoros y predadores (Morris et al.
2010).

Debido a que los beneficios potenciales son limitados, la maximizacion del
fitness por ambos interactuantes va a involucrar reducir sus propios costos mientras que
aumentan los costos de su interactuante (Bronstein 2001). Por ejemplo, mientas que las
plantas se benefician al limitar las recompensas para incrementar la transferencia de
polen a través de la reduccion de la pérdida de polen y geitonogamia asi como
incentivar el movimiento de los polinizadores, los polinizadores se benefician a través
de minimizar los costos en los movimientos seleccionando plantas con altas
recompensas Y flores proximas entre si (Klinkhamer & de Jong 1993; Waser et al.
1996). A pesar de los mecanismos existentes para evitar la sobreexplotacion del
mutualista (Holland et al. 2004), un crecimiento extremo en la densidad de uno de los
interactuantes puede cambiar el balance en los costos-beneficios, transformando el
mutualismo en un antagonismo (Morris et al. 2010). Desde la perspectiva de la planta,

el beneficio neto se maximiza a frecuencias de visita intermedias si los costos se

12
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incrementan continuamente con las visitas (Klinkhamer y de Jong 1993; Haarder et al.
2001).

Para ilustrar este cambio de interacciones mutualistas a antagonistas,
consideremos una planta con beneficios totales (B), en términos de semillas producidas,
que incrementa asintoticamente con el incremento de las visitas de polinizadores (Fig. 2,
curva azul, ver también Aizen y Harder 2007). Esta asintota existe para la funcién
femenina debido a que el nimero de dvulos o recursos disponibles para la produccién
de semillas tiene un limite, mientras que para la funcién masculina se asume una
produccién de granos de polen fija. Aunque los costos (C) eventualmente saturan al
incrementarse el nUmero de visitas, mayormente debido al agotamiento de recursos
(Morris et al. 2010), asumamos por simplicidad que los costos se incrementan
linealmente sobre el mismo rango de visitas (Fig. 2, curva roja; ver también Simms y
Rausher 1987). Los mutualismos requieren que los beneficios excedan los costos, lo
cual es cierto a baja 0 moderada frecuencia de interaccion; sin embargo, debido al
efecto diferente que tiene las visitas sobre costos y beneficios, a ciertas frecuencias de
vista, los costos de interaccion para la planta exceden los beneficios y la interaccion se
vuelve antagonista (Fig. 2). Aungue los beneficios y costos son medidos en diferente
moneda (e.g. produccion de semillas vs produccidn de azUcar, respectivamente, para el
caso de las plantas que ofrecen néctar como recompensa e interactdan con polinizadores
que forrajean por néctar), los costos incluyen invertir recursos que pueden comprometer
el éxito reproductivo actual o futuro via una reduccion en el crecimiento y/o
supervivencia (Obeso 2002). Por ejemplo, la remocion continua de néctar, y por lo
tanto la induccion de reposicién de néctar, en Blandfordia nobilis, una planta polinizada
por aves, tiene grandes efectos en la produccion de semillas, demostrando un
compromiso entre B y C (Pyke 1991). En consecuencia, los beneficios netos en
términos de contribucién de semillas son maximizados [i.e. (B-C)max en Fig. 2] ala
visita (la) para la cual la primer derivada de la curva de beneficios iguala la pendiente de
la funcion de costos, mientras que el mutualismo cambia a antagonismo en la
frecuencia de interaccion (Ip) a partir de donde los costos exceden los beneficios, y por

lo tanto, la reproduccion cae a cero (Fig. 2 curva negra).

13
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Figura 2. Consecuencias esperadas del incremento asintotico de los beneficios (e.g.
produccion de semillas potencial; curva roja) y costos crecientes de forma lineal (e.g.
dafio floral; curva azul) a medida que se incrementa la frecuencia de interaccion. Los
beneficios netos son maximizados [(B-C)max] en la frecuencia de interaccion (la) para la
cual la tangente (i.e. primer derivada) a la curva de beneficios es igual a la pendiente de
la funcidn de costos. Desde la perspectiva de la especie interactuante focal, el
mutualismo cambia a antagonismo neto en el valor de la frecuencia de interaccion (Ip) a
la cual las dos funciones se cruzan (B = C). De acuerdo a este modelo, el éxito
reproductivo de la planta deberia mostrar una relacién de forma céncava con la

frecuencia de visita (curva continua negra).

o
Il
Q

Beneficios (B) o Costos (C)
™
a
3

Frecuencia de interaccion

El incremento en los costos de interaccion emergentes del “efecto masa”
asociados con la invasion de especies predice impactos a diferentes niveles de
organizacion biologica. En lo inmediato, al disminuir los beneficios netos asociados

con el incremento de los costos decrece el fitness individual. Sin embargo, si este costo
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se extiende, involucrando muchos individuos, y persiste en el tiempo, podria afectar el

éxito reproductivos de las poblaciones tanto silvestres como manejadas.

Como las interacciones interespecificas involucran individuos, sus costos
asociados deben ser evaluados primeramente a ese nivel. Para las plantas, los costos
fisioldgicos de la floracion incluyen los costos fijos de la construccion de la flor, el
costo diario de mantenerla, y varios posibles costos que tienden a incrementarse con las
visitas y, por lo tanto, con la densidad de la especie animal interactuante. Este Gltimo
podria incluir el costo de la reposicion de néctar (Pyke 1991), efectos directos e
indirectos de robo de polen y néctar (Hargreaves et al. 2009), y costos relacionados con
el dafio floral (Traveset et al. 1998). Ademas, la recepcidn de cantidades excesivas de
polen puede incrementar la competencia de los tubos polinicos, decreciendo la
produccion de semillas por debajo de lo que resultaria de recibir una cantidad de polen
moderada (Young y Young 1992; Harder et al. 2016). La “castracion” de flores por
hongos parasitos (Antonovics 2005) y reduccion en la calidad de néctar como resultado
de infecciones (Herrera et al. 2008) son también costos de las interacciones impuestos
por la transmision de patdgenos por polinizadores. Es importante tomar en cuenta que
diferentes tipos de costos dependientes de la visita pueden ocurrir simultdneamente. Por
ejemplo, visitas a Fuchsia magellanica por pajaros paseriformes, en vez de colibries,
puede imponer tanto un costo directo via dafio al ovario, e indirecto, a traves del robo de
néctar y su reposicion (Treveset et al. 1998). Incluso el reemplazo de ensambles
diversos de polinizadores silvestres por abejas mieleras manejadas reduce la produccion

en cultivos de café (Badano y Vergara 2011)

A pesar de la relevancia de esta vision costo/beneficio dependiente de la
densidad para la ecologia y evolucion de las interacciones planta-polinizador, las
mismas han sido raramente documentadas. Una excepcién la constituye los
mutualismos que involucran las larvas de insectos polinizadores que consumen semillas,
cuyos efectos positivos (polinizacidn) o negativos (depredacién de semillas) dependen
de la frecuencia de visitas que determinan tanto la deposicion de polen como la cantidad
de huevos ovipositados y de larvas que se desarrollan a partir de los mismos (e.g. higos
y avispa de higos, Yucca y Tegeticula; Bronstein 2001; Holland et al.2004). Segun
nuestro conocimiento, en ningun caso esta relacion costo/beneficio han sido examinado
en el contexto de las invasiones bioldgicas. Por ejemplo, el abejorro de lengua corta

Bombus terrestris puede ser un polinizador legitimo o uno de los principales robadores
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de néctar tanto en especies silvestres como cultivadas. De hecho, el incremento en el
robo de néctar ha sido documentando en regiones invadidas donde esta especie ha
alcanzado altas abundancias (Kenta et al. 2007; Combs 2011, Graham 2015).

Es muy probable que las distintas especies de plantas difieran en cuanto a la
relacién entre costos y la abundancia o la frecuencia de visitas de los polinizadores,
dependiendo de sus caracteristicas florales. Entre las caracteristicas mas obvias, flores
robustas, con estilos y filamentos gruesos deberian ser menos susceptibles al dafio fisico
causado por frecuencias de visitas excesivas. Ademas, la senescencia floral inducida
por polinizacion, la cual es relativamente comin en muchas angiospermas (van Doorn
1997), podria amortiguar la produccion de semillas contra los costos de una alta
frecuencia de interaccion al acortar el tiempo de exposicién de las flores a visitas
repetidas al mismo tiempo de permitir una adecuada polinizacion. Esta respuesta
también deberia reducir la exposicion a enfermedades transportadas por polinizadores,
como los periodos de establecimiento de las mismas (Shykoff et al. 1996). Sin
embargo, muchas especies de plantas no exhiben estas caracteristicas, y por lo tanto son
mas vulnerables a los distintos efectos negativos derivados de frecuencias de visitas

extremadamente altas.

En teoria, los costos de la interaccion planta-polinizador asociados con una
super-abundancia de visitantes florales invasores pueden tener consecuencias tanto
sobre las poblaciones de plantas silvestres como manejadas, particularmente cuando la
produccion de semillas decrece lo suficiente como para limitar el crecimiento, o
mantenimiento poblacional, o cuando la produccion de semillas o frutos de una
plantacion decrece por debajo de lo producido por autogamia (Turnbull 2000). Aungue
hasta el dia de no se han evaluado la existencia de estos efectos demograficos o
productivos en relacion con invasiones de polinizadores, frecuencias de visita excesivas
por el abejorro invasor B. terrestris podrian estar declinando la produccion de semillas
en muchas plantas nativas y cultivadas a través de causar dafios severos a las flores e
incrementar el robo de néctar (Kenta et al. 2007; Combs 2011). Estas consecuencias
podrian ser evaluadas comparando la produccion de semillas de poblaciones de plantas

o cultivos en sitios no invadidos e invadidos por visitantes florales exaticos.

A pesar de que los polinizadores silvestres estan declinando globalmente (Potts
et al. 2010), algunas especies de abejas introducidas en muchas regiones del mundo para
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produccién de miel o polinizacion de cultivos se han vuelto invasores excepcionalmente
exitosos, alcanzando abundancias no observadas en sus regiones nativas (Goulson 2003;
Stout y Morales 2009). Una de esas especies es la abeja mielera africanizada, Apis
mellifera scutellata, la cual monopoliza muchos recursos florales en el Neotropico,
particularmente en bosques tropicales y subtropicales fragmentados (Vital et al. 2012).
Por ejemplo, visitas de esta abeja a las inflorescencias de Proposis nigra en pequefios
fragmentos del bosque Chaquefio exceden las visitas de todos los otros insectos en casi
12 veces (Aizen y Feinsinger 1994). Otro reconocido polinizador es el mencionado
Bombus terrestris, un abejorro de lengua corta nativo de Eurasia y Africa del Norte que
esta siendo criado comercialmente y ha sido introducido intencionalmente para la
polinizacion de cultivos en Japon, Nueva Zelanda, Sud América y Tasmania. Esta
especie ha sido liberada en campos de palta en 1997 en Chile, invadiendo el Noroeste de
la Patagonia, Argentina, durante 2006, y se sigue expandiendo hacia el Sur y Este del
continente (Morales et al. 2013). Su abundancia actual en Patagonia es al menos tres
veces la abundancia previa de su casi extinto congénere, Bombus dahlbomii, el Unico
abejorro nativo de del Sur de Chile y Argentina (Morales et al. 2013). Como
consecuencia, la arvejilla nativa Vicia nigricans recibe numerosas visitas y exhibe a
altas tasas de robo por parte de este abejorro exético, reduciendo su éxito reproductivo
en comparacion con sitios donde este abejorro tiene menor incidencia (Graham 2015).

Estas abundancias extremas de los invasores A. mellifera y B. terrestris pueden
paraddjicamente incrementar la abundancia total de abejas, y por lo tanto la frecuencia
de visita a las flores, comparado con las condiciones previas a la invasion,
incrementando acumulativamente los costos de interaccion. Aungue ambas especies
pueden afectar la polinizacion, altas frecuencias de visita pueden reducir el éxito
reproductivo via incremento del robo de polen (Hargreaves et al. 2009), robo de néctar
(Kenta et al. 2007) y dafio floral (Combs 2001). Por esta razon, la comprension de los
impactos que han tenido las invasiones de polinizadores, originalmente introducidos
para polinizar cultivos, sobre la calidad del servicio de polinizacion brindado, asi como
sus efectos sobre los polinizadores manejados para la obtencion de miel, nos brindara
valiosa informacion sobre las consecuencias que trajo aparejado una de las practicas

agricolas mas empleadas mundialmente durante los Gltimos afios.
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Objetivos Principales

En esta tesis estudié los efectos de la frecuencia de visitas del abejorro invasor
Bombus terrestris y la abeja mielera Apis mellifera sobre la calidad del servicio de
polinizacién brindado a los cultivos de frambuesa (Rubus idaeus) de la Comarca Andina
del Paralelo 42°. EI marco conceptual que utilicé es considerar las interacciones entre
planta-polinizador como una relacion de costo-beneficio, la cual puede ser mutualista o
antagonista, dependiendo de si los beneficios netos son positivos o negativos. A su vez,
estudié como la invasion del abejorro B. terrestris afecta la disponibilidad de recursos
florales (i.e. néctar) para la abeja mielera A. mellifera. En primera instancia (Capitulo
2) evalué los efectos denso-dependientes de la frecuencia de visita de polinizadores
sobre la calidad del servicio de polinizacion (i.e. en términos de beneficios (deposicion
de polen) y costos (dafio flora)) y calidad de frutos en cultivo de frambuesa (Rubus
idaeus). Posteriormente (Capitulo 3), realicé un modelo estocastico, el cual integra las
funciones que describen los procesos de beneficio (deposicion de polen) y costos (dafio
floral) de las interacciones entre polinizadores y plantas, asi como los procesos post-
polinicos (i.e. carga polinica minima para gatillar la germinacion del polen, tiempo de
desarrollo y crecimiento de tubo polinico hasta fecundar 6vulo), asi como los nivel de
autogamia, dando como resultado la calidad de frutos esperados bajo distintas
densidades e identidades de polinizadores. Finalmente (Capitulo 4), estudié como la
densidad de abejorros exoticos modifica la disponibilidad de recursos ofrecidos por el
cultivo de frambuesa para la abeja mielera (A. mellifera) a través del robo de néctar en

pimpollos.
A continuacion, detallaré los objetivos particulares de cada capitulo:

Capitulo 2. Altas frecuencias de visita de abejas incrementan la deposicién de polen

pero reducen la calidad de los frutos en frambuesa.

1. Evaluar si la frecuencia de visita a flores afecta el nimero de granos de polen
depositados en los estigmas de frambuesa, y si este efecto puede diferir entre
estos los dos principales visitantes florales (i.e. Bombus terrestris y Apis

mellifera).
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2. Evaluar si las abejas dafian los estilos de la flor durante su visita, si este dafio

puede diferir entre los dos principales visitantes florales, y si la intensidad del
dafio varia con la frecuencia de visitas.

Evaluar si el nimero de granos de polen por estigma afecta el nimero de drupas
por fruto.

Evaluar si el nimero de estilos dafiados por flor afecta el nimero de drupas por
fruto.

Capitulo 3. Modelo de costos y beneficios de la polinizacion para cultivos: frecuencia

de visita e identidad de polinizadores predicen calidad de frutos en frambuesa.

1. Llevar a cabo de una serie de experimentos de campo dirigidos a estimar

parametros claves e identificar funciones que describan los diferentes procesos
de la polinizacién y post-polinizacion que determinan el nimero de drupas por
fruto.

A partir de esta informacion, desarrollar un modelo estocéastico que permita
identificar un servicio de polinizacion 6ptimo, en términos de frecuencia de
visita e identidad de polinizadores, que maximice la calidad de frutos en cultivos

de frambuesa.

Capitulo 4. El abejorro invasor reduce disponibilidad de néctar para las abejas

mieleras a través del robo a pimpollos de frambuesa

Evaluar si la abundancia e identidad de visitantes florales (abejorros o abejas)
afecta la intensidad de robo de néctar en pimpollos de frambuesa.

Evaluar si el robo en pimpollos afecta la produccion y reposicién de néctar en
las flores.

Estimar cuanto puede afectar el robo a pimpollos la disponibilidad de recursos
para la abeja mielera.
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Sistema de estudio
La Comarca Andina

El NO Patagdnico presenta numerosos valles de montafia con caracteristicas
climaticas y edaficas favorables para la produccion de “fruta fina”, categoria que
incluye frutales mayores como la cereza y la guinda, y cultivos horticolas como la
frutilla y arbustivos como frambuesa, grosellas, y arandanos, entre otros (IICA 2012).
La frambuesa (Rubus idaeus) comienza a cultivar en la region en la década del "50, y
representa el cultivo de fruta fina mas importante en superficie cultivada en la region
(Martinez 2009; IICA 2012). La principal zona productiva se encuentra ubicada en La
Comarca Andina del Paralelo 42°, la cual comprende los poblados de EI Bolsén, Lago
Puelo, El Hoyo y sus alrededores. Las superficies de las plantaciones de frambuesa
suelen tener entre 0.1 y 2 ha. Aunque la Comarca Andina es considerada una zona
agricola de relevancia a nivel pais en la produccién de fruta fina, se encuentra rodeada
de bosques y matorrales naturales del Parque Nacional Lago Puelo y otras areas de
conservacion. Estas caracteristicas hacen que los cultivos se encuentren en una matriz
de grandes extensiones de habitats naturales, lo que favoreceria el servicio de

polinizacién por parte de polinizadores silvestres.
La frambuesa

Rubus idaeus es una Rosaceae nativa de Europa y Norte de Asia, que se cultiva
por sus frutos. De la raiz en forma de rizoma nacen los véstagos de ciclo bianual,
dandose la floracion y fructificacion al segundo afio, para el caso de las variedades no
re-florecientes, y al primer y segundo afio, para el caso de las variedades re-
florecientes. En su estado silvestre, la frambuesa es auto-incompatible, dependiendo
exclusivamente de una polinizacion biotica para producir frutos (Jennings 1988). Sin
embargo, esta caracteristica se perdi6 a través del proceso de domesticacion, por lo que
las variedades cultivadas actuales son todas auto-fértiles (Jennings 1988). A pesar de
esta caracteristica, la estructura de la flor (hnumerosos pistilos alrededor de un nucleo)
impide una auto-polinizacion completa (ver Figura 3). Particularmente, el polen del
anillo de anteras periférico no contacta los pistilos ubicados en la parte mas céntrica de
la misma flor sin la ayuda de algun vector animado (Cane 2005). Por ello, aungue la
mayoria de las flores de frambuesa forman fruto en ausencia de polinizadores, las flores

no visitadas forman frutos mal formados (i.e. con menos drupas) y de menor peso que
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las flores que recibieron visitas de polinizadores (Chagnon et al. 1991; Morales 2009,
Ramos 2012). Especificamente, se ha observado que en ausencia total de visitantes
florales el peso y la cantidad de drupas por fruto decrecen entre un 10 y 40 % (Chagnon
et al. 1991; Cane 2005; Morales 2009). Aunque los requerimientos de polinizacion no
son muy altos, existe un manejo activo de colmenas de abejas o abejorros para
incrementar la produccion de frutos de calidad comercializable, recomendandose 2
colmenas por ha (Chagnon, Gingras & Oliveira 1991; Cane 2005; Velthuis& van Doorn
2006; Lye et al. 201).

Estudios previos mostraron que las flores abiertas (de facil acceso), con copiosa
produccién de néctar, y polen de alta calidad nutricional, hacen a la frambuesa muy
atractiva para los polinizadores (Free 1993; Schmidt et al. 1987). Numerosas especies
de abejas silvestres han sido descriptas como polinizadores adecuados para la frambuesa
(Hippa et al. 1981; Hansen y Osgood 1983; Whitney 1984; Pelletier et al. 2001).
Estudios particulares con abejorros del género Bombus sp. y abejas mieleras mostraron
que ambos visitantes florales son buenos polinizadores de la frambuesa, necesitandose
entre 8-20 visitas para que el fruto alcance su méxima calidad (Chagnon et al. 1991;
Willmer et al. 1994; Morales 2009; Lye et al. 2011).

La flor de la frambuesa es multipistilar y cada uno de los 80-110 estilos de la
flor se encuentra unido a un ovario con un tnico 6vulo, el cual desarrollara una drupa si
es correctamente fertilizado (ver Fig. 3a). El fruto de la frambuesa es una polidrupa
(Fig. 3b), la cual se cosecha de forma manual desprendiendo el agregado de drupas del
receptaculo. Cuando se desarrolla cerca del maximo nimero de drupas, que esta
determinado por el nimero de ovarios, el fruto adquiere buen tamarfio y forma (e.g.
buena calidad, ver Ramos 2011), manteniéndose unido el agregado de drupas una vez
cosechado. Esto hace que los frutos puedan ser vendidos como IQF (“Individual Quick
Frozen”) alcanzando su maximo valor comercial. Cuando el nimero de drupas por
fruto disminuye, comienzan a aparecer malformaciones, perdiéndose calidad y
desarmandose el agregado de drupas cuando el fruto es cosechado. Esto hace que los
frutos de baja calidad sean cosechados para pulpa, disminuyendo el valor comercial de
los mismo. A su vez, dado que la cantidad de drupas presenta una altisima correlacion
con el peso del fruto (Fig. 3c) al mismo tiempo que se pierde calidad se esta perdiendo

produccién.
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En la region del NO Patagonico se cultivan numerosas variedades de frambuesa
como, Schonemann, Tullameen, Glen glova, Heritage, Himbo top y Autumn bliss, entre
otras. Se diferencian, principalmente, en que las tres primeras no son re-florecientes
(i.e. producen una floracién al afio) y las Gltimas tres son re-florecientes (i.e. doble
floracién). En esta tesis se trabajé durante las tres temporadas de muestreo con la
variedad Autumn bliss por ser ampliamente la mas cultivada, y se muestreo,
particularmente, la floracién del véastago nuevo (i.e. enero-marzo) por ser la mas

importante a nivel productivo (i.e. representando el 70 % de la produccién total).

Figura 3. Importancia de la visita de polinizadores a las flores de frambuesa sobre la
calidad de los frutos. (a) Detalle de flor de frambuesa en corte longitudinal (modificado
de McGregor 1976). (b) Frutos de frambuesa de distintas calidades. (c) Relacion entre
el nimero de drupas por fruto y su peso individual en gramos (gr) de los 3000 frutos

analizados.
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Los visitantes florales

La regidn cuenta con un importante nimero de apicultores, los cuales manejan
las colmenas principalmente para la obtencion de miel. Los apicultores suelen colocar
colmenas proximas a cultivos de frambuesa, debido a que sus flores son muy
productoras de néctar con alto contenido de azucar (Haragsimova-Neprasova 1960;
Simidchiev 1976). De hecho, analisis palinoldgicos recientes de muestras en miel de la
Comarca Andina del Pararelo 42° muestran al néctar de especies del género Rubus
como el principal recurso colectado por las abejas mieleras (Morales, sin publicar). La
cantidad de colmenas colocadas en las cercanias de los cultivos de frambuesa no se
realiza por estimaciones previas sobre area cultivada y nimero de colmenas necesarias
dependiendo de los requerimientos del cultivo, sino que depende mas de si el productor
agricola da permiso o no al apicultor para colocar las colmenas dentro de su predio.
Esto hace que algunas plantaciones no tengan colmenas mientras que otras incluyan mas
de 20/ha cultivada.

Esta region presenta una altisima abundancia del abejorro invasor Bombus
terrestris, el cual fue reportado por primera vez en la Patagonia Argentina en 2006
luego de ser introducido en Chile para la polinizacion de cultivos en 1997 (Torretta,

Medan & Abrahamovich 2006). Actualmente, este abejorro es el visitante floral mas
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abundante, y un robador de néctar de muchas especies de plantas nativas y exoticas en
Patagonia (Morales et al. 2013; Schimid-Hempel et al. 2014; Geslin & Morales 2015).
Mas aln, este abejorro ha sido observado robando néctar de pimpollos de frambuesa a
través de agujeros generados en los sépalos, tomando los recursos incluso antes que
estos estuviesen siendo ofrecidos (Sdez obs. personal). Ademas de ser un excelente

oportunista para colectar recursos, la invasién de abejorro trajo aparejada la drastica

declinacion nivel regional del Unico abejorro nativo Bombus dahlbomii (Arbetman et al.

2012; Morales et al. 2013).
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Capitulo 2.

Altas frecuencias de visitas de abejas incrementan la
deposicion de polen pero reducen la calidad de los
frutos en frambuesa.

El contenido de este capitulo fue publicado como:

Séez A., Morales C.L., Ramos L.Y. & Aizen M.A. (2014). Extremely frequent bee
visits increase pollen deposition but reduce drupelet set in raspberry. Journal of Applied
Ecology, 51: 1603-1612.

DOI: 10.1111/1365-2664.12325
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Resumen
La produccién de muchos cultivos con flor se ve beneficiada por alta diversidad

y abundancia de polinizadores. Sin embargo, una relacion inversa entre abundancia de
polinizadores y produccion puede resultar si las abejas, a pesar de transferir polen,
perjudican la cantidad o calidad de los frutos o semillas, por ejemplo, a través de dafio
floral durante las visitas. Aqui evalué la polinizacion y el numero de drupas por fruto
en 16 campos de frambuesa (Rubus idaeus) a lo largo de un gradiente de abundancia de
abejas en el NO de la Patagonia, Argentina. Usando suplementacién de polen en un sub
grupo de 6 campos, también se evaluo si el nimero de drupas se encontraba limitado
por polen. Observé que la abeja mielera (Apis mellifera), la cual proviene
principalmente de colmenas manejadas, y el abejorro invasor (Bombus terrestris)
realizaron el 50 y 45 %, respectivamente, de todas las visitas de abejas (i.e. superfamilia
Apoidea) a las flores de frambuesa. La cantidad de polen depositada en los estigmas se
vio incrementada con la frecuencia de visita de todas las abejas en conjunto y,
particularmente, con las visitas de A. mellifera, pero no con las de B. terrestris. El
namero de drupas por fruto no se encontrd limitado por polen a lo largo del gradiente de
abundancia de abejas, ni mostro relacion con la cantidad de polen depositado en los
estigmas. En cambio, el nimero de drupas se redujo con el aumento en la proporcién
de estilos dafiados, lo cual se encontrd mas relacionado con la frecuencia de visita de B.
terrestris que con la de A. mellifera. En campos con las frecuencias de visita de abejas
maés altas (~ 300 visitas - flor -dia) ~ 80 % de los estilos de las flores se encontraban
dafados y éstas desarrollaron frutos con ~ 30 % menos drupas en comparacion con las
flores de los campos con la menor frecuencia de vista (~ 4 visitas - flor! dia™). Aqui
muestro cémo visitas extremadamente frecuentes a las flores de frambuesa,
particularmente las de B. terrestris, dafian los estilos impidiendo la fertilizacion de los
ovulos por el polen depositado y el correspondiente cuajado de drupas. De esta manera
se limita la produccion en cantidad y calidad de este cultivo, al reducir el nimero de
drupas por fruto. Debido a que solo algunas visitas de abejas (~15) son requeridas para
maximizar la produccién de frutos en plantas frambuesa, el manejo de polinizadores en
el NO de la Patagonia deberia focalizarse particularmente en reducir la abundancia del
abejorro invasor B. terrestris y, secundariamente, en el control del nimero de colmenas
de abejas mieleras cercanas a los campos cultivados. Aunque las practicas de manejo

tradicionales dependen del supuesto que mas visitas incrementan linealmente la
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produccidn de frutos y/o semillas, altas frecuencias de visita pueden ser perjudiciales

para el desarrollo de frutos y, consecuentemente, para la produccion de cultivos.
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Introduccion
El area destinada a la produccidn de cultivos dependientes de polinizadores ha

incrementado durante los ultimos 50 afios (Aizen et al. 2008; Aizen y Harder 2009;
Garibaldi et al. 2001), mientras que la diversidad y abundancia de polinizadores
silvestres se ha reducido en muchas regiones, principalmente debido a la expansion e
intensificacion agricola (Potts et al. 2010). En combinacion, estas tendencias
contrastantes tienen el potencial de ser perjudicial para la produccion mundial de
alimentos a largo plazo, debido a que incrementos en la limitacion polinica podrian
decrecer la produccion de los cultivos dependientes de polinizadores (Kremen y
Ricketts 2000; Holden 2006; Garibaldi et al. 2011; Bommarco et al. 2012). El conflicto
entre requerimientos de polinizacion y la intensificacion agricola podria ser mitigado a
través del manejo activo de polinizadores, lo cual muchas veces implica la introduccion
de abejas domesticadas para suplementar el servicio de polinizacion provisto
gratuitamente por las abejas silvestres que habitan en los remanentes de habitats
naturales y semi-naturales adyacentes a los cultivos. La abeja mielera (Apis mellifera)
ha sido histéricamente manejada principalmente para la produccion de miel, y més
recientemente también para la polinizacion de cultivos, pero en las Gltimas tres décadas
algunas especies de abejorros (Bombus spp.) estan siendo criadas y vendidas

especificamente para brindar servicios de polinizacion (Velthuis y van Doorn 2006).

Aunque la introduccion de polinizadores comerciales més all& de sus areas de
distribucion nativa para la polinizacién de cultivos pudo haber incrementado la
produccién de alguno de ellos (ver Velthuis y van Doorn 2006 y referencias ahi;
Southwick y Southwick 1992), estas introducciones han resultado en algunos de los
mayores eventos de invasion de polinizadores (Dafni et al. 2010). Ademas de las
consecuencias negativas sobre las abejas nativas (Goulson 2003; Morales et al. 2013), la
calidad del servicio de polinizacidn que estas especies invasoras proveen ha sido
cuestionado (Vergara 2008). De hecho, estas invasiones pueden haber resultado en una
abundancia inusualmente alta de visitantes florales particularmente adaptados a
ambientes disturbados de gran escala como son la mayoria de los agroecosistemas. A
primera vista, un incremento en la disponibilidad de polinizadores es esperado que
incremente la polinizacion y, consecuentemente, el rendimiento de cultivos limitados
por polen (Velthuis y van Doorn 2006 y referencias alli). Sin embargo, como he
planteado en la introduccidn, la interaccion planta-polinizador implica beneficios y
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costos denso-dependientes. Asi, un nimero de visitas excesivamente alto a las flores
pueden ser perjudiciales para el cuajado de frutos y/o semillas si los polinizadores dafian
la flor durante sus visitas, 0 si una deposicion excesiva de polen conlleva a una
saturacion del estilo durante el crecimiento de los tubos polinicos (Young 1988; Young
y Young 1992; Morris et al. 2010). Dados estos efectos opuestos, la suposicion
simplista que incrementar la densidad de abejas, a través de la introduccion de abejas
manejadas, va a promover la produccidon de cultivos debe ser evaluada para comprender
en profundidad las consecuencias a corto y largo plazo de estas practicas de manejo
(Steffan-Dewenter 2003).

El cultivo de frambuesa (Rubus idaeus) se beneficia por la visita de
polinizadores (Crane y Walker 1984; Cane 2005; Morales 2009). Cada uno de los 70-
90 pistilos de la flor multicarpelar puede desarrollar una drupa si es correctamente
polinizado. La flor de frambuesa desarrolla un fruto agregado conocido como
polidrupa. Para asegurar la produccion de frutos de calidad comercial, la mayoria de los
Ovulos deben estar fertilizados (Cane 2005). A pesar de ser completamente auto-fértil,
la produccion de frutos bien formados depende completamente de la polinizacion
animal (Cane 2005; Morales 2009, Ramos 2012). Por lo tanto, colmenas de abejas
meliferas o abejorros son comunmente utilizadas en los campos de frambuesa para

asegurar una polinizacion adecuada (Velthuis y van Doorn 2006).

Los valles del NO Patagonico son apropiados, tanto climatica como
edaficamente, para la produccion de diferentes cultivos conocidos genéricamente como
“fruta fina”, que incluye a la frambuesa, el cual es el cultivo mas importante de la region
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos 2006; Instituto Interamericano
de Cooperacion para la Agricultura 2012). En esta regidn, actualmente la polinizacion
de la frambuesa depende mayormente de dos especies de polinizadores no-nativos, la
abeja mielera manejada y el abejorro invasor Bombus terrestris (Morales 2009). Apis
mellifera fue introducida en Patagonia por colonizadores Europeos hace mas de un siglo
y ha sido reportado como uno de los principales visitantes florales de la frambuesa en
nuestra region (Morales 2009). Aunque este polinizador se ha naturalizado, su
abundancia local esta positivamente asociada con hébitats disturbados (Morales y Aizen
2002) y con la presencia de colmenas manejadas (ver resultados). Por otro lado, B.
terrestris lleg6 a Patagonia en 2006 (Torreta et al. 2006), luego de ser introducido en

Chile para la polinizacion de cultivos. Actualmente, en el NO de la Patagonia, este
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abejorro es al menos un orden de magnitud mas abundante que el Gnico abejorro nativo
B. dahlbomii y que otro abejorro previamente introducido (B. ruderatus), ademas de ser
un visitante floral frecuente de muchas especies de plantas nativas y exéticas (Morales
et al. 2013). Sin embargo, en el NO Patagdnico, la abundancia de B. terrestris, asi
como la de muchos otros invertebrados, fue reducida drasticamente luego de la erupcién
del volcan Puyehue en 2011 (Buteler et al. 2011; Morales et al. 2014), lo que gener6 un
fuerte gradiente espacial inverso de abundancia de abejorros y abejas nativas en
asociacion con el incremento del espesor de la capa de ceniza acumulada (Morales et al.
2014).

Debido a que la introduccion de abejas domesticadas para suplementar el
servicio de polinizacién provisto por polinizadores nativos se estd volviendo cada vez
mas frecuente (Velthuis y van Doorn 2006), los eventos de invasion también se han
vuelto cada vez mas frecuentes (Goulson 2003; Stout y Morales 2009). Por lo tanto, la
evaluacion de la efectividad de esta practica de manejo y de sus involuntarias
consecuencias para la polinizacion y produccion de cultivos deberian ser temas de
investigacion prioritarios. Particularmente, la introduccion de abejas y su consiguiente
invasion puede crear situaciones de superabundancia de abejas que podrian reducir los
beneficios de la polinizacién debido al incremento de los costos de la interaccion (e.g.
dafo floral) (Young 1988; Young y Young 1992; Morris et al. 2010). En este Capitulo
incluyo los resultados de un estudio enfocado en las consecuencias de la variacion
espacial de la frecuencia de visita de la abeja manejada Apis mellifera y del abejorro
invasor Bombus terrestris en la deposicidn de polen, dafio floral y produccién de frutos
en campos de frambuesa. Especificamente, busqué respuestas a las siguientes
preguntas: (i) ¢Puede la frecuencia de visita a flores afectar el nimero de granos de
polen depositados en los estigmas de frambuesa, y puede este efecto diferir entre estos
dos principales visitantes florales?, (ii) ¢Pueden las abejas dafiar los estilos de la flor
durante su visita, y puede este dafio diferir entre los dos principales visitantes florales?,
(iii) ¢ Puede afectar el nimero de granos de polen por estigma el nimero de drupas por
fruto? Y, finalmente, (iv) ¢Puede afectar el nimero de estilos dafiados por flor el
namero de drupas por fruto? Siendo mas general, aqui investigué si el costo de la
interaccion puede exceder los beneficios a altas frecuencias de visita y, por lo tanto,

afectar negativamente la produccion de cultivos.
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Materiales y métodos
Cultivo de estudio

La frambuesa (Rubus idaeus), Rosaceae es un arbusto de zonas templadas que se
cultiva por sus frutos (Crane y Walker 1984). A pesar de ser completamente auto-fértil,
la estructura de las flores de frambuesa (numerosos pistilos en el centro de la flor) no
permite una autopolinizacion autdbnoma (o espontanea) completa. Especificamente, el
polen del anillo periférico de anteras no puede contactar los pistilos centrales de la
misma flor en ausencia de un vector de polen (Cane 2005). Por ello, aunque la mayoria
de las flores de frambuesa pueden formar fruto independientemente de la visita de
abejas, las flores no visitadas forman una mayor cantidad de frutos malformados (i.e.
con menos drupas) en comparacion con flores que recibieron visitas (Morales 20009,
Ramos 2012). Como hemos dicho, colmenas de abejas mieleras y abejorros son
comunmente emplazadas en campos de frambuesa para incrementar la produccién de
frutos de calidad comercializable, principalmente a través del incremento del nimero de
drupas por fruto (Chagnon et al. 1991; Cane 2005; Velthuis y van Doorn 2006; Lye et
al. 2011).

Area de estudio y sitios muestreados

El trabajo de campo fue llevado a cabo durante el verano del 2012 (de Enero a
Marzo) en 16 campos de frambuesa localizados en el NO de la Patagonia, Argentina.
Cada plantacion esta rodeada de grandes extensiones de habitats naturales,
principalmente bosques del dominio Sub-antartico (Cabrera 1976). Estos campos se
encuentran distribuidos sobre una superficie de 1000 km2, cubriendo un rango de
elevacion de 300 a 1400 m, y todos cultivados con la variedad Autumn bliss, la cual
produce dos picos de floracion por temporada. La precipitacion anual promedio entre
los campos muestreados varia en promedio entre 650 a 1500 mm y las temperaturas
medias anuales entre 7 y 10.4 °C (Hijmans et al. 2005). La superficie cultivada de los
campos muestreados vario, aproximadamente, ente 0.05 a 0.5 hectéreas. Todos los
campos eran manejados organicamente, con sistemas de riego y fertilizados
periddicamente. Las distancias entre los campos muestreados siempre fue mayor a
1km, promediando 94.5 km, excediendo la distancia de forrajeo promedio esperada de
las mayoria de las abejas sociales (Walther-Hellwing y Frankl 2000; Steffan-Dewenter
y Kuhn 2003; Osborne et al. 2008) (Fig. 1). Por lo tanto, cada campo puede ser
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considerado una réplica independiente en cuanto a su fauna de abejas presente en cada

uno de ellos.

Como consecuencia de la erupcion del volcan Puyehue en Junio del 2011, una
gran parte del area de estudio fue cubierta por ceniza volcanica (Gaitan et al. 2011), la
cual tiene propiedades insecticidas (Buteler et al. 2011; Fernandez-Arhex et al. 2013;
Martinez et al. 2013). El grosor de la capa de ceniza depositada vario entre 0 y 13 cm
entre los distintos campos muestreados (Fig. 1). Por lo tanto, este evento generd un
fuerte gradiente decreciente de abejorros y abejas nativas a medida que aumentaba el

grosor de la capa de ceniza (Morales et al. 2014, ver Apéndice C2-1).

Figura 1. Region de estudio en el NO Patagdnico, Argentina, incluyendo las
localizaciones de los 16 campos de frambuesa (puntos negros). Las isolineas ilustran |
variacion en el grosor (cm) de la capa de ceniza depositada luego de la erupcion del

volcan Puyehue (triangulo negro) en 2011en la vecina region de Chile.

a

1
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Muestreo de campo

En cada campo, realicé 20 censos de polinizadores de 5 minutos cada uno,
durante los cuales registré e identifiqué los visitantes florales y el nimero de flores
visitadas por cada individuo a un par de tallos de frambuesa vecinos (separados por < de
20 cm). Debido a la variacion natural del numero de flores abiertas por tallo, el nimero
de flores observadas por censo varié entre 4 y 10 (promedio + SD = 6.4 £ 1.8). En cada
campo, cada censo involucrd un par de tallos diferentes seleccionados aleatoriamente.
Se incluyeron censos en los bordes del cultivo, pero no se evaluaron efectos de borde
debido al area limitada de los campos de estudio (ver Area de estudio y sitios de
muestreo arriba). Todos los censos se llevaron a cabo entre las 10:00 y las 18:00 hs,
durante dias soleados o parcialmente nublados, con poco o nada de viento. Debido a
limitaciones de logistica, tiempo y la escala geografica del estudio, los visitantes
florales de cada campo fueron muestreados durante un dia en el pico de la temporada de
floracién entre el 11 de enero y el 23 de febrero. Sin embargo, el orden temporal en el
cual se muestrearon los campos no sigui6 ningun gradiente espacial particular. Durante
los censos de polinizadores, solo registré los visitantes florales que contactaban las
anteras y estigmas de las flores. Los visitantes florales fueron identificados en el campo

con la ayuda de una coleccion de referencia.

Para evaluar los efectos de la variacion en el nimero de visitas sobre los
beneficios y costos de la interaccion, en todos los campos estimé la cantidad de polen
depositado en los estigmas y la proporcion de estilos dafiados. Esto se realizé a partir
de la recoleccidn de tres flores senescentes de 10 tallos seleccionados aleatoriamente
por campo, los que se guardaron en tubos eppenderoff con una solucién de alcohol al
70%. En el laboratorio, seleccioné aleatoriamente 5 pistilos de cada flor, los que
cologué sobre un portaobjeto conteniendo solucién de Alexander’s (Alexander 1980)
para finalmente observarlos bajo microscopio a 400x aumentos. Cada pistilo fue
clasificado como “no dafiado” si el estilo se encontraba intacto y el estigma estaba
presente, o “danado” si el estilo estaba roto y el estigma ausente (ver Imagen 1). Asu
vez, conte el polen depositado en estigmas de pistilos no dafiados. En total, evalué 2400
pistilos provenientes de 477 flores.
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Imagen 1. Iméagenes de estilos de frambuesa no dafiados (paneles izquierdos) y
dafiados por abejas (paneles derechos). Las imagenes superiores fueron tomadas bajo
lupa (25x), mintras que las inferiores bajo microscopio (100x). En la imagen inferior
izquierda se observa parte del estilo y el estigma con polen depositado, mientras que en

la imagen inferior derecha se observa parte del estilo y estigma ausente.

También evalué la limitacidn polinica o déficit de polinizacion, i.e. la limitacion

en la produccién o calidad de frutos debido a que las flores reciben muy pocos granos
de polen o granos de polen de calidad insuficiente para maximizar la produccion de
frutos o semillas, a partir de la suplementacién de estigmas de las flores con polen
alégamo. Este ensayo fue realizado en seis campos de frambuesa (ver Tabla C2-4),
espaciados a lo largo del gradiente de deposicidn de ceniza y consiguiente abundancia
de abejas. Aunque la técnica empleada confunde los componentes de cantidad y calidad
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del polen asociado con la limitacion polinica (Aizen y Harder 2007), no es esperable
encontrar limitacion por calidad en frambuesa debido a su completa auto-
compatibilidad. Por lo tanto, para la frambuesa, la suplementacion de polen es un
protocolo apropiado para la estimacion de limitacion de polen por cantidad (Aizen 'y
Harder 2007). A partir de estos experimentos, comparé el niumero de drupas por fruto
de 40 flores polinizadas libremente vs. 40 flores polinizadas libremente suplementadas
con polen cruzado (Ashman et al. 2004) de 10 tallos aleatoriamente seleccionados de
cada plantacion. La suplementacion se realizé en los mismos tallos donde, al mismo
tiempo, etiquetamos flores polinizadas libremente para controlar por variacion
individual entre tallos. La suplementacion de polen se realiz6 durante el mismo dia que
visitamos la plantacién para desarrollar los censos de polinizadores. El polen utilizado
para realizar la suplementacion fue colectado de flores de al menos cinco tallos del
mismo campo diferentes a los utilizados para evaluar el cuajado de frutos. Cada flor
experimental fue marcada con una etiqueta de papel para la posterior cosecha del fruto
correspondiente.

Aproximadamente cuatro semanas luego del muestreo de los visitantes florales,
recolecté todos los frutos maduros de 10 tallos seleccionados aleatoriamente en 12 de
los 16 campos de frambuesa, totalizando 451 frutos (i.e. entre 30 y 60 frutos por
campo), y de los frutos de las flores experimentales del tratamiento de limitacién
polinica. Todos los frutos fueron cosechados en el mismo estado de maduracion (i.e.
cuando la polidrupa se desprende facilmente del receptaculo y cada drupa tiene un color
rojo oscuro), transportados hacia el laboratorio en una heladera electrénica y
conservados en freezer. Usé una lupa (20x) para contar el nimero de drupas por fruto y
una balanza electronica para pesarlos. El nimero de drupas por fruto present6 una
fuerte correlacion con el peso del mismo (r =0.77, n = 387, t = 24.3, P< 0.001) (ver
Capitulo 1, Figura 3c), lo cual determina la calidad comercial del fruto (Milivojevic et
al. 2011). Sin embargo, en esta tesis analicé la cantidad de drupas ya gque esta variable

no so6lo define mejor el tamafio del fruto sino también su forma.
Analisis de datos

Evalué la influencia de la frecuencia de visita en el nimero de granos de polen
depositados por estigma, la proporcion de estilos dafiados y el nimero de drupas por

fruto. Para analizar estas variables utilicé modelos lineales generalizados mixtos
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(GLMM) debido a la naturaleza discreta de las mismas y la estructura jerarquica del
disefio de muestreo (i.e. medidas repetidas de flores y frutos por campo pero s6lo un
valor de frecuencia de visita) (Pinheiro y Bates 2000; Gelman y Hill 2007). Todos los
modelos incluyeron “campo” como factor aleatorio, mientras que los analisis del
numero de drupas como variable respuesta también incluyeron al “tallo” dentro del
“campo”, siguiendo la estructura anidada del disefio de muestreo. Los supuestos de los
distintos modelos fueron puestos a prueba mediante analisis gréaficos de los valores
residuales vs predichos. Todos los modelos cumplieron con los supuestos de linealidad,
y con las relaciones esperadas de varianza y media de acuerdo a la naturaleza de las
variables dependientes y distribuciones del error. A su vez, no encontré evidencias de
autocorrelacion espacial en la frecuencia de visitas entre campos luego de tomar en
cuenta el efecto de la deposicion de ceniza (ver Apéndice C2-2). Todos los modelos
fueron implementados con el software estadistico R version 2.15.1 (R, Development
Core Team 2012) usando la funcién gimmadmb (library: gimmADMB; Bolker et al.
2012).

Evalué el efecto independiente de la frecuencia de visita de los dos visitantes
florales principales, A. mellifera y B. terrestris, sobre el nimero de granos de polen por
estigma, la proporcion de pistilos dafiados y nimero de drupas por fruto. Utilicé los
coeficientes parciales de la frecuencia de visita de A. mellifera y B. terrestris como
medida del efecto relativo de estas dos especies de visitantes florales tanto en la
deposicién de polen como en la ruptura de pistilos. No evalué el efecto de las abejas
nativas debido a que A. mellifera y B. terrestris explicaron el 95% de todas las visitas a
las flores de frambuesa en el area (ver resultados). Para los analisis del numero de
granos de polen depositados por estigma y nimero de drupas por fruto asumi una
distribucion binomial negativa, con una funcidn de enlace In (ver tabla C2-5). Para los
analisis de la proporcion de estilos dafiados asumi una distribucion beta-binomial con
una funcién de enlace logit. Ambas distribuciones convergen a las distribuciones de
Poisson y Binomial, respectivamente, en ausencia de sobredispersion (Bolker 2008).
Los analisis del numero de drupas por fruto incluyeron los efectos de la deposicion de

polen en estigma y proporcion de estilos dafiados como variables predictoras.

También evalué si el nimero de drupas por fruto estaba limitado por
polinizadores, y si el grado de limitacion variaba a lo largo del gradiente de abundancia

de abejas. Para ello, evalué el efecto del tratamiento de polinizacion (i.e.

36



w

O 00 N o v b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25

26

27
28
29
30

suplementacion de polen vs. flores naturalmente polinizadas), frecuencia de visita y su
interaccion sobre el nimero de drupas por fruto. La variable respuesta fue modelada

asumiendo, nuevamente, una distribucion binomial negativa (ver Tabla C2-5).

Realicé un analisis de vias para evaluar los efectos de beneficios vs. costos de la
frecuencia de visita en el nimero de drupas por fruto. En el primer modelo de via
propuse que la frecuencia de visita de A. mellifera y B. terrestris afectan el nimero de
drupas positivamente a través de un incremento en la cantidad de polen depositado en
los estigmas, y negativamente a traves del incremento del dafio a los estilos (Fig 2, A).
El ajuste del modelo a los datos fue llevado a cabo usando el modelo propuesto por
Shipley (2009), el cual, a diferencia del SEM (Structural Equation Modelling) clasico
permite considerar la estructura jerarquica de los datos y variables que siguen diferentes
distribuciones. Aplicando este método, primero se identificaron todas las posibles
relaciones independientes “k”, las cuales estan representadas por pares de variables no
conectadas directamente por una flecha y que, por lo tanto, es de esperar que sean
estadisticamente independientes luego de controlar por el efecto de cualquier variable
causal directa en el diagrama de via propuesto (Shipley 2009). Luego analicé cada
relacién separadamente ajustando un GLMM, asumiendo para cada variable respuesta la
distribucion y funcion de enlace descriptas arriba (ver Tabla C2-5). Para cada relacién
se obtuvo la probabilidad (pi) de que la variable X no tenga efecto directo sobre Y, luego
de haber condicionado por todas las variables con efectos directos. Finalmente, las
probabilidades (pi) de todas las relaciones se combinaron de acuerdo a la funcién:

C :—22In(pi).

Luego puse a pruba si el valor C diferia significativamente de lo esperado por azar a
través de su comparacion con una distribucion X?con 2k grados de libertad (Shipley
2009).

Figura 2. Modelo conceptual puesto a prueba mediante analisis de vias (ay b, pre-y
post- test, respectivamente), mostrando la secuencia hipotetizada de los efectos de las
visitas de los visitantes florales mas importantes a las flores de frambuesa, Bombus

terrestris (X1) y Apis mellifera (X2), en la deposicion de polen en estigmas (i.e. nimero
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de granos de polen depositados por estigma) y dafio floral (i.e. proporcion de estilos
dafiados) (variables Xz y Xa, respectivamente), y sus efectos en el nimero de drupas por
fruto (Xs). (a) Modelo conceptual a ser testeado. Las fechas uni-direccionadas
representan efectos directos, y las bi-direccionadas representan correlaciones entre pares
de variables. Los simbolos (+,-) asociados con las flechas indican los efectos esperados
(positivos o negativos, respectivamente) en la variable respuesta. (b) Resultados del
andlisis de vias del modelo conceptual testeado, donde las flechas continuas y
entrecortadas indican efectos positivos y negativos, respectivamente, mientras que las
flechas grises indican efectos no significativos. EIl grosor de la linea indica la magnitud
del efecto (los coeficientes de regresion parcial significativos se encuentran sobre la
flecha).

(a) Modelo conceptual a ser testeado

Frecuencia de visita de + _|No. de granos de polen
B. terrestris (X1 Z orestigma (3 *
&) P gma (X2) \ No. de drupas por
p . . 3 fruto (Xs)
Frecuencia de visita de + .| Porporcion de estilos /
A. mellifera (X2) e dafiados (X4)

(b) Modelo conceptual testeado

Frecuencia de visita de No. de granos de polen
B. tervestris  (X1) L9p por estigma (Xs) \‘\ No. de drupas por
o 064~ fruto (Xs)
Frecuencia de visita de 1.20 Porporcion de estilos __,--""’
A mellifera (X2) dafiados (X4)

C=0311. k=2, P=0.98

Resultados
Se registraron un total de 3216 visitas de abejas a las flores de R. idaeus. Apis

mellifera y Bombus terrestris realizaron el 50 y 45 % de todas las visitas de abejas,
respectivamente, mientras que las abejas nativas (principalmente Cadeguala albopilosa,
Ruizantheda proxima y otras especies de las familias Colletidae y Halicatidae)
realizaron el restante 5%. La frecuencia total de visitas observadas varid fuertemente
entre campos, en un rango de 0.01 a 3.13 visitas - flor™ 5 min. Considerando cada
grupo por separado, esta frecuencia varié de 0 a 2.24 visitas - flor':5 min para A.

mellifera, de 0.01 a 2.33 visitas - flor™ 5 min™ para B. terrestris, y de 0 a 0.45 visitas -
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flor™5 min para las abejas nativas. Las visitas de A. mellifera dependieron del tipo de
manejo (i.e. presencia o0 no de colmenas), mientras que las visitas de abejorros y abejas
nativa vario negativamente con la cantidad de ceniza depositada (ver Apéndice C2-1).

Como se esperaba, el nimero de granos de polen promedio por estigma aumentd
con el incremento de la frecuencia de visita de todas las abejas combinadas (estimado +
SE =0.17 £0.06, P = 0.01) (Fig. 3, Tabla C2-5). En promedio, las flores de los campos
con las frecuencias de visita mas elevadas recibieron 60% més granos de polen que
aquellos campos con las frecuencias de visita mas bajas, aumentando de ~ 30 a 50
granos de polen por estigma. Especificamente, la deposicién de polen en los estigmas
aumento significativamente con el incremento de la frecuencia de visita de A. mellifera
(coeficiente de regresion parcial £ SE = 0.26 + 0.09, P = 0.004), pero no con la de B.
terrestris (coeficiente de regresion parcial £ SE =0.12 £ 0.1, P = 0.22) (Fig. 3, Tabla
C2-5). Por ello, la variacion en la deposicion de polen esta mas relacionada a la

variacion en las visitas de A. mellifera que a las de B. terrestris.

La proporcion de estilos dafiados se incrementd con el aumento de la frecuencia
de vistas totales (estimado + SE = 1.48 + 0.22, P< 0.001) (Fig. 3, Tabla C2-5). En
promedio, ~80% de los estilos se encontraban dafiados en las flores de campos con las
frecuencias de visita mas altas, mientras que casi todos los estilos se encontraban
intactos en los campos con las frecuencias de visita mas bajas. En particular, la
proporcion de estilos dafiados vario positivamente con la frecuencia de visitas de A.
mellifera (coeficiente de regresion parcial + SE = 1.2 £ 0.32, P< 0.001), pero lo hizo
mas fuertemente con la frecuencia de visitas de B. terrestris (coeficiente de regresién
parcial £ SE =1.98 £+ 0.34, P< 0.001) (Fig. 3, Tabla C2-5). Por este motivo, aunque los
dos visitantes florales producen dafio floral, B terrestris es aparentemente mas

perjudicial que A. mellifera.
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Figura 3. Relaciones de la deposicion de polen (paneles de la izquierda) y dafio floral
(paneles de la derecha) promedios (+ SE) con la frecuencia de visita de todos los
Apoidea (paneles superiores), Apis mellifera (paneles intermedios), y Bombus terrestris
(paneles inferiores). Las lineas indican las relaciones predichas por los modelos lineales
generalizados mixtos que consideraron una distribucion binomial negativa para la

deposicién de polen y una distribucion beta-binomial para el dafio floral.
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El nimero de drupas por fruto no varid significativamente con la cantidad de
polen depositado en los estigmas (estimado + SE = 0.007 £ 0.005, P = 0.13) (Fig 4a,
Tabla S2), pero si estuvo negativamente relacionado con la incidencia de dafio a los
pistilos (estimado + SE =-0.64 £ 0.1,8 P< 0.001) (Tabla C2-5). Los campos con los
mayores niveles de estilos dafiados produjeron, en promedio, 40% menos drupas por

fruto que los campos con los niveles méas bajos de dafio, decreciendo el nimero de
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drupas por fruto de 70 a 40 (Fig 4, b). El nimero de drupas por fruto también declind
con la frecuencia de visitas totales (estimado + SE =-0.12 + 0.04, P = 0.008) (Tabla C2-
5). Los campos con frecuencias de visitas mas elevadas produjeron, en promedio, 30%
menos drupas que los campos con menos frecuencia de visitas, decreciendo de 70 a 50
drupas por fruto (Fig 4c). Especificamente, el nimero de drupas por fruto vario
negativamente con la frecuencia de visitas de A. mellifera (coeficiente de regresion
parcial £ SE =-0.12 + 0.06, P = 0.05) (Tabla S2) y con la de B. terrestris (coeficiente
de regresion parcial £ SE =-0.15 + 0.07, P = 0.04) (Tabla C2-5). Ademas, el efecto
negativo de la frecuencia de visitas no difirié entre flores suplementadas con polen y las
polinizadas naturalmente a lo largo del gradiente de abundancia de abejas (estimado +
SE =0.006 + 0.03, P =0.84) (Fig. 5). A suvez, no hubo evidencia que la
suplementacion de polen incremente el numero de drupas por fruto (estimado + SE =
0.021 +£0.05, P = 0.69).

Figura 4. Relaciones del nimero de drupas por fruto promedio (x SE) con (a) la
deposicién de polen en estigma, (b) la proporcion de estilos dafiados por flor, y (c) la
frecuencia de vista (no. visitas - flor®- 5 min) de todas las abejas. Las lineas indican
las relaciones predichas estimadas de los modelos lineales generalizados mixtos con

distribucion binomial negativa.
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El modelo conceptual ajustado por andlisis de vias explicé los datos
adecuadamente (C = 0.311, k=2, P =0.98) (Fig. 2b). La frecuencia de visita promedio
de A. mellifera y B. terrestris vari6 independientemente una de otra (r = 0.15, n= 16, P
=0.57). Las visitas de A. mellifera contribuyeron significativamente a la polinizacion
de la frambuesa a través del incremento de la cantidad de polen depositado, mientras
que las visitas de B. terrestris no afectaron la deposicion de polen significativamente.

El factor principal responsable en la variacion del namero de drupas por fruto fue el
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dafo a los estilos, en vez de la deposicion de polen, que no tuvo un efecto significativo.
Las visitas de ambos, A. mellifera y B. terrestris, incrementd la proporcion de estilos
dafiados en flores de frambuesa, consecuentemente reduciendo el numero de drupas.
Sin embargo, este proceso depende mas fuertemente de la frecuencia de visita de B.
terrestris que de A. mellifera. Por lo tanto, frecuencias de visita excesivas de ambos
visitantes florales pueden generar efectos netos perjudiciales en lugar de beneficiosos,

aungue B. terrestris tiene un efecto negativo mas importante que el de A. mellifera.

Figura 5. Efecto de la suplementacion manual de polen (suplementacién de polen vs
flores naturalmente polinizadas) en el nimero de drupas por fruto (media + SE) a lo
largo del gradiente de frecuencia de visitas de abejas. Las lineas indican la relacion
predicha para las suplementadas con polen (gris) y las naturalmente polinizadas (negro)

basadas en modelos lineales generalizados mixtos con distribucion binomial negativa.
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Discusion

Abejas mieleras y abejorros fueron los visitantes florales mas importantes en los
campos de frambuesa estudiados (ver también Craney Walker 1984; Willmer et al.
2008; Morales 2009; Lye et al. 2011), y sus visitas, particularmente aquellas de A.
mellifera, consistentemente aumentaron la deposicion de polen en los estigmas de
frambuesa. Sin embargo, frecuencias de visita extremadamente altas de A. mellifera y,
particularmente, del abejorro invasor B. terrestris a las flores de frambuesa reducen el
numero de drupas por fruto y, consecuentemente, la produccion a través del dafio a los
estilos de la flor. Por ello, si consideraramos todo el rango de frecuencia de visitas
potenciales, deberiamos esperar que el nimero de drupas en frambuesa muestre una

relacion acampanada con la frecuencia de visita de abejas.

Las flores de los campos con la menor frecuencia de visita, las cuales recibieron
~10 visitas durante sus 2.5 dias de vida (i.e. asumiendo un periodo de visitas diario de
10 hs) recibieron, en promedio, 30 granos de polen por estigma, lo cual parece ser
suficiente para fertilizar el Unico 6vulo por carpelo (Ramos 2012). De hecho, este
namero de visitas concuerda con lo estimado por Chagnon et al. (1991) como la minima
cantidad de visitas para asegurar una adecuada polinizacién y maximizar la produccion
y calidad de frutos en frambuesa. Consistente con este punto de vista, el nUmero de
drupas no estuvo limitado por polinizacion, incluso en los campos con las menores
frecuencias de visita, indicando que en todos los campos existe una suficiente
abundancia de polinizadores para asegurar una adecuada transferencia de polen. Por el
contrario, visitas de abejas muy frecuentes pueden dafiar las flores de frambuesa,
reduciendo el nimero de drupas por fruto. Las flores de frambuesa de los campos con
mayor frecuencia de visita recibieron ~170 y ~140 visitas diarias de B. terrestris y A.
mellifera, respectivamente, y la incidencia de dafio a los estilos se incremento
fuertemente con la frecuencia de visitas, particularmente con la de B. terrestris. De
hecho, podemos sefialar al dafio a los estilos como el principal factor perjudicial del
fallo en el nimero de drupas por fruto luego de haber descartado otros factores
asociados con la deposicion de ceniza (ver Apéndice C2-2). Este dafio podria no tener
consecuencias a nivel fruto si ocurriese luego de la fertilizacion del évulo; sin embargo,
la relacion negativa entre el niUmero de drupas y la proporcion de estilos dafiados indica

que este dafio ocurre frecuentemente antes de la fertilizacion (i.e. durante las primeras
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horas luego de la apertura de la flor). Por ello, la rotura temprana del estilo no estaria

permitiendo la llegada de los tubos polinicos al ovario.

Morris et al. (2010) reportaron que visitas excesivas a las flores pueden imponer
un costo del mutualismo para la planta, decreciendo fuertemente el éxito reproductivo
por debajo del maximo posible en el “atamisqui”, una Capparaceae luego de unas pocas
visitas de un himendptero. Similarmente, Young (1988) encontr6 una relacion
acampanada, en el éxito reproductivo de una Araceae con la abundancia de escarabajos.
Sin embargo, en ninguno de estos casos se han descripto los mecanismos especificos
que describian dichos patrones. En la frambuesa, el efecto positivo de la frecuencia de
visita en el dafio floral, especificamente en el estilo, podria estar determinando un punto
Optimo en la frecuencia de visita. Aunque muchos estudios han reportado dafio floral,
la mayoria han considerado los efectos de visitantes florales no legitimos,
especificamente robadores de néctar (Cunningham 1995; Traveset et al. 1998; Kenta et
al. 2007), los cuales no transfieren polen efectivamente. En contraste, los dos
principales visitantes florales en nuestro estudio, A. mellifera y B. terrestris, son
polinizadores legitimos de la frambuesa, ambos reportados como “eficientes”, estando
la frecuencia de visita de la abeja mielera mas relacionada a incrementos en la
deposicion de polen que las visitas del abejorro. En otros estudios de frambuesa, se ha
mostrado que visitas esporadicas a las flores por cualquiera de estas dos especies de
abejas mejora la calidad de los frutos a través del incremento del nimero de drupas por
fruto (Crane y Walker 1984; Willmer et al. 2008; Lye et al. 2011). Sin embargo, la
asociacion positiva de dafio a los estilos con la frecuencia de visita de estos dos
polinizadores, especificamente B. terrestris, sugiere la existencia de un 6ptimo. Este
Optimo es el resultado de una relacién costo/beneficio que estaria determinada tanto por
la deposicion de polen como el dafio floral que se incrementan con el nimero de visitas
y que varia con la identidad del polinizador. Desafortunadamente, no pude identificar
este dptimo en forma empirica, debido a que incluso los sitios con menor frecuencia de
visitas recibieron mas de 10 visitas durante la vida de una flor, que seria justamente el

numero de visitas que maximiza la calidad del fruto (ver Chagnon et al. 1991).

En ausencia de enemigos naturales y otros factores de regulacion, las especies
invasoras pueden volverse extremadamente abundantes, alcanzando densidades nunca
observadas en sus rangos nativos (Pimentel et al. 2004). Este parece ser el caso de B.

terrestris en el NO Patagonico, donde es actualmente extremadamente abundante
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(Morales et al. 2013). Asimismo, al mismo momento que ocurre la mayor densidad de
abejorros y el pico de floracién de esta variedad (Enero-Febero), lo que ocurre luego del
periodo de floracién de la mayoria de las plantas silvestres y cultivadas (Aizen'y
Véazquez 2006; Morales y Aizen 2006), genera sobreexplotacion en las flores por
excesivas visitas, excediendo algunas cientos de visitas durante la vida de una flor s6lo
por esta especie de abejorro. De hecho, en los campos de frambuesa con alta
abundancia, los abejorros rompen los sépalos de los pimpollos de frambuesa para
alcanzar el néctar, incluso pudiendo dafiar estilos antes de la apertura de la flor.
Lamentablemente, estimaciones comparables de frecuencias de visita a frambuesa en su
rango nativo no estan disponibles. Sin embargo, Schulze et al. (2012) estimo la
frecuencia de visita en frutillas silvestres y cultivadas, otra Rosaceae con flores
multiplistiladas, reportando una frecuencia de vista promedio de 0.07 visitasflor?-5
mint, un valor comparable a aquellos observados en los campos de frambuesa con las
menores frecuencias de visita. Por esto, las précticas de manejo deberian focalizarse
primero en controlar las poblaciones de este abejorro invasor. Sin embargo, todavia no
hay desarrolladas practicas para manejar abejorros invasores. El desarrollo de dichas
practicas va a estar limitado mientras se siga viendo, desde un punto agronémico, a este

abejorro como una especie siempre benéfica y se los siga importando continuamente.

Por otro lado, demostré que A. mellifera contribuye mas eficientemente a la
polinizacion de la frambuesa siendo, a su vez, menos dafiina que B. terrestris.
Diferencias en la colecta de recursos no podrian explicar las diferencias en la eficiencia
de los polinizadores, ya que tanto las abejas mieleras como los abejorros forrajeaban
principalmente por el néctar de frambuesa. Quiza, diferencias en la eficiencia de la
polinizacién pueden ser atribuidas a una mayor cantidad de polen removido que
depositado en los estigmas luego de algunas visitas de B. terrestris (Fig. 3; ver Young y
Young 1992). Este aparente compromiso entre servicio de polinizacion y dafio de estilo
requiere una mayor atencion para implementar préacticas de polinizacion adecuadas. En
base a nuestro conocimiento, sin embargo, la densidad de colmenas de abejas mieleras
utilizadas en los campos de frambuesa no esta basadas en criterios agronomicos que
consideren relaciones cuantitativas entre produccién de frutos y densidad de abejas, sino
en criterios apicolas focalizados en la produccion de miel. Mas aln, como las
frecuencias de visitas de A. mellifera y B. terrestris no estuvieron correlacionadas entre

si, el uso de abejas mieleras es poco probable que reduzca la abundancia local de este
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abejorro invasor. De hecho, es muy probable que en ausencia de B. terrestris, las pocas
visitas provistas por el ensamble de polinizadores nativos, junto con un adecuado
manejo de abejas mieleras, podrian proveer un adecuado servicio de polinizacién para

maximizar la produccién de frutos de calidad comercial en los campos de frambuesa.

Aunque menos perjudicial que B. terrestris, las visitas de A. mellifera también
causan dafio en los estilos de frambuesa. En un andlisis reciente del servicio de
polinizacion en 41 sistemas de cultivos de distintas partes del mundo, Garibaldi et al.
(2013) reportaron que las visitas de las abejas mieleras tenian un mayor efecto positivo
en la deposicion de polen que lo que tenian en la produccion de frutos, lo cual fue
interpretado como resultado de una alta deposicién de polen de baja calidad (i.e. polen
propio o del mismo individuo). Nuestros resultados proveen una explicacion alternativa
para esta aparente inconsistencia entre deposicion de polen y produccion de frutos que
también podria aplicarse a otros cultivos: demasiadas visitas pueden perjudicar la
produccién de frutos, o calidad de los mismos, a través de un incremento del dafio
floral, a pesar de incrementar la deposicion de polen. Las evidencias presentadas en
nuestro estudio abren la necesidad de evaluar en mayor detalle la respuesta de diferentes
cultivos a distintas densidades de polinizadores y alentar el uso de especies nativas para
la polinizacion de cultivos a través de practicas de manejo locales (Carvalheiro et al.
2011, 2012; Garibaldi et al. 2013) antes que la introduccion de especies exoticas. Esto
contribuird a prevenir futuros eventos de invasion y, consecuentemente, la

sobreexplotacion de las flores.

La polinizacion animal es necesaria para aumentar y sostener la produccion de
diversos cultivos (Klein et al. 2007; Aizen et al. 2008). Mientras que la diversidad de
polinizadores se esta reduciendo a nivel mundial, la demanda global de alimentos
dependientes de polinizadores se esta incrementando (Aizen y Harder 2009; Garibaldi et
al. 2013). Aunque la introduccion de polinizadores ha disminuido el déficit de
polinizacién y aumentado la produccién de muchos cultivos (Velthius y van Doorn
2006 y referencias alli, Southwick y Southwick 1992), este estudio en frambuesa provee
una perspectiva novedosa en relacion a las actuales preocupaciones sobre la declinacion
global de polinizadores y consecuente crisis de polinizacion, la cual no siempre
distingue entre perdida de especies y de diversidad y reducciones en la abundancia de
polinizadores. Claramente ilustra que un exceso, en vez de un déficit, de visitantes

florales asociados a la invasion de una especie de abejorro y un incorrecto manejo de de
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colmenas de abejas mieleras pueden reducir la produccion de cultivos. Dado que
muchas especies de polinizadores, ademés de A. mellifera, estan siendo criadas a escalas
industriales, y siendo introducidas a casi todos los continentes para la polinizacion de
cultivos, nuestros resultados muestran la posibilidad de efectos negativos en la
produccidn agricola ademas de los impactos negativos que producen en la fauna de
abejas nativas (Goulson 2003; Morales et al. 2013). Hasta que la incidencia y severidad
de estas préacticas con efectos perjudiciales para la produccion de cultivos sea evaluada
en otras especies cultivadas, extrema precaucion deberia tenerse cuando estas practicas

de manejo son adoptadas.
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Apéndice C2-1. Efectos de la ceniza en la frecuencia de visita de abejas y posibles

efectos confundidos en el nimero de drupas por fruto.

La erupcion del volcan Puyehue en Junio del 2011 deposit6 en el suelo una capa
de ceniza de entre 0 y 13 cm de espesor a lo largo de los sitios muestreados (ver Figura
1 en texto principal y Tabla C2-4). La ceniza impactd negativamente en la fauna de
invertebrados (Buteler et al. 2011, Martinez et al. 2013, Fernandez-Arhez et al. 2013),
generando un gradiente espacial de abundancia de abejas (Morales et al. 2014). En esta
tesis demuestro un decrecimiento en la frecuencia de visita de abejas a medida que se
incremento la deposicion de ceniza a lo largo de los campos de frambuesa. Para eso,
primero estimé la cantidad de ceniza depositada en cada uno de los 16 campos de
frambuesa usando funciones trigonométricas y un mapa en GIS, el cual mostraba las
isolineas del grosor de ceniza (Gaitan et al. 2011). Luego analicé el efecto de la
cantidad de ceniza depositada sobre la frecuencia de visita de (i) todas las abejas como
grupo, y (ii) Apis mellifera, (iii) Bombus terrestris, y (iv) abejas nativas, separadamente,
y la presencia/ausencia de colmenas de abejas mieleras (dentro o en un radio de 100
metros del cultivo) en la frecuencia de visita de A. mellifera. Para el analisis de datos
useé modelos lineales generalizados de efectos mixtos (GLMM), debido a la naturaleza
discreta de las variables y a la estructura jerarquica del disefio de muestreo (i.e. muchos
censos de polinizadores pero solo un valor de deposicidn de ceniza por campo y errores
no-normales; Gelman & Hill 2007), incluyendo “campo” como efecto aleatorio y el
espesor de la capa de ceniza como efecto fijo. En estos analisis, el espesor de la capa de
ceniza (cm) (variable independiente) fue log-transformada debido a que tendia a
decrecer exponencialmente con la distancia al volcan. Mas especificamente, esta
variable fue transformada como logio(X+1) a que no habia ceniza depositada en los
campos situados mas al sur (Figura 1 en texto principal, Tabla C2-4). En los analisis
del nimero de visitas asumi una distribucion del error binomial negativa, usando la
funcién de enlace In. Debido a que el nimero de flores de frambuesa observada en cada
censo no fue constante (ver Materiales y Métodos en el texto principal), inclui esta
variable en el modelo como un predictor mas, de manera de incrementar el ajuste del
modelo. Luego del analisis, la variable respuesta fue dividida por el nimero de flores

para expresar frecuencia de visita como nimero de visitas - flor-5 min™.

La frecuencia de visitas en flores de frambuesa considerandolas todas como

grupo fue negativamente afectada por la cantidad de ceniza depositada (estimado + SE
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=-3.33%£0.45, Z =-7.32, P< 0.001); decreciendo de 2.77 £ 0.06 a 0 cm hasta 0.012 £
0.004 visitas - flor-5 min™t a 13 cm de deposicion de ceniza. A pesar de esta tendencia
general, las frecuencias de visitas de los dos principales visitantes florales, A. mellifera
y B. terrestris, estuvoieron determinada por diferentes factores. La frecuencia de visita
de A. mellifera en los campos de frambuesa no estuvo influenciado significativamente
por la cantidad de ceniza depositada en el suelo (-1.43 £ 1.31, Z=-1.01, P = 0.31; Fig.
C2-3), pero si se vid fuertemente afectada con la presencia de colmenas (4.78 + 1.03, Z
=4.63, P<0.001). Campos con y sin colmenas recibieron (media + SE) 1.11 £ 0.21y
0.02 + 0.04 visitas - flor* 5 min™ de A. mellifera, respectivamente. Por el contrario, la
frecuencia de visitas de B. terrestris estuvo negativamente relacionada con la cantidad
de ceniza depositada (-3.66 + 0.44, Z = -8.22, P< 0.001; Fig. C2-3), decreciendo de 1.4
+0.23 visitas flor!-5 min? a 0 cm hasta 0.03 + 0.02 visitas - flor*-5 minta 13 cm de
deposicion de ceniza. Aunque representando un componente menor del ensamble total
de visitantes floreales, las abejas nativas también se vieron afectadas negativamente por
la cantidad de ceniza depositada (estimado + SE =-5.38 £ 1.72, Z = -3.12, P = 0.001;
Fig. S1), decreciendo de 0.2 + 0.06 a 0 + 0 visitas - flor!-5 min* a lo largo del mismo
gradiente de deposicién de ceniza. Debido a que las frecuencias de visitas de A.
mellifera y B. terrestris estuvieron afectada por factores diferentes, las abundancias de
estos dos visitantes florales fueron independientes a lo largo de los campos de

frambuesa estudiados (ver Resultados en el texto principal).

Debido al que el nimero de drupas por fruto decrecio6 con la frecuencia de
visitas de todas las abejas como grupo (ver Resultados en texto principal), la cual esta
relacionada (negativamente) con la cantidad de ceniza (ver arriba), es importante
evaluar como la variacion en el nimero de drupas puede ser de hecho explicada por las
visita de abejas y no por cualquier otro efecto confundido relacionado con la deposicion
de ceniza. Mas importante aun, las cenizas del volcan Puyehue tienen alto contenido de
potasio (Vallés et al. 2011), y, por lo tanto, su efecto como fertilizante podria
incrementar el set de drupas a través del incremento de drupas desarrolladas. Sin
embargo, Crego et al. (2012) reportaron que la deposicion de cenizas no tiene efectos en
las propiedades del suelo a corto plazo. De hecho, el tiempo requerido por los
componentes de la ceniza para enriquecer los suelos esta en el orden de los siglos
(Shoji, Nanzyo & Dahlgren 1993). En cualquier caso, el incremento en el peso del fruto
que puede ser atribuido via fertilizacion en frambuesas ha sido reportado entre un 5-6 %
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(Buskiene & Uselis 2008; Gercekcioglu 2008). Sin embargo, aqui hemos reportado
diferencias en el peso de los frutos superiores al 30% que pueden ser atribuidas
directamente a la no formacion de drupas debido al dafio en los pistilos (ver Resultados
en el texto principal), mas que al peso individual de drupas o fallas en el desarrollo de
pistilos no dafiados. Mas adn, los campos que ocurren en la zona de suelos mas
productivos son aquellos localizados maés al sur del volcéan, en los valles de EI Bolsén,
Lago Puelo y EI Hoyo (SAGPyA 2006; I1ICA 2012), donde no llegé ceniza del volcan
Puyehue, pero donde recordamos los frutos mas livianos (i.e. con menos drupas por
fruto). Ademas, debido a que las frambuesas no exhiben ningun problema sanitario en
particular causado por herbivoros, hongos, u otros patdgenos en nuestro sistema de
estudio (SAGPyA 2006), no hay lugar a pensar que la ceniza haya actuado como agente
de control de plagas. Otro factor que podria influenciar de manera directa la
variabilidad observada en el nimero de drupas por fruto es el nimero de pistilos por flor
(i.e. dvulos). Por este motivo, usamos GLMM para evaluar si el nimero de pistilos por
flor estaba relacionado con la cantidad de ceniza depositada. Como en los otros
modelos de regresion, asumimos una distribucion del error binomial negativa e
incorporamos “campo’ como efecto aleatorio. L0s resultados no mostraron evidencia
de que el nimero de pistilos por flor variara significativamente con la cantidad de
ceniza depositada (estimado + SE = 0.07 £ 0.06, Z = 1.3, P = 0.19). Finalmente, aunque
condiciones climéticas extremas (e.g. heladas o eventos climaticos extremos) pueden
producir dafio floral, no han ocurrieron heladas y/o tormentas severas, y no ocurren
normalmente, durante Enero y Febrero, correspondientes a los meses mas calidos y
secos en el NO Patagonico, cuando este estudio fue realizado. Las temperaturas
minimas promedio en los sitios mas altos son de 6.5°C durante Enero y Febrero
(Hijamans et al. 2005). Mas aun, los campos localizados a las mayores alturas fueron
aquellos con las menores incidencias de dafo a pistilos. Por lo tanto, las condiciones
climaticas extremas no pueden explicar el patron espacial en el dafio a los pistilos que
aqui reportamos. Basados en estos argumentos, puedo concluir que el dafio a los
pistilos es el efecto mas directo que explica la variacion en el set de drupas entre los

campos de frambuesa de estudio.
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Apéndice C2-2. Analisis de auto-correlacion espacial.

Los campos localizados cercanos en el espacio podrian ser mas similares entre si
en muchos aspectos que aquello lejanos, més alla de cualquier efecto asociado a la
disposicion de ceniza en las variables respuesta. Por lo tanto, si la deposicion de ceniza
explica completamente la estructura espacial de los datos, no deberiamos encontrar
diferencias de auto-correlacion espacial en los residuales de nuestros modelos de
regresion (Diniz-Filho, Bini & Hawkins 2003). Para evaluar esta posibilidad, promedié
los residuales de cada una de nuestras observaciones por campo estimados de los
modelos jerarquicos y los correlacionamos con una matriz de distancia, la matriz de las
distancias geograficas y la matriz de las diferencias absolutas de las medias residuales
entre todos los pares de campos muestreados (i.e. [ x]/2 = 120 pares). Luego estimé el
coeficiente de correlacion de Mantel y estimé su significancia basandonos en 10000

permutaciones aleatorias de un de las matrices (Legendre y Fortin 1989).

El test de Mantel no mostré evidencia de auto-correlacién espacial en los
residuales del modelo de frecuencia de visita de todas las abejas como grupo (r = 0.11,
P =0.18), A. mellifera (r =-0.09, P = 0.77), B. terrestris (r =-0.009, P = 0.48), o abejas
nativas (r = 0.03, P = 0.34). Segln esto, la estructura espacial de los datos no puede

explicar la variacion en la frecuencia de visita mas alla de lo explicado por la ceniza.
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Figura C2-3. Efectos de la deposicion de ceniza sobre la frecuencia de visita de abejas.

Relaciones entre la frecuencia de visita (estimada como nimero de visitas flor-1

5 min-1) de Apis mellifera, Bombus terrestrsis y abejas nativas con la cantidad de

ceniza depositada en cada campo. Los circulos representan valores medios por campo

(1 SE) mientras que la linea solida representa la curva estimada por el modelo de

regresion, asumiendo una distribucion del error binomial negativa.

Frecuencia de visita

0.5

15 20 25

1.0

0.0

Apis mellifera

Bombus terrestris

Abejas nativas

2.5

25

P=0.31 i P<0.001 P=0.001
o o
o ol
I I 0 )
E e <
w E ['e]
23 24
e E e iv o IEF__. * .
T T T T T T © T T T T T T e T T — T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

logyo (cantidad de ceniza (cm) + 1)

53




1
2

(62 B -

Tabla C2-4. Caracteristicas de los campos de frambuesa estudiados. Coordenadas geogréficas y caracteristicas de los 16 campos de frambuesa

estudiados. Los sitios se encuentran ordenados de Sur a Norte.

Frecuenciade | Frecuenciade | Frecuencia de
Sitio Latitud Longitud | Altitud Ceniza Colmenas Tratamiento de visitas de A. visita de B. visita de
(m) depositada suplementacion mellifera terrestris abejas nativas
(cm) * de polen (no. visit:?s-flor’l-S (no. visite?s “flort-5 (no. visite?s “flort-5
min?) min?) min?)
1 -42.0469 -71.5103 249 0 Si No 2.24 0.54 0.04
2 -42.0103 -71.528 459 0 Si Si 1.33 1.4 0.1
3 -41.9997 -71.5524 305 0 Si No 2 1.11 0.02
4 -41.9455 -71.5211 440 0 Si Si 1.3 0.86 0.02
5 -41.6059 | -71.5393 686 0 No No 0 2.33 0.62
6 -41.6025 | -71.6068 561 0 Si No 0.03 2.18 0.45
7 -41.2438 -71.4627 1489 0.12 No No 0.03 0.84 0.16
8 -41.107 -71.203 809 3.3 Si Si 0.78 0.03 0.06
9 -41.1018 -71.4959 904 1.3 No No 0.12 0.22 0.008
10 -41.0955 | -71.5113 1077 1.3 No Si 0 0.69 0
11 -40.8009 | -71.5839 795 10.5 No Si 0 0.03 0
12 -40.795 -71.5859 790 10.5 No No 0 0.05 0
13 -40.7736 | -71.6599 823 13.6 No Si 0 0.01 0
14 -40.1256 | -71.2537 994 2.8 Si No 1.6 0.04 0
15 -40.1248 | -71.2967 995 2.8 Si No 0.86 0.24 0
16 -39.773 -71.0649 886 0.20 Si No 0.22 0.68 0.02

*Fuente: Gaitan, J.J., Ayesa, J.A., Umafia, F., Raffo, F. & Bran, D.B. (2011) Cartografia del area afectada por cenizas volcécinas en las

provincias de Rio Negro y Neuquén. pp. 8. Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuria (INTA), Estacion experimental S.C. de Bariloche.
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Tabla C2-5. Modelos de regresion. Variables, unidades, distribuciones del error y resultados de los modelos de regresion empleados en los datos.

Efectos fijos
Variable Variable Unidades Distribucion | Funcién | No.de | No. de frutos o
independiente dependiente del error de enlace | campos flores B SE | Z-value
Frecuencia de (1) Deposicion de No. granos de polen Binomial negativa In 16 399 0.17 0.06 2.55*
visita (Apoidea) polen stigma’?
Frecuencia de (1) Deposicion de No. granos de polen Binomial negativa In 16 399 Am=0.26 0.09 2.85**
.. B -1
visita (A.m + B.t) polen stigma Bt=012 0.10 121
Frecuencia de (2) Dafio estilos Estigma presente o Beta binomial logit 16 477 1.48 0.22 6.55***
visita (Apoidea) ausente (1 0 0)

Frecuencia de (2) Dafio estilos Estigma presente o Beta binomial logit 16 477 Am=12 0.31 3.84***
visita (A.m + B.t) ausente (1 0 0) Bt=198 0.34 5 74wk
Frecuencia de (3) Set de drupas No. de drupas fruto™ Binomial negativa In 12 429 -0.12 0.04 | -2.62**

visita (Apoidea)

Frecuencia de (3) Set de drupas No. de drupas fruto™ Binomial negativa In 12 429 Am=-0.12 | 0.06 -1.95
visita (A.m + B.t) B.t=-0.15 0.07 2.01*
Deposicion de (3) Set de drupas No. de drupas fruto* Binomial negativa In 12 429 0.007 0.005 -1.5

polen
Dafio estilos (3) Set de drupas No. de drupas fruto* Binomial negativa In 12 429 -0.64 0.18 -3.44%**
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Capitulo 3.

Modelo mecanicista de los costos y beneficios de la
polinizacidn para cultivos: frecuencia de visita e
iIdentidad de polinizadores predicen la calidad de

frutos en frambuesa.

Beneficios (B) o Costos (C)

la Ib

Frecuencia de interaccion

El contenido de este capitulo se encuentra en revision como:

Saez A., Morales J.M., Morales C.L., Harder L. & Aizen M.A. A mechanistic benefit-
cost pollination model for crops: visit frequency and pollinator identity predict fruit

quality in raspberry en Ecological Applications
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Resumen
Los cultivos dependientes de polinizadores muestran a escala mundial un

incremento desproporcionado en su area cultivada asociada con demandas de mercado
crecientes. Aqui desarrollé un modelo estocastico mecanicista para identificar como
seria un servicio de polinizacién 6ptimo, en términos de frecuencia de visitas de
polinizadores e identidades, para maximizar la produccion en frambuesa. Las funciones
y parametros usados en el modelo derivaron de una serie de experimentos de campo, los
cuales describen las diferentes variables y eventos asociados a los procesos de
polinizacion (i.e. grado de auto-polinizacién, deposicién de polen con la visita de
polinizadores y dafio floral) y post-polinizacion (i.e. carga minima de polen que gatilla
la germinacion del polen, tiempo requerido desde la germinacion del polen hasta la
fertilizacion del évulo) que determinan la calidad del fruto (i.e. nGmero de drupas por
fruto). EI modelo predijo una relacion de tipo concava en la calidad de frutos de
frambuesa a medida que se incrementa la frecuencia de visita de los polinizadores a las
flores. Se estimo que entre 6 y 22 visitas de Apis mellifera o entre 4 y 14 visitas de
Bombus terrestris, los dos principales polinizadores en nuestra area de estudio, a lo
largo de los 2.5 dias de vida de la flor maximizan la calidad de frutos. Flores de campos
que reciben mas de aprox. 620 visitas de la abeja mielera o 428 del abejorro, frecuencias
observadas a campo en estudios previos, es esperado que produzcan frutos de menor
calidad que sin abejas, debido a que los costos asociados con el dafio floral superan los
beneficios de la polinizaciéon animal. Aunque este modelo fue construido usando a la
frambuesa como cultivo focal podria ser facilmente adaptado a cualquier otro cultivo
dependiente de polinizadores, y en consecuencia ser utilizado como una herramienta

para guiar practicas de manejo eficientes en los agoecosistemas del mundo.
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Introduccion
Los cultivos dependientes de polinizadores muestran un desproporcionado

incremento en su area cultivada en todo el mundo, asociado a las aceleradas demandas
de un mercado creciente (Aizen et al. 2008). Desafortunadamente, este continuo
incremento de las tierras cultivadas amenaza la biodiversidad en general (Sala et al.
2000) vy los polinizadores en particular (Robinson y Sutherland 2002; Benton et al.
2003). Por esta razén, el manejo activo de polinizadores es una practica comun en la
mayoria de los agroecosistemas para suplementar el servicio de polinizacion provisto
por visitantes florales silvestres (Winfree et al. 2009; Garibaldi et al. 2014). Las abejas
mieleras (Apis mellifera) y, mas recientemente, algunas especies de abejorros (Bombus
spp.) son las especies mas comdnmente usadas especificamente para servicios de
polinizacién (Velthuis yVanDoorn 2006). Las practicas de manejo actuales asumen
incrementos monotonicos en los beneficios netos (e.g. produccién) con la abundancia de
polinizadores (e.g. nimero de colmenas) (Dewenter 2003; Benjamin et al. 2014; King
etal. 2013). Sin embargo, estudios recientes han mostrado que la produccion de frutos
y/o semillas pueden declinar a altas tasas de visita, un resultado que puede ser explicado
por un incremento mas acelerado de algunos de los costos de la interaccion planta-
polinizador (e.g. dafio floral) que de sus beneficios (e.g. deposicion de polen) a partir de
cierto umbral de visitas (Morris et al. 2010; Aizen et al. 2014; Saez et al. 2014). Por lo
tanto, la optimizacién de los componentes criticos de la polinizacién, como calidad y
cantidad de frutos, en cultivos dependientes de polinizadores requiere un detallado
conocimiento bioldgico no sélo de sus requerimientos de polinizacion y sistemas
reproductivos, sino también de como los beneficios y cotos dependen de la densidad e

identidad de los polinizadores.

En cultivos dependientes de polinizadores bajo limitacion polinica (i.e. cuyas
flores reciben muy pocos granos de polen como para fecundar todos sus 6vulos), se
espera observar un incremento en la produccion del cultivo debido a una mayor
deposicién de polen al incrementarse la densidad de polinizadores. De hecho, algunos
estudios han mostrado que al aumentar el nimero de abejas manejadas (e.g. colmenas
de A. mellifera) cercanas o dentro de los campos cultivados llevo a un incremento en la
productividad del cultivo (Benjamin et al. 2014). Sin embargo, incrementos
desproporcionados en la densidad de polinizadores puede saturar los beneficios

derivados de la deposicion de polen, mientras se incrementan los costos de la
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interaccion (e.g. dafio floral). Por lo tanto, reducciones en los beneficios netos a altas
densidades se podrian traducir en la produccion de frutos o semillas de menor nimero o
calidad (Aizen et al. 2014). Este escenario ha sido descripto en especies cultivadas en
campos provistos con un alto nimero de colmenas de abejas mieleras y en regiones
invadidas por el abejorro exotico Bombus terrestris (Bandano et al. 2011; Saez et al.
2014). Mas aun, beneficios y cotos pueden diferir entre polinizadores dependiendo, por
ejemplo, del tamafio corporal y comportamiento. Esto abre la posibilidad que mayores
beneficios (e.g. produccion) puedan ser obtenidos a través de un manejo orientado a
alcanzar regimenes de polinizacién 6ptimos en términos de densidad e identidad de
polinizadores. Especificamente, el disefio de este tipo de manejo de polinizadores
deberia ser capaz de indicar rangos de abundancias de abejas e identidades que
maximicen los componentes claves de la produccion de cultivos. Debido a que estos
componentes claves relacionados a la polinizacion incluyen frutos y semillas, estos
implican un entendimiento detallado de los procesos de polinizacion y post

polinizacion.

Aqui desarrollé un modelo mecanicista estocastico para identificar qué
constituye un servicio de polinizacion 6ptimo para maximizar la calidad de frutos en
frambuesa, en términos de frecuencia de visita e identidad de polinizadores. Este
modelo estd basado en una serie de experimentos de campo orientados a estimar
pardmetros claves y a identificar funciones que describen los diferentes procesos de
polinizacion y post polinizacién que determinan el nimero de drupas por fruto. Esto
requirié la estimacién de: (1) el grado de auto-fertilizacion autonoma, (2) la funcion que
describe como se incrementa la deposicién de polen con el nimero e identidad de los
visitantes florales, (3) el nimero minimo de granos de polen en el estigma necesarios
para gatillar la germinacién del polen y el crecimiento del tubo polinico, (4) el tiempo
requerido desde la germinacidn del polen hasta la fertilizacion del évulo, y (5) la
funcién que describe como el dafio a los estilos se incrementa con el nimero e identidad
de los visitantes florales. Un factor critico incorporado en nuestro modelo es que la
fertilizacion no va a ocurrir, a pesar de una polinizacion adecuada, si el dafio a los
estilos interrumpe el crecimiento del tubo polinico. En frambuesa, este es el costo de
interaccién mas importante que se incrementa con la densidad de abejas (Saez et al.
2014, Capitulo 2 de esta Tesis). Aqui usé estos datos del nimero de drupas por fruto en

funcion de la variacion espacial en la frecuencia de visita de abejas mieleras y B.
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terrestris para poner aprueba cuan bien ajustaba nuestro modelo. Aunque este modelo
ha sido desarrollado especificamente para predecir beneficios y costos relacionados con
la polinizacion en frambuesa, este incluye la mayoria de los elementos bioldgicos claves
necesarios para modelar la dindmica de polinizacion de cualquier cultivo dependiente de

polinizadores o plantas silvestres.

Materiales y Métodos
Sitio de muestreo y cultivo de estudio

Los experimentos de campo para estimar las funciones y parametros del modelo
(ver abajo y Apéndices) fueron realizados durante el verano austral del 2013 (Enero-
Marzo) en una plantacion de frambuesa (Rubus idaeus, variedad Autumn bliss) de la
chacra “Arroyo Claro” (41°56.700 S; 71° 31.200 W), localizada cerca de El Bolson,
Rio Negro, Argentina. Las flores de frambuesa son hermafroditas, completamente auto-
compatibles, pero su estructura (i.e. 80-100 pistilos ubicados en un nucleo central)
impide la auto-polinizacion completa. Especificamente, el polen del anillo de anteras
periférico no puede contactar los pistilos ubicados en posicion mas central de la flor en
ausencia de vectores de polen (Cane 2005). Aunque la mayoria de las flores de
frambuesa pueden formar fruto en ausencia de visitas de abejas, las flores no visitadas
producen una mayor cantidad de frutos malformados, con menos drupas que aquellas
flores que fueron visitadas (Cane 2005; Morales 2009). En consecuencia, la mayoria o
todos los 6vulos de una flor deben ser fertilizados para asegurar la produccién de frutos
de alta calidad comercial (Cane 2005). Es por esta razon que colmenas de abejas 0
abejorros son comunmente utilizadas en las plantaciones de frambuesas para asegurar
niveles de polinizacion adecuados (Velthuis yVanDoorn 2006). En el NO Patagonico,
las flores de frambuesa son mayormente visitadas por la abeja manejada Apis mellifera
y por el abejorro invasor Bombus terrestris (ver Morales 2009). Sin embargo, las abejas
pueden dafar los estilos de la flor mientras visitan las flores, potencialmente
interrumpiendo la polinizacion al impedir el crecimiento del tubo polinico a lo largo del
estilo (Saez et al. 2014, Capitulo 2 de esta Tesis). En un estudio previo se ha observado
que este dafo a los estilos se incrementa con la frecuencia de visita a las flores, siendo

las visitas de B. terrestris mas dafiinas que las de A. mellifera.

Modelo de polinizacion
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Aqui desarrollé un modelo de simulacion estocastico para representar los
procesos de polinizacién y post-polinizacion relacionando mecanisticamente la
polinizacion con el desarrollo del fruto en frambuesas. Simulé un gradiente de
frecuencias de visitas (i.e. nimero de visitas - flor- hora) y sus efectos en el proceso
de polinizacion (i.e. deposicion de polen a través de las visitas), y en los procesos post-
polinicos (i.e. germinacion del polen y crecimiento de tubos polinicos) y dafio floral (i.e.
dafio al estilo a través de las visitas). En el modelo, el nimero de pistilos por flor, cada
uno con un unico ovulo, fue simulado muestreando de una distribucion de Poisson con
lambda igual a 95 (i.e. nimero promedio de pistilos por flor de una muestra de ~500
flores). La frecuencia de visita a las flores se incrementd desde 0 a 35 por hora, a
intervalos de 0.01 visitas - flor?- hora™ (i.e. 0 a 700 visitas durante la vida de una flor,
ver abajo). Este rango de visitas imita la variabilidad natural observada a lo largo de 16
plantaciones de frambuesa como reportamos previamente (ver Capitulo 2). EIl nGmero
de visitas por hora fue incorporado en el modelo muestreando de una distribucion de
Poisson para cada valor de frecuencia de visita, realizando 1000 réplicas para cada
valor. El modelo desarrollado registra y actualiza el estado de cada pistilo de cada flor
simulada cada hora (i.e. (1) numero de granos de polen acumulados en el estigma; (2)
presencia de al menos un grano de polen germinado y tubo polinico creciendo a traves
del estilo 0 no; (3) estilo dafiado o no; (4) crecimiento de tubo polinico interrumpido o
no si el estilo fue dafiado; (5) fertilizacion o no del 6vulo). Al final, el estado de cada
ovulo (fertilizado o no), fue el resultado de los procesos de polinizacion y post-
polinizacion luego de 20 horas de actividad de polinizadores. Este tiempo de actividad
resulta de asumir 8 horas de visitas por dia multiplicado por un estimado de 2.5 dias de
vida de una flor (A. Saez observacién personal). La salida del modelo fue la proporcion
de pistilos que desarrollaron una drupa. Este modelo fue creado para explicar toda la
variacion en la proporcion de drupas derivadas de los procesos de polinizacién y post-
polinizacién, asumiendo que los recursos no son limitantes (i.e. agua, luz o nutrientes),

los cuales de hecho pueden afectar el éxito de la fructificacion.

Cada uno de los procesos de polinizacion del modelo fue simulado por funciones
deterministicas estimadas mediante experimentos de campo Yy datos reportados en la
literatura, incorporando la estocasticidad a través de las distribuciones de probabilidad
definidas para cada funcion. Ajusté funciones que explicaban los patrones observados

en los datos usando estimaciones de maxima verosimilitud con la funcién mle2 del
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paquete de R bbmle (Bolker 2012). Abajo presento un resumen de los procesos de
polinizacion y post-polinizacién involucrados en el modelo, mientras que la descripcion

detallada de las funciones y parametros se encuentran en los Apéndices C3-1 a C3-5.

Primero determiné la dependencia de polinizadores en frambuesa a través de la
estimacion del numero de drupas desarrolladas por fruto en ausencia de visitas de
polinizadores aislando 52 flores con tul antes de su antesis (ver Apéndice C3-1). En el
modelo de simulacion los niveles de auto-polinizacion fueron muestreados de una
distribucion de Poisson con lambda igual a la proporcion de drupas desarrolladas en
ausencia de visitas de polinizadores (i.e. 0.65). El proceso de deposicion de polen por
polinizadores (i.e. nUmero de granos de polen depositados en la superficie estigmatica
por visita) fue modelado ajustando una funcidn de crecimiento exponencial asintética
con una distribucion de Poisson. La estimacion de parametros para Apis mellifera fue
obtenida de experimentos de campo, los cuales consistieron en exponer flores recién
abiertas a las visitas de las abejas durante tiempos variables (ver Apéndice C3-2).
Basandome en informacidn previa de un estudio que comparo la deposicion de polen
por visita de abejas mieleras y abejorros en estigmas virgenes de frambuesa (Wilmer et.
al. 1994), la tasa de deposicion de polen para B. terrestris fue estimada asumiendo que
durante la primer visita este abejorro deposita el doble de polen que A. mellifera (ver
Wilmer et al. 1994 y Apéndice C3-2).

Una vez que el polen se deposita en el estigma los granos germinan y los tubos
polinicos comienzan a crecer hacia el ovario. Sin embargo, usualmente existe un
namero critico de granos de polen >1 que necesitan ser depositados en el estigma para
gatillar la germinacién y el subsecuente crecimiento del tubo polinico (Schemske y
Fenster 1983; Cruzan 1986). Aqui estimé este valor umbral para la frambuesa
relacionando la germinacion del polen con la cantidad total de granos de polen en el
estigma. Modelé la probabilidad de observar al menos un grano de polen germinado en
funcién del polen total depositado usando una funcién de crecimiento exponencial

asintética modificada con una distribucion Binomial (ver Apéndice C3-3).

Una vez que el polen germina los tubos polinicos comienzan a crecer hacia la
base del estilo. Basandome en experimentos de campo donde cortamos los estilos de la
flor a diferentes tiempos luego de realizar polinizacion manual, estimé que ~27 horas

son necesarias para completar la fertilizacion (Apéndice 4). Sin embargo, debido a que
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los polinizadores usualmente rompen el estilo cerca del apice (i.e. ~10% del largo del
estilo), estimé que existe una ventana de 2 horas luego de la germinacion durante la cual
el dafio al estilo puede interrumpir el crecimiento del tubo polinico y, por lo tanto, la

fertilizacion no ocurrira (ver Apéndice C3-4).

La probabilidad de dafio a los estilos fue modelada en funcion del nimero de
visitas usando una funcion de crecimiento exponencial asintotico modificada siguiendo
una distribucion Binomial. Cuantifique este dafio a los estilos para A. mellifera de las
mismas flores que usamos para cuantificar cambios en la deposicion de polen en el
tiempo. Basandome en informacion previa (ver Saez et al. 2014, o Capitulo 2 de esta
Tesis), la tasa de dafio al estilo para B. terrestris fue modelada asumiendo que, por
visita este abejorro es intrinsecamente 1.65 veces més dafiino que A. mellifera (ver
Apéndice C3-5).

Escenarios de simulacion

Debido a que cada uno de los visitantes florales de frambuesa (A. melliferay B.
terrestris) tienen sus propios parametros de deposicién de polen y dafio al estilo (ver
Apeéndices C3-2 y C3-5) primero simulé dos escenarios: (i) solo visitas de A. mellifera,
y (ii) sélo visitas de B. terrestris. Luego simulé (iii) un escenario mixto de visitas
donde para cada valor de frecuencia de visita combinado de A. mellifera 'y B. terrestris
estimamos el resultado esperado. EI nimero de visitas por hora de cada polinizador fue
incorporado al modelo muestreando de una distribucion de Poisson, corriendo 1000

réplicas para cada combinacién de frecuencia de visitas.
Validacion del modelo y analisis de sensibilidad

Para evaluar la eficacia del modelo simulé 12 escenarios especificos, cada uno
con una frecuencia de visita particular y proporciones de A. mellifera / B. terrestris
observada durante la temporada 2012 (para mas detalles ver Saez et al. 2014 o Capitulo
2 de esta Tesis), y estimé la bondad de ajuste del modelo realizando una regresion entre
los valores observados del set de drupas con aquellos predichos por nuestro modelo de
simulacion (Pifieiro et al. 2008). El r?de la regresion lineal muestra cuéanto de la
variacion lineal en los valores observados es explicado por la variacion en los valores
predichos, mientras que la pendiente e intercepto describen la consistencia y sesgo,

respectivamente (Pifieiro et al. 2008). Para cada uno de los 12 campos, simulé la misma
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cantidad de frutos que habiamos cosechado en 2012 para tener una comparacion

balanceada.

Finalmente, estimé la importancia relativa de los diferentes parametros de
entrada en la variable de salida (i.e. proporcion de drupas) del modelo de simulacion
conduciendo analisis de sensibilidad de Sobol (Saltelli 2002) (ver Apéndice C3-6). El
método de Sobol provee dos clases de indices. Los indices de primer orden representan
la contribucion directa de cada factor, a través de los pardmetros que los representan, a
la varianza total de la salida del modelo (i.e. porcentaje de la varianza total que es
explicada por cada factor), mientras que los indices totales representan la varianza
explicada directamente por cada factor mas los efectos indirectos traves de interacciones
con los otros factores. Los andlisis de sensibilidad fueron desarrollados para los
pardmetros que describen las funciones de auto-polinizacion (ver Apéndice C3-1),
deposicion de polen (ver Apéndice C3-2), germinacion del polen (ver Apéndice C3-3),
dafo a los estilos (ver Apéndice C3-5) y la ventana temporal en la cual los tubos

polinicos pueden ser interrumpidos debido al dafio en los estilos (ver Apéndice C3-4).

Resultados
La densidad e identidad de los polinizadores afecto la proporcién de drupas

desarrolladas en los frutos de frambuesa. Para las dos especies de polinizadores (A.
mellifera y B. terrestris) el cuajado de drupas mostr6 un rapido incremento sobre el
nivel base de ~65% determinado por auto-polinizacidn con las primeras visitas de los
polinizadores seguido de un decrecimiento gradual luego del nimero de visitas 6ptimo
(Fig. 1). En particular, el modelo de simulacion para A. mellifera como Unico visitante
floral predijo un porcentaje de drupas maximo cercano al 99% entre las 6 y 22 visitas
totales por flor (Fig.1, panel izquierdo). ElI modelo también predijo que >620 por flor
da como resultado frutos con menos drupas que las generadas por auto-polinizacion
(Fig. 1, panel izquierdo). La simulacién con B. terrestris como Unico visitante floral
predijo la méxima proporcion de drupas por futo de cerca de 99% con entre 4y 14
visitas por flor (Fig. 1, panel derecho). EI modelo también predijo que >428 visitas por
flor de este abejorro dan como resultado frutos con menos drupas que las formadas por
simple auto-polinizacion (Fig. 1, panel derecho). Cuando ambos polinizadores se
encontraban visitando las flores de frambuesas conjuntamente, el maximo beneficio

neto en el cuajado de drupas aparece bajo la combinacién de visitas delineada entre las
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isolineas de 0.98 del gréafico (e.g. 8 visitas de cada polinizador maximiza el cuajado de
drupas) (Fig. 2).

Figura 1. Relacion de la proporcion de pistilos que desarrollaron drupa (i.e. cuajado de
drupas) con el nimero de visitas de Apis mellifera (panel izquierdo) y Bombus terrestris
(panel derecho). Los circulos negros indican la prediccion promedio del modelo de
simulacion, mientras que las lineas rojas los cuantiles 0.025 y 0.975. La linea negra
punteada indica el set de drupas esperado por auto-polinizacion. Efectos positivos netos
de la interaccion planta-animal ocurren cuando la curva se encuentra por encima de la

linea punteada.
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I I
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Figura 2. Gréafico de contorno de la proporcién de pistilos que desarrollaron drupa (i.e.
cuajado de drupas) para distintas combinaciones de visitas de Apis mellifera y Bombus
terrestris (desde 0 a 170 visitas para cada polinizador). El recuadro ubicado en la

esquina izquierda abajo representa la region expandida abajo.

Proporcion de drupas por fruto

1

150

100 —

No. de visitas de B. terrestris por flor

100 150

No. de visitas de A. mellifera por flor

10 4

Estimaciones de la bondad de ajuste del modelo mostraron una relacion positiva
entre la proporcion de drupas por fruto observadas con aquellas predichas por el modelo
(Bo = 2SE = 0.23 £ 0.30, f1 = SE=0.64 + 0.40, n = 12, r?>= 0.50, P = 0.009) (Fig. 3).
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Interesantemente, el intervalo de confianza del 95% para los parametros estimados
mostrd que cero es un valor probable para la ordenada al origen (95% CI: -0.11 - 0.58),
mientras que uno resulté un valor probable para la pendiente (95% CI: 0.19 - 1.1).
Aproximadamente, el 70% de los valores medios predichos por el modelo presentaron
niveles de imprecision menores al £10 % de la proporcidn observada de drupas por
fruto, mientras que el 30% restante mostrd un error de estimacion entre + 10 y 20% del

cuajado de drupas observado (Fig. 3).

Figura 3. Relacion entre la proporcion de pistilos que desarrolla drupa (i.e. set de
drupas) observada con la predicha por el modelo de simulacion para las 12 plantaciones
de frambuesa muestreadas. Los puntos indican valores medios + 2 SE. La linea negra

representa una recta con intercepto = 0 y pendiente = 1.
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El anélisis de sensibilidad detecto el parametro de escala (tasa) de la funcion de
germinacion de polen como el parametro de mayor efecto de primer orden en el set de
drupas, seguido del parametro de tasa de la funcion de deposicion de polen y dafio a los
estilos (ver Apéndice C3-6). Los efectos totales del analisis de sensibilidad (i.e.
directos e indirectos) en el cuajado de drupas mostraron las mismas tendencias que los

indices de primer orden, con mayores efectos totales para los pardmetros que controlan
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la tasa de germinacion de polen, seguido por los parametros de tasa de deposicion de
polen y dafio a los estilos (ver Apéndice C3-6).
Discusion

Aqui desarrollé el primer modelo de simulacion para identificar un servicio de
polinizacion optimo que maximice la calidad de frutos en un cultivo parcialmente
dependiente de polinizadores, en términos de densidad e identidad de los visitantes
florales, y también considerando los beneficios y costos de la interaccion planta-
polinizador. Este modelo incluyo los procesos bioldgicos relevantes de la polinizacion
y post-polinizacion, para relacionar mecanisticamente la polinizacién con el desarrollo
del fruto. El modelo predijo una relacion concava en la calidad de fruto de frambuesa a
medida gque se incrementan las visitas de los polinizadores, en concordancia con el
modelo conceptual de cotos-beneficios propuesto por Simms y Rausher (1987) y Aizen
et al. (2014). Este modelo tiene fuertes implicancias para las practicas de manejo de
polinizadores debido a que permite estimar las densidades de abejas necesarias para
maximizar la produccién y calidad de frutos basandose en principios biolégicos sélidos.
Aunque el modelo fue creado usando a la frambuesa como cultivo focal, puede ser
facilmente adaptado a cualquier otra especie cultivada.

Este modelo fue creado tomando en cuenta funciones y parametros que
describen todos los procesos de polinizacion y post-polinizacion involucrados en el
desarrollo de frutos y/o semillas. Primero, estimé los niveles de auto-polinizacion y
autogamia, lo cual provee una linea de base para evaluar costos y beneficios netos de las
visitas de los polinizadores. Debido a la capacidad de auto-polinizar una fraccién de sus
pistilos, la probabilidad de que una flor desarrolle un fruto en la frambuesa es
independiente de la visita de polinizadores, pero la calidad del mismo si lo es. Segundo,
estimé como se incrementa la deposicion de polen con la visita de polinizadores. Se
observd que la deposicidn de polen en la superficie estigmatica sigue una relacion
creciente asintdtica con las visitas de los polinizadores. Esto implica que los beneficios,
desde el punto de vista de la planta, se incrementan con las primeras visitas de
polinizadores, pero luego se alcanza un punto de saturacion sobre el cual recibir mas
visitas no va a incrementar la cantidad de polen (ver también Morris et al. 2010).
Tercero, estimé el nimero minimo de granos de polen depositados en el estigma que
gatillan la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico, asi como el tiempo

que requieren los tubos polinicos para fecundar el évulo. Un efecto de facilitacion a
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medida que aumenta el nimero de granos de polen para la germinacién, particularmente
cuando hay muy pocos granos de polen en el estigma (i.e. efectos alelicos), ha sido
observado en otras especies (Harder et al. 2016). En la frambuesa, se requieren al
menos 10 granos de polen para que al menos uno germine y produzca un tubo polinico.
Finalmente, estié la relacion entre dafio a los estilos ya la visita de los polinizadores.
Esta funcién interactGa con las funciones de deposicién de polen y germinacion para dar
la ventana temporal de crecimiento de los tubos polinicos en la cual pueden escapar del

dafo al estilo y fertilizar el ovulo.

Las simulaciones generadas a partir de los dos principales polinizadores de
frambuesa (A. mellifera y B. terrestris) mostraron patrones dependientes de la vista
similares. Sin embargo, difirieron sutilmente en el rango de visitas que maximizan el
set de drupas y mas aun en el umbral de visitas a partir del cual los costos de la
interaccidn sobrepasan los beneficios de la polinizacion. La simulacion de la calidad
del fruto de frambuesa cuando A. mellifera fue el Unico visitante floral predijo
beneficios maximos en términos de proporcion de drupas por fruto entre 6 y 22 visitas
durante la vida de una flor (i.e. entre 0.3 y 1.1 visitas por hora). De hecho, valores
dentro de estos rangos fueron estimados empiricamente en campos de frambuesas de
Europa (Chagnon et al. 1991), como el minimo namero de visitas que las flores de
frambuesa necesitan para asegurar una polinizacion adecuada y maximizar la
produccion y calidad de frutos. Aungue el maximo beneficio en la produccion de
frambuesas aparece en un rango relativamente estrecho de visitas (i.e. entre 6 a 22), el
modelo predijo que las visitas de las abejas mieleras contribuyen a incrementar la
calidad de los frutos de frambuesa hasta aprox. 600 visitas durante la vida de una flor.
Un incremento en la cantidad de visitas mas alla de este limite implicaria un costo
asociado con el dafio floral que impediria cualquier beneficio extra provisto por la
polinizacién animal (ver Chagnon et al. 1991 y Aizen et al. 2014). EIl manejo activo de
abejas mieleras, especificamente para la polinizacion de cultivos, es una practica comun
y creciente en la mayoria de los agroecosistemas (Aizen y Harder 2009). Bajo este
escenario, poder predecir las densidades de abejas que son necesarias para reducir al
minimo cualquier déficit de polinizacion que puede afectar la cantidad o calidad de
frutos aparece con una prioridad. Como ejemplo, en las 16 plantaciones de frambuesa
muestreadas en 2012 (algunas de ellas con manejo activo de abejas mieleras), nunca

observamos frecuencias de visita > 24 visitas - flor® - hora™ (i.e. 600 visitas durante la
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vida de una flor), indicando que el nimero de colmenas utilizadas en los campos de
frambuesa incrementan la calidad de los frutos. Sin embargo, mejores resultados
podrian obtenerse en algunos campos reduciendo el nimero de colmenas. Mas
precisamente, los costos asociados con visitas excesivas no solo se trasladan a frutos de
menor calidad, sino que también involucra costos econdmicos directos para el agricultor
en términos de alquiler o compra de colmenas, suplementacion de alimento para abejas
y mantenimiento de la salud de las abejas. Por lo tanto, en los campos donde la
frecuencia de visitas excede aprox. 2 visitas de abejas por flor por hora, los agricultores

estaran enfrentando costos extras que no seran retribuidos por ningun beneficio extra.

Comparado con A. mellifera, menos visitas de B. terrestris (i.e. entre 4y 14
visitas durante la vida de una flor, o entre 0.2 y 0.7 vistas por hora) son necesarias para
maximizar la calidad de frutos en frambuesa. Sin embargo, debido a que esta abeja es
mas dafiina que A. mellifera, el modelo predice que el cuajado de drupas por fruto va a
decrecer por debajo del cuajado de drupas autdbnomo cuando el nimero de visitas por
flor exceda las 428 (i.e. 21.4 visitas por hora). De hecho, en al menos 2 de los 16
campos de frambuesa muestreados, observamos frecuencias de visita que excedian este
valor, indicando un efecto negativo neto de las visitas de este abejorro en la calidad de
los frutos de frambuesa. Paraddjicamente, este abejorro fue introducido en Chile para
brindar servicios de polinizacion a cultivos, y ahora, luego de su llegada e invasién en el
NO Patagonico (Torreta et al. 2006; Morales et al. 2013) son necesarias practicas de

manejo para controlar su abundancia.

En general, las predicciones del modelo se ajustaron relativamente bien a la
proporcion de drupas promedio observada en los campos de frambuesa con variaciones
absolutas en la abundancia de abejas y proporciones de abejas y abejorros. Esto es
notable, particularmente debido a que algunos parametros tuvieron que ser inferidos en
vez de estimados, y la frecuencia de visita en los campos de frambuesas usadas para
validar el modelo fueron muestreadas durante solo un dia durante la temporada de
floracién (ver Saez et. al. 2014). Por esta razon, concluyo que este modelo constituye
una herramienta Util no solo para desarrollar estrategias de polinizacion optimas, sino
también para evaluar las consecuencias de los regimenes de polinizacion en base a un
protocolo de muestreo de polinizadores rapido. Debido a que el manejo activo de
polinizadores es una practica comun y creciente en la mayoria de los agroecosistemas,

el modelo mecanicista de costos-beneficios de polinizacion que aqui desarrollado para
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frambuesas representa una primera aproximacion para evaluar anticipadamente las
consecuencias de diferentes manejos de polinizadores (Velthuis y VanDoorn 2006).
Para este caso, el analisis de sensibilidad mostr6 que el cuajado de drupas en frambuesa
es principalmente influenciado por el pardmetro de escala (o tasa) de la deposicion de
polen, el parametro de tasa de la funcion que describe la germinacion de polen, y el
pardmetro de tasa del dafio a los estilos. Por esta razon, este modelo recomienda el uso
y manejo de polinizadores con altas tasas de deposicion de polen y bajas de dafio floral.
Para maximizar la producciéon de los cultivos dependientes de polinizadores a través de
un manejo activo de polinizadores necesitamos tener un entendimiento detallado de
todos los procesos bioldgicos relevantes de la polinizacion y post-polinizacion
involucrados en el desarrollo del fruto. Aqui, incorporé todos estos principios
bioldgicos en un modelo mecanicista para predecir servicios de polinizacién 6ptimos,
en términos de densidad e identidad de abejas, para maximizar la calidad de frutos.
Aunque este modelo ha sido creado especificamente para predecir costos y beneficios
relacionados a la polinizacion en frambuesa, puede ser facilmente adaptado a cualquier
cultivo dependiente de polinizadores que pueda ser interpretado desde una perspectiva
costo/beneficio. Por esta razén, a través de la incorporacion de informacién clave de la
biologia de los procesos de polinizacion asociados con diferentes polinizadores se
pueden guiar practicas de manejo de polinizadores eficientes en los agroecosistemas del

mundo.
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Apéndice C3-1. Importancia de la auto-polinizacion espontanea y autogamia

La frambuesa tiene flores hermafroditas auto-compatibles, con numerosos
pistilos en la parte central de la flor rodeados por un anillo perisférico de anteras. Esta
estructura impide una auto-polinizacion espontanea completa. Por ello, la mayoria de
las frambuesas son altamente auto-compatibles y sus flores forman fruto
independientemente de la visita de abejas; sin embargo, las flores no visitadas forman
frutos deformados con menos drupas en comparacion con flores polinizadas libremente
(Cane 2005; Morales 2009). Para estimar el nimero de drupas que una flor de la
variedad Autumn bliss produce en ausencia de visitas de polinizadores, aislé las flores
de 10 plantas antes de su apertura con bolsas de tul. Luego coseche los frutos cuando

estaban maduros y conté el nimero de drupas desarrolladas y no-desarrolladas.

La figura de abajo muestra el nimero total de pistilos (= 6vulos) por flor en
color gris (media y percentiles 2.5 y 97.5), asi como el nimero de drupas por fruto
desarrolladas en flores aisladas en negro (media y percentiles 2.5 y 97.5). Debido a la
incompleta auto-polinizacion, en la variedad de frambuesa Autumn bliss el 35% de los

pistilos, en promedio, no desarrollan drupa.

120
J

100
1

No. de drupas por fruto

20
1

Flores aisladas
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Apéndice C3-2. Deposicion de polen

La deposicidn de polen en la superficie estigmatica es esperado que se
incremente con el numero de visitas de polinizadores (Vazquez et al. 2005), pero
seguimos teniendo un escaso entendimiento de la forma (funcién) de esta relacion (pero
ver Morris et al. 2010). Para estimar la forma de esta funcion marqué flores con
etiquetas de papel al momento de apertura (antesis) y las expuse desde 1 a 48 hs a los
visitantes florales. Luego de periodos de exposicion aleatorios, corté las flores y las
almacené individualmente en tubos eppendorf con alcohol al 70%. En el laboratorio,
seleccioné aleatoriamente 10 pistilos de cada flor, los aplasté en un porta y los tefii con
la tincion de Alexander (Alexander 1980) para finalmente observarlos bajo microscopio
a 400X. Conté el namero de granos de polen depositados en la superficie del estigma
en estilos no dafiados (ver Apéndice C3-5), distinguiendo entre germinados y no
germinados a través de la ausencia o presencia del contenido citoplasmaticos,

respectivamente (ver Alexander 1980). En total, examiné 590 estilos de 59 flores.

Durante el trabajo de campo, también realicé 170 censos de polinizadores para
estimar la frecuencia de visita a las flores (i.e. nimero de visitas - flor!-5 min?). En
cada censo, anoté e identifiqué todos los visitantes florales que contactaban las flores y
el nimero de flores visitadas por cada individuo a un par de tallos de frambuesa vecinos
(separados por menos de 20 cm) elegidos aleatoriamente. Dada la variacion natural en
el nimero de flores abiertas por tallo, el nmero de flores observadas en cada censo
varid entre 5y 8. Todos los censos fueron Ilevados a cabo desde las 10:00 a las 20:00
hs durante dias soleados o0 poco nublados con poco o nada de viento, usando diferentes
pares de tallos en cada censo. El nimero total de visitas que cada flor marcada recibid
fue estimada multiplicando la cantidad de tiempo que cada flor estuvo expuesta a las
visitas de polinizadores (ver arriba) por la frecuencia de visita promedio de
polinizadores medida durante el periodo de exposicion. Modelé el nimero de granos de
polen depositado por estigma (np) en funcién del nimero de visitas (v) de Apis mellifera
a las flores de frambuesa (i.e. np(v)). Para ajustar esta relacion, usé una funcion de

crecimiento exponencial asintotico (Bolker 2008), por lo que:
np(w) = a - (1— eCF M)

Esta funcion explica de una forma bioldgica el proceso de deposicion de polen,

donde el parametro o representa la asintota, o capacidad de carga de la superficie
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estigmatica, mientras que f representa la tasa de deposicion de polen. Esta funcion

arranca en cero, asumiendo que no hay deposicioén de polen cuando no hay visitas, y se
incrementa hacia la asintota a medida que el nimero de visitas aumenta. El pardmetro
de tasa (f) controla que tan abrupta es la curva a lo largo del eje x, describiendo la tasa

de incremento de la deposicion de polen por visita de un polinizador.

Debido a que el 95% de las visitas a las flores de frambuesa pueden ser
atribuidas a Apis mellifera, este pardmetro g de la deposicion de polen vs. nimero de
visitas (i.e. tasa de deposicion de polen) estimado por la funcion de crecimiento
exponencial asintotico describe especificamente la eficiencia de polinizacion de la abeja
mielera. La figura de abajo muestra la relacion entre el niUmero de granos de polen
depositado por estigma con el nimero de visitas estimado de A. mellifera a las flores de
frambuesa. Cada punto representa el nimero promedio de granos de polen por estigma
de una muestra de 10 pistilos por flor (N =59). La linea gruesa muestra la curva
ajustada, con parametros (media £ SE) a« = 88.22 + 0.0001, = 0.00828 + 0.0003.

Debido a que casi todas las visitas observadas a las flores de frambuesa fueron
hechas por A. mellifera, en contraste con las mas o menos comprables frecuencias de
visita de A. mellifera y B. terrestris observadas en estaciones previas (Morales 2009;
Séaez et al. 2014), no pude ajustar una funcién empirica similar para B. terrestris. Por lo
tanto, para modelar esta funcién para el abejorro asumi el mismo valor de asintota o
capacidad de carga del estigma (pardmetro a) como la abeja mielera (i.e. la carga
maxima de polen es una caracteristica intrinseca del estigma y no del polinizador). Para
estimar el pardmetro de tasa (i.e. crecimiento de deposicion de polen por visita) para B.
terrestris dupliqué la cantidad de polen depositada luego de la primer visita de A.
mellifera (i.e. un trabajo previo de deposicién de polen luego de una visita en estigmas
virgenes mostrd que el abejorro deposita el doble que la abeja mielera en frambuesa
(Willmer et al. 1994)), para finalmente despejar el pardmetro de tasa de la funcion de
crecimiento exponencial asint6tico. Esta funcion esta representada por la linea punteada

en la figura de abajo.
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Apéndice C3-3. Germinacion del polen

Una cantidad minima de numeros de granos de polen depositados en el estigma
(o carga polinica) es necesaria para que al menos un grano de polen comience a
germinar y el tubo polinico crezca (i.e. “efecto masa”, Schemske and Fenster 1983,
Cruzan 1986, Shaanker et al. 1988). Usando la base de datos de deposicion de polen
(ver Apéndice C3-2) estimé el nimero minimo de granos de polen depositados en el

estigma necesarios para gatillar la germinacion del polen en frambuesa.

Modelé la presencia/ausencia de polen germinado en el estigma como el
resultado de una prueba de Bernoulli, con probabilidad de germinacién (g) en funcion
del numero total de granos de polen depositado (tp) (i.e. g(tp)). Para ajustar esta

relacion, usé una funcion de crecimiento exponencial asintético modificada, por lo que:

gltp) =1 — eCe @D
donde a y £ son los parametros de escala y forma, respectivamente. Esta funcion
comienza en cero, asumiendo que no hay germinacion cuando no hay granos de polen
depositado y se incrementa hasta uno a medida que el nimero de granos depositados
aumenta. El parametro de escala (o tasa) («) controla que tan abrupta es la curva a lo
largo del eje x, describiendo la tasa de incremento de la deposicion de polen por visita
de un polinizador; mientras que el parametro de forma (f) controla la concavidad de la
curva al comienzo (i.e. luego de las primeras visitas). Esta funcion es bien flexible,
convergiendo en una funcidn de crecimiento exponencial asintdtico cuando f=1,y

volviéndose sigmoidea para 5> 1.

La figura de abajo muestra la relacién entre la presencia/ausencia de polen
germinado en el estigma con el nimero de granos de polen depositados por estigma.
Los puntos representan estigmas con (1) o sin (0) granos de polen germinado. La linea
negra muestra la curva ajustada con pardmetros (media = SE) « = 0.548 + 0.237y S =
1.019 £ 0.26. Con solo un grano de polen depositado, el modelo ajustado predice una
probabilidad de germinacion de 0.42, y se incrementa a casi 0.9 con cuatro granos de

polen.
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Apéndice C3-4. Tiempo desde la polinizacion a la fecundacion del 6vulo

El tiempo de paso del tubo polinico desde la polinizacion hasta la fertilizacion
del évulo fue estimado mediante polinizaciones manuales en flores virgenes y corte del
estilo a diferentes tiempos. Especificamente, emasculé flores antes de la antesis y las
aislamos de los polinizadores con bolsas de tul. Una vez que los estigmas se
encontraban receptivos pincelé las flores virgenes con polen de flores provenientes de al
menos cinco otros tallos del mismo campo, y luego las aislés nuevamente. Luego corté
los estilos a diferentes tiempos (rango de 1 a 25 horas dia) luego de la polinizacién
manual. Una vez que los frutos alcanzaban la madurez los coseché y cuantificqué la

cantidad de drupa desarrolladas bajo lupa.

Modé el cuajado de drupas (i.e. D = numero de drupas por fruto) en funcion del
tiempo desde la polinizacion manual (t) (i.e. D(t)). Para ajustar esta relacion usé una

funcion de crecimiento sigmoidea, por lo que:

1

D(t) = Digx [m

]

donde Dmax €s la asintota (o namero promedio de pistilos por flor) (Dmax=95) y los
pardmetros a y £ son la tasa de crecimiento y el punto de inflexién de la funcion,

respectivamente.

La figura de abajo muestra la relacion entre el nimero de drupas por fruto y el
tiempo que paso entre la polinizacion manual y el corte de estilo. Los puntos
representan numero de drupas por fruto (N = 58). La linea negra muestra la ecuacion
estimada con parametros (media + SE) a = 45.42 £ 4.68 y = 0.26 = 0.009, mientras
que las lineas cortadas azules y rojas representan el promedio y los 0.025 y 0.975
quantiles, respectivamente, de la distribucion de 6vulos (= pistilos) por flor. La funcion

sigmoidal comienza a saturar (i.e. tasa de crecimiento <1) a aproximadamente 27 horas.
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Aunque el tiempo requerido para una fertilizacién completa, y por lo tanto
maximo cuajado de drupas, fue estimado en aproximadamente 27 hs, el dafio a los
estilos producido por los visitantes florales ocurre en el top del estilo (i.e. estigma) y no
en la base. Como consecuencia, si el dafio ocurre algunas horas luego de la deposicién
del polen es altamente probable que el crecimiento del tubo polinico no se vea alterado.
Para estimar esta ventana temporal en la cual el crecimiento del tubo polinico puede ser
interrumpido por el dafio a los estilos medi el largo de los estilos dafiados y no dafiados
en las mismas flores que usé para estimar la incidencia del dafio a los estilos (ver
Apéndice 5). El largo promedio * SE de estilos no-dafiados y dafados fue de 3.00 +
0.06 y 2.82 + 0.03 mm, respectivamente, por lo que estimo, asumiendo un crecimiento
del tubo polinico constante, que el dafio al estilo no afectara el crecimiento del tubo si
este ocurre luego de ~1.6 hs luego de la polinizacién [i.e. (27 h * 0.18)/3)]. Por lo tanto,
en el modelo usamos una ventana temporal de 2 hs en la cual el dafio al estilo no

interferird con la fertilizacion del ovulo.
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Apéndice C3-5. Dafio a los estilos.

Aunque algunos estudios han mostrado que el éxito reproductivo de las plantas
puede verse negativamente afectado por visitas excesivas de polinizadores (Young
1988; Young & Young 1992; Morris et al. 2010), el mecanismo atrés de este proceso
sigue siendo dudoso. Recientemente mostramos (Aizen et al. 2014; Saez et al. 2014,
Capitulo 2 de esta Tesis) que las visitas de abejas pueden reducir el éxito reproductivo
via dafio floral, especificamente al romper los estilos. Para estimar el costo de las
interacciones entre polinizadores y plantas via dafio floral clasifiqué cada estilo
colectado y montado en los porta como “no-dafiado” o “dafiado” en el mismo grupo de
flores que usamos para estimar la relacion entre deposicion de polen y visitas (Apéndice
C3-2). El estilo estaba no-dafiado si se encontraba intacto y el estigma se encontraba
presente, o dafiado si el estilo estaba roto y/o el estigma desaparecido.

Modelé la condicion del estilo (i.e. no dafiado, 0, o dafiado, 1) asumiendo una
prueba de Bernoulli, con probabilidad de dafio (d) en funcion del nimero de visitas (v)
de Apis mellifera a las flores de frambuesa (i.e. d(v)). Para ajustar esta relacion usé una

funcién de crecimiento exponencial asintética modificada, por lo que:
dw) =1—eCavh

donde a y £ son los parametros de escala y forma, respectivamente (ver Apéndice C3-3
para mas detalles). Esta funcién comienza en cero, asumiendo que no hay dafio cuando
no hay visitas a la flor, y se incrementa hasta la probabilidad méxima de uno a medida

gue se incrementa el numero de visitas.

La figura de abajo muestra la relacién entre la proporcion de estilos dafiados por
flor con el nimero de visitas estimado de Apis mellifera a las flores de frambuesa. Los
puntos representan la proporcion promedio de estilos dafiados de una muestra de 10
pistilos por flor (n=59). La linea negra muestra la curva ajustada con pardmetros (media
+ SE) a = 0.00025 + 0.000072 y = 1.31 + 0.054.

Debido a que en el campo de estudio que realizamos estos experimentos el 95%
de las visitas a las flores de frambuesa fueron hechas por A. mellifera, no fui capaz de
estimar esta funcion empiricamente para el abejorro Bombus terrestris. Para estimar el

parametro de escala (i.e. tasa de crecimiento del dafio a los pistilos por visita) para B.
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terrestris, estimé la probabilidad de pistilo de ser dafiado luego de la primer visita de A.
mellifera, y multiplicamos ese valor por 1.65 (i.e. B. terrestris dafia 1.65 veces mas que
A. mellifera basandonos en el estudio previo (ver Sdez et al. 2014 y Capitulo 2), para
finalmente resolver la funcion de crecimiento exponencial asintotico modificada
despejando el parametro de escala (asumiendo el mismo parametro de forma (5)). Esta
cuerva esta representada por la linea punteada en la figura de abajo, la cual indica la
relacion esperada entre la proporcion de estilos dafiados por flor y el nimero de visitas

Ilevadas a cabo por B. terrestris.
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1 Apéndice C2-6. Analisis de sensibilidad.
2 Los analisis de sensibilidad fueron realizados usando los indices de Sobol’s
3 (Sobol et al. 2007; Saltelli et al. 2010) usando la funcion “sobol2007” del paquete
4 “Sensitivity” en R (Pujol et al. 2012). El indice de primer orden representa la
5  contribucidn directa de cada factor (parametro) sobre la varianza de la salida del modelo
6 (i.e. porcentaje de la varianza total que es explicada por cada parametro del modelo),
7 mientras que el indice total es una medida de la varianza debido a cada factor y todas las
8 interacciones con los otros factores. Aqui varié los parametros de las funciones que
9  controlan los procesos de auto-polinizacion, deposicion de polen, germinacion de polen,
10  dario a los estilos y la ventana temporal en la cual el crecimiento de los tubos polinicos
11 puede ser interrumpido debido al dafio en los estilos. El analisis de sensibilidad fue
12 llevado a cabo en un total de ocho pardmetros para cada uno de los cuales definimos un
13 rango de posibles valores provenientes de una distribucion uniforme.
14  Tabla. Estimaciones de indices de primer orden y total del anlisis de sensibilidad de
15  Sobol. En negrita se encuentran los valores con mayor sensibilidad.
| Estimacién | SE de | Estimacion | SE
Paradmetro Descripcion Rango | deprimer | primer total total
orden orden
At Auto-polinizacion 0-1 0.027 0.018 0.090 0.016
on2 Asintota de la funcion exponencial 30-200 | 0053 | 0021 | 0143 | 0.020
asintdtica de la deposicion de polen
Bz | Tasa de la funcién exponencial asintotica
de la deposicién de polen 0-0.1 0.180 0.029 0.318 0.028
Tasa de la funcién exponencial modificada
o & la germin vl olen 0-0.1 0.311 0.030 0.414 | 0.030
| Forma de la funcién exponencial
Prs modificada de la germinacion de polen 0.5-2 0.073 0.027 0.271 0.025
oy | Tesadela ‘:;*er}"égﬂ ;’;ﬁggi@;‘l‘ﬂ Sm°d'f'cada 0-0.1 0180 | 0033 | 0342 | 0.031
Forma de la funcién exponencial
Pra modificada del dafio a los estilos 0.5-2 0.004 0.018 0.103 0.017
Ventana temporal luego de la deposicién
tas de polen para que el dafio al estilo 1-8 0.026 0.019 0.123 0.017
interfiera con la fertilizacion del ovulo
16
17
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Capitulo 4.

El abejorro invasor reduce la disponibilidad de néctar
para las abejas mieleras a través del robo a pimpollos
de frambuesa.

NN \

N\ il ~-

El contenido de este capitulo se encuentra en revision como:

Séez A., Morales C.L., Garibaldi L.A.& Aizen M.A. Invasive bumble bees reduce
nectar availability for honey bees by robbing flower buds. Basic and Applied Ecology.
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Resumen
La introduccién de abejas para la polinizacion de cultivos es una practica aplicada en

todo el mundo, generando severas invasiones tanto en ambientes naturales como en
agroecosistemas, con impactos tanto ecolégicos como econémicos. Aqui estudié como
el robo a pimpollos por el abejorro invasor Bombus terrestris afecta la disponibilidad de
néctar para las abejas mieleras (Apis mellifera). Estimé la proporcion de pimpollos
robados y disponibilidad de néctar en flores y pimpollos (tanto robados como no
robados) en 16 campos de frambuesa a lo largo de gradientes de abundancia de
abejorros invasores y abejas mieleras en el NO Patagonico. Ademas, medi la
produccion y reposicion de néectar en flores que se desarrollaron a partir de pimpollos
que fueron robados y comparé estas medidas con las de pimpollos no robados. La
proporcion de pimpollos robados en una plantacidn se incrementa con la abundancia del
abejorro, pero no con la de la abeja mielera. Al momento de antesis, las flores
provenientes de pimpollos que fueron robados una vez contenian la mitad de néctar, y
produjeron dos tercios de néctar comparado con flores cuyos pimpollos no fueron
robados. Por lo tanto, altas abundancias de este abejorro invasor pueden reducir la
cantidad de recursos florales para las abejas mieleras a través del robo a pimpollos. Este
estudio revela un nuevo impacto negativo de la invasion de abejorros que podria

potencialmente afectar la produccion de miel.
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Introduccion
Las invasiones bioldgicas generan costos tanto ecoldgicos, sociales como

econOmicos a través de sus multiples impactos negativos sobre los ecosistemas
naturales y agricolas (Pimentel 2001; Perrings et al. 2002; Simberloff et al. 2013). La
invasion de visitantes florales se ha incrementado desde su introduccion intencional
para la polinizacion de cultivos en la gran mayoria de los agroecosistemas (Velthuis y
van Doom 2006). Particularmente, los abejorros (y en especial Bombus terrestris) estan
siendo criados y vendidos con mas frecuencia, volviéndose altamente invasores en
algunas regiones (Matsumura et al. 2004; Schmid-Hempel et al. 2007, 2014; Dafni et al.
2010; Morales et al. 2013). Muchos estudios han demostrado los impactos deletéreos
de la invasién de B. terrestris en la fauna nativa de abejas (Morales et al. 2013;
Schimid-Hempel et al. 2014), en la reproduccion de plantas silvestres (Dohzono et al.
2008), e incluso en la produccion y calidad de cultivos (Aizen et al. 2014; Saéz et al.
2014, Capitulo 2 de esta Tesis). Sin embargo, no existen estudios evaluando los
impactos potenciales de los abejorros invasores sobre las abejas mieleras (Apis
mellifera).

Los impactos negativos de las especies invasoras en diferentes componentes de
la biota nativa e introducida, incluyendo especies de animales y plantas domesticados
con fines agropecuarios, podrian estar mayormente relacionadas a la extremadamente
alta densidad poblacional que pueden alcanzar (Kearn and Crawley 2002, Aizen et al.
2014). Esta alta abundancia de abejas invasoras, como B. terrestris, podrian
incrementar la competencia por recursos con otras especies de abejas. Particularmente,
la apicultura depende de los recursos florales (principalmente néctar y polen)
recolectado por las abejas mieleras para producir miel u otros productos. El
comportamiento cooperativo de la abeja mielera (Apis mellifera), una especie con una
estructura social muy desarrollada y compleja, la hace un eficiente competidor por
recursos florales de alta calidad, particularmente de aquellos que se encuentran
altamente agrupados en el espacio como es el caso de la mayoria de los cultivos con
flor. Sin embargo, la invasion de un competidor floral superior capaz de adelantarse en
el uso de los recursos, podria potencialmente reducir la disponibilidad del mismo,
afectando la produccién de miel. Aunque estudios previos han mostrado que la abeja

mielera manejada puede limitar la colecta de recursos y reproduccion de abejorros
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nativos (Thomson 2004; Goulson & Sparrow 2009), el efecto reciproco de abejorros

invasores en la colecta de recursos por abejas mieleras permanece desconocido.

Muchas abejas de gran tamafio, incluyendo muchas especies de abejorros como
B. terrestris, B. lapidaries y B. lucorum, pueden perforar la base del perianto de flores
tubulares para ganar acceso al néctar, el cual de otra manera no seria accesible a ellos
debido a rasgos funcionales incompatibles (Inouye 1980; Inouye 1983, Garibaldi et al.
2015). Particularmente, este “robo de néctar” ocurre en flores de corolas largas que
impiden o dificultan el acceso legitimo de los polinizadores al néctar producido por el
en la base de la flor (Roubik et al. 1985, Soberon & Martinez del Rio 1985). Como
consecuencia, el agujero producido en la base del perianto provee a los abejorros una
ventaja competitiva en el acceso a néctar sobre otros visitantes florales. Si bien, la
mayoria del néctar es usualmente removido por el robador primario (Irwin 2000; Dedej
& Delaplane 2005), la perforacion realizada por el mismo también provee una
oportunidad para visitantes incapaces de hacer este tipo de agujeros para robar el néctar
(i.e. robo secundario), como es el caso de las abejas mieleras (Dedej & Delaplane 2005)
(Maloof & Inouye 2000; Deleplane & Mayer 2000; Dedej & Delaplane 2005).

A nivel de la flor, el robo de néctar puede generar diversas respuestas en la
produccion de esta recompensa, desde sobre-compensacion (flores robadas producen
mas néctar que flores no robadas) (Roubik et al. 1985, see also Maloof & Inouye 2000)
hasta sub-compensacion (flores robadas producen menos néctar que flores no robadas)
(Gonzalez-Gomez & Valdivia 2005; Castro et al. 2008). Los mecanismos que subyacen
a la sobrecompensacion en la produccién de néctar en flores robadas siguen estando
poco claros (see Maloof & Inouye 2000). En algunas instancias, este puede ser un
efecto aparente ya que los robadores preferentemente visitan flores con tasa de
produccion intrinsecas mas altas, lo que podria explicar las mayores tasas de reposicion
de néctar encontradas en flores robadas (Maloof & Inouye). Por otro lado, los
robadores pueden dafiar los nectarios mientras roban las flores llevando a una reduccién
(i.e. sub-compensacidn) en la produccién de néctar (Gonzalez-Gomez & Valdivia 2005;
Traveset et al. 1998).

Aunque el robo de néctar ha sido mayormente estudiado desde un enfoque mas
comportamental y evolutivo, son necesarios estudios que lo aborden desde una

perspectiva préctica debido a las posibles consecuencias economicas para la apicultura,
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particularmente cuando involucra una explotacion intensiva sobre un cultivo. Aqui me
pregunto como el robo primario de pimpollos florales por un abejorro invasor puede
disminuir la disponibilidad de néctar para las abejas mieleras manejadas. Si este robo
produce una sobre-compensacion en la produccion de néctar, las abejas mieleras
podrian verse beneficiadas debido a un incremento en la disponibilidad de recursos; sin
embargo, si ocurre una sub-compensacion los apicultores podrian verse negativamente
afectados por una menor disponibilidad de recursos que podria afectar eventualmente la

produccién de miel.

Aunque el robo de néctar en flores totalmente expandidas es un fenémeno
comun (Rojas-Nossa et al. 2015), y sus consecuencias para la subsecuente produccion
de néctar y éxito reproductivo ha sido ampliamente evaluado en una diversidad de
especies y sistemas (ver Maloof & Inouye 2000 y referencias alli), tanto el robo de
néctar de pimpollos florales como sus consecuencias en la disponibilidad de néctar y
subsecuente produccion y reposicion nunca ha sido abordado. Aqui hipotetizo que la
competencia por recursos entre abejorros y abejas mieleras manejadas podria
desencadenar el robo de néctar de pimpollos florales como una estrategia para captar
recursos por parte del abejorro, derivando en una sub-compensacion de néctar y,
consecuentemente, reduciendo la disponibilidad de recursos para las abejas mieleras.
Especificamente, me hice las siguientes preguntas: (i) ¢puede la abundancia e identidad
de abejas (abejorros o abejas mieleras) afectar la intensidad del robo a los pimpollos?,
(ii) ¢puede afectar el robo a los pimpollos la cantidad de néctar disponible y la
subsecuente produccion en flores abiertas? y finalmente, (iii) ¢cuanto afecta el robo a

pimpollos la disponibilidad de recursos para las abejas mieleras?

Materiales y Métodos
Sistema de estudio

La produccién de miel es una importante actividad econdmica en los valles
intermontanos de los Andes Patagonicos, Argentina. Los apicultores ubican las
colmenas de abejas mieleras proximas a las plantaciones de frambuesa, el cultivo
regional mas importante, para incrementar la produccion de miel (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos 2006; Instituto Interamericano de
Cooperacion para la Agricultura 2012). El néctar y polen de las frambuesas representa

unos los principales recursos florales colectados por las abejas mieleras en estos valles,
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particularmente en el verano tardio cuando otros recursos florales son escasos (C.
Morales, sin publicar). En los Andes Patagonicos, las flores de frambuesa son visitadas
casi exclusivamente por dos abejas no-nativas, la abeja mielera de colmenas manejadas
y el abejorro invasor B. terrestris (Morales 2009; Saez et al. 2014, Capitulo 2 de esta
Tesis). Este abejorro llegd a la Patagonia Argentina en 2006 luego de haber sido
introducido en el pais vecino (Chile) para la polinizacion de cultivos en 1997 (Torretta,
Medan & Abrahamovich 2006). Actualmente, este abejorro es, al menos por un orden
de magnitud, el visitante floral mas abundante en la region Patagonica, donde roba
néctar de mas de una docena de especies de plantas nativas y exoticas (Morales 2015;
Morales et al. en prep.). Aunque este abejorro es un visitante floral legitimo en las flores
de frambuesa, también fue observado robando néctar de los pimpollos perforando el
caliz y corola de las flores antes de su apertura (ver Saez et al. 2014) y, por lo tanto,
accediendo a los recursos florales antes de ser ofertados para los visitantes florales

legitimos.
Cultivo de estudio

La frambuesa, Rubus idaeus (Rosaceae) es un arbusto de zonas templadas que se
cultiva por sus frutos (Crane & Walker 1984). Sus flores presentan numerosos pistilos
en la parte central de la flor, rodeados por un anillo de tejido nectarifero y un anillo
externo de anteras. Cuando las flores abren, el néctar se encuentra expuesto libremente
a los polinizadores. El nectario produce grandes cantidades de néctar con alto contenido
de azucar (10-20 pL y 35-60%, respectivamente) (Haragsimova-Neprasova 1960;
Simidchiev 1976), y con una tasa de secrecién de néctar decreciente a lo largo de los 2.5
dias promedio de la vida de la flor (Simidchiev 1976; Willmer 1994). Por ello, las
abejas encuentran a las flores de frambuesa atractivas tanto en términos de accesibilidad

COMOo recompensa.

(i)¢Puede la abundancia e identidad de abejas (abejorros o abejas mieleras) afectar la
intensidad del robo a los pimpollos?

El trabajo de campo fue llevado a cabo durante el verano austral del afio 2014 (de
Enero a Febrero) en 16 plantaciones de frambuesa localizadas en el Noroeste
Patagdnico, Argentina, ubicadas en las cercanias del Parque Nacional lago Puelo y otras
areas de conservacion. Por ello, estas plantaciones se encontraban rodeadas, o al lado

de, grandes extensiones de bosque del Dominio Sub-Antartico (Cabrera 1976). Los
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campos de frambuesa muestreados variaron desde 0.1 al hectarea, todos plantados con
la variedad “Autumn bliss”. Estos campos también variaron en el nimero de colmenas
colocadas en sus margenes, desde cero a 30 aproximadamente. Las distancias minimas
entre los campos muestreados fue siempre mayor a 1.5 km, y en promedio 12.2 km,
excediendo de esta la distancia media esperada de forrajeo de la mayoria de las abejas
sociales (Walther-Hellwig & Frankl 2000; Steffan-Dewenter & Kuhn 2003; Osborne et
al. 2008). Por lo tanto, cada campo puede ser considerado como una réplica
independiente en cuanto a su fauna de abejas. Todas las medidas fueron tomadas bajo
buenas condiciones climaticas (i.e. dias soleados o parcialmente nublados, con escaso

viento) desde principios de Enero a principios de Marzo, entre las 10:00 y las 20:00 hs.

Cuantifiqué el robo a pimpollos a través de la seleccién aleatoria de aprox. 30
pimpollos en estado avanzado (i.e. ~3 hs antes de su apertura) en cada campo de
frambuesa totalizando 509 pimpollos. Cada campo fue muestreado en dos dias
diferentes durante la temporada de muestreo, censando aprox. 15 pimpollos a la mafiana
(o tarde) de un dia y aprox. 15 a la tarde (0 mafiana) del otro dia. Cada pimpollo fue
clasificado como robado, si el perianto presentaba un agujero, o no robado, si no habia

agujero (Imagen 1).

Imagen 1. Pimpollos de frambuesa no robados por abejas (panel izquierdo) y luego de

ser robados (panel derecho).
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Para estimar la abundancia de abejas en cada plantacion de frambuesa, realicé
censos de polinizadores durante los cuales registré el nimero de flores y pimpollos
(robados y no robados) visitados por cada especie de polinizador a un par de vastagos
de frambuesa (separados por < 20 cm) durante un periodo de 5 minutos (i.e., no. visitas
flor' 5 mint). El nimero de flores receptivas, pimpollos robados y no robados por
tallo, vario entre censos desde 5 a 8, para flores receptivas, 0 a 3 para pimpollos no
robados, y 0 a 3 para pimpollos robados. Dentro de cada campo, cada censo involucrd
un par de tallos diferentes, seleccionados aleatoriamente. Cada campo fue muestreado
en dos dias diferentes durante la temporada de floracion (i.e. los mismos en que se
cuantifico el robo de pimpollos), realizando uno de los dias 10 censos durante la
mafiana (entre las 10 y las 13hs) y el otro 10 durante la tarde (entre las 15 y las 19 hs),

totalizando de esta forma 320 censos.

Evalué si el robo a pimpollos implica el acceso a una mayor cantidad de néctar en
comparacion con flores abiertas, midiendo la cantidad de néctar ofrecido por flores y
pimpollos (tanto robados como no robados). El néctar fue extraido con microcapilares
repetidamente del nectario de flores y pimpollos seleccionados aleatoriamente hasta que
no se pudo extraer mas néctar. Usé microcapilares de 0.5 pl para las flores receptivas y
de 2 ul para pimpollos (tanto robados como no robados). Para medir néctar en los
pimpollos robados utilcé la perforacion realizada por el abejorro para insertar el
microcapilar y alcanzar el nectario, mientras que para los pimpollos sanos el néctar fue
extraido a través de una perforacion en el perianto realizada con el microcapilar. En
cada campo, medimos néctar en 30 flores receptivas, 15 durante la mafiana y 15 durante
la tarde, totalizando 575 muestras, y en 20 pimpollos (la mitad robados), 10 de ellos
durante la mafiana y 10 durante la tarde (excepto por dos campos que no fueron
muestreados), totalizando 186 medidas para pimpollos no robados y 217 para robados.
Cada campo fue muestreado en dos dias diferentes durante la temporada de floracién,
midiendo néctar durante la mafiana o la tarde en cada dia de muestreo. Aqui usamos el
volumen de néctar como un “proxy” de la disponibilidad de recursos, ya que el mismo
esta relacionado fuertemente con la cantidad de azucar total (ver Apéndice C4-1 para

mas detalles).

Evalué la influencia de la abundancia de B. terrestris y A. mellifera (estimado como
frecuencia de visita a las flores, ver arriba) sobre la probabilidad de que un pimpollo se

encuentre robado con modelos lineales generalizados mixtos. El analisis de datos fue
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realizado con la funcién Imer del paquete Ime4 (Bates et al. 2015) del software R
(version 2.15.1). Debido a que la variable respuesta (i.e. estado del pimpollo) responde
a un proceso de prueba de Bernoulli (i.e. robado vs no robado), en el modelo asumi una
distribucion del error Binomial con una funcion de enlace logit. La abundancia de
abejorros y abejas fueron incluidas como efectos fijos aditivos y cada campo como
efecto aleatorio, permitiendo que la ordenada al origen varie entre campos. Los
coeficientes parciales de la abundancia de abejorros y abejas fueron usados para
discriminar entre los diferentes efectos de los dos principales visitantes florales.
Finalmente, estimé el factor de inflacion de varianza (VIF) para evaluar
multicolinealidad entre las variables predictoras. Aunque la frecuencia de visita de A.
mellifera y B. terrestris presentd una correlacion negativa baja (ver resultados), el VIF
fue estimado en 1.38, mostrando bajo efecto de inflacion de varianza en los SE de los
coeficientes estimados (ver Neter et al. 1989; Hair et al. 1995; StataCorp 1997).

También se evaluo la influencia de las tres categorias de los estadios florales (i.e.
flores receptivas, pimpollos no robados y robados) en la disponibilidad de néctar con
modelos lineales generalizados mixtos. El analisis de datos fue llevado a cabo usando
la funcion Ime del paquete nime (Pinheiro et al. 2015) en el software R (version 2.15.1),
asumiendo una distribucion del error Gaussiana. El estado de la flor fue incluido como
efecto fijo, y cada campo como efecto aleatorio, permitiendo que la ordenada al origen
varie entre campos. Debido a que el modelo no cumplia con los supuestos de
normalidad del error y homogeneidad de varianza, corri nuevamente el analisis con la
variable respuesta (i.e. ul de néctar) transformada como In + 1 y usando un modelo de
heterogeneidad de varianza (funcién Varldent del paquete nlme), lo cual incrementé el

ajuste del modelo (menor AIC) y mejord los supuestos del modelo.

(ii) ¢Puede afectar el robo los pimpollos la cantidad de néctar disponible y la

subsecuente produccién en flores abiertas?

El trabajo de campo fue realizado durante el verano austral del 2015 (Enero —
Febrero) en la chacra “San Felipe” (42°0.582" S, 71° 31.677" W), una de las 16 chacras
muestreadas durante el afio previo. Todas las medidas fueron tomadas bajo buenas
condiciones meteoroldgicas para abejas forrajeadoras (i.e. en dias soleados o0 poco
nublados y con poco viento) desde las 10:00 a las 20:00 hs durante el principal periodo
de floracion (desde mediados de enero a mediados de febrero).
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Para cuantificar los efectos del robo de néctar en los pimpollos sobre la
produccion y reposicion de néctar realicé dos ensayos separados. Primero, para estimar
la cantidad de néctar recolectado por el primer robador, comparé la disponibilidad de
néctar en 30 pimpollos no robados (haciendo un agujero en el perianto con el
microcapilar usado para recolectar néctar) con el remanente de néctar presente luego del
primer robo de un abejorro en 15 pimpollos robados (insertando el microcapilar por la
perforacion realizada por el abejorro). Segundo, para estimar las consecuencias del
robo de néctar sobre la produccidn subsecuente aislé 20 pimpollos no robados y 15
robados (luego del primer robo) con tul. Luego medi la cantidad de néctar producido y
concentracion de azucar con ayuda de un refractometro al momento de la apertura de la
flor, extrayendo todo el néctar con un microcapilar de 2 pl. Luego de la extraccion aislé
las flores nuevamente y re-muestreamos las mismas flores en secuencias periddicas de 4
hs, cuantificando cantidad de néctar y concentracion de azucar para estimar la

reposicion.

Para estimar la cantidad de néctar removida por el primer robador, comparé el
volumen de néctar en pimpollos no robados vs. el volumen remanente luego del primer
robo con ANOVA de una via, utilizando la funcion Im del software R (version 2.15.1) y
asumiendo una distribucién del error Gaussiana. El volumen de néctar fue incorporado
como variable respuesta y el estado del pimpollo (i.e. robado / no robado) como
predictor (i.e. variable categdrica con dos niveles). La variable respuesta (i.e. volumen
de néctar) fue transformada como In + 1 para cumplir con el supuesto de normalidad.

Para estimar el efecto del robo a los pimpollos en la produccidn y reposicion de
néctar evalué si la produccion y reposicion dependia de si el pimpollo habia sido
previamente robado o no, utilizando la funcion Ime del paquete nime (Pinheiro et al.
2015) del software R (version 2.15.1), asumiendo una distribucién Gaussiana del error.
Debido que se tomaron medidas repetidas de las mismas flores incorporé “flor” como
efecto aleatorio en el modelo, permitiendo que la ordenada al origen varie entre flores.
La variable respuesta (i.e. volumen de néctar) fue transformada como In + 1 para
cumplir con el supuesto de normalidad. Ademas, debido a que se tomaron medidas
repetidas de néctar de las mismas flores en el tiempo (en secuencias de 4 hs), evalué la
presencia de auto-correlacion temporal en los residuos normalizados de nuestro modelo
de efectos mixto utilizando la funcion de auto-correlacion (ACF) (Zuur et al. 2009).

Debido a que el grafico de ACF no mostrd violacion alguna de los supuestos de
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independencia (i.e. el desfasaje temporal no mostro patrones en los residuos), no hubo

necesidad de incorporar una estructura de correlacion temporal en nuestro modelo.

(iii) ¢ Cuanto afecta el robo a pimpollos la disponibilidad de recursos para las abejas

mieleras?

Se estimd la produccion de néctar por hectérea de frambuesa para los
polinizadores en campos de frambuesa con 0, 7.5, 40 y 80 % de sus pimpollos robados
por B. terrestris. Estos valores fueron elegidos para representar los rangos observados
de intensidad de robo. Para alcanzar este objetivo, combiné informacion del nimero de
flores por hectérea, cantidad de néctar producido por las flores durante su vida, tanto de
flores cuyos pimpollos fueron no robados como robados (ver seccion (ii) de My M), y
la probabilidad de que un pimpollo sea robado (ver seccién (i) en M y M). El nimero
de flores por hectarea fue estimado a través de la multiplicacién del promedio de flores
totales por metro de hilera por los metros de hilera de una plantacion tipica de
frambuesa (obs. pers.). Para estimar estos valores, conté el nimero total de flores por
tallo (i.e. incluyendo pimpollos, flores abiertas y frutos en desarrollo) asi como el
numero de tallos por metro, llevando a cabo ocho réplicas aleatorias por campo, en cada

uno de las 16 plantaciones de frambuesa muestreadas.

Para cada set de datos mencionados arriba (i.e. nimero total de flores por
hectérea, néctar producido por flores, ya sea originadas de pimpollos robados o no),
generé 1000 valores medios usando “bootstrap” con reemplazo (funcion sample en el
software R, ver Crawley 2007). Finalmente, multiplicamos estos tres vectores de
pseudo-medias, para estimar valores esperados de produccion de néctar bajo diferentes
intensidades de robo a pimpollo como:

Produccion de néctar (ha) = n F* (NRF * (1-p)) * (RF * (p))

donde nF es el nimero promedio de flores de frambuesa por hectéarea de frambuesa;
NRF, es la produccion de néctar en flores no robadas; RF es la produccion de néctar en
flores cuyos pimpollos fueron robados; y p es la probabilidad de robo (i.e. 0, 0.075, 0.4
y 0.8).

Resultados
En total observamos 2394 vistas a flores receptivas de frambuesa luego de 26 hs

de observacion. La abeja mielera (A. mellifera) y el abejorro invasor (B. terrestris)
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Ilevaron a cabo el 52 y 46% de las visitas, respectivamente, mientras que las abejas
silvestres realizaron el 2% restante. Las frecuencias de visitas de las abejas mieleras y
de los abejorros estuvieron negativamente correlacionada (Pearson’s r = -0.52, n = 16,
P=0.03). La minima, media y maxima frecuencia de visita a flores a lo largo de los
campos de frambuesa fueron 0.7, 1.5, y 2.6 visitas - flor* -5 min™. EI volumen de néctar

promedio disponible en flores receptivas fue de 0.057 £+ 0.006 pl.

A lo largo de los campos de frambuesa, la probabilidad de que un pimpollo sea
robado se incrementa significativamente a medida que aumenta la frecuencia de visitas
del abejorro, pero no la de las abejas mieleras (en escala logit, = 1.79, SE=0.68, P=
0.008, y  =0.48, SE = 0.45, P=0.29, respectivamente) (Fig. 1). De hecho, durante los
censos de visita el abejorro fue la Unica especie realizando robo primario a los
pimpollos para ganar acceso al néctar. En promedio, el 70% de los pimpollos se
encontraron robados en los campos con mayores frecuencias de visita del abejorro,
mientras que sélo el 15% de los pimpollos se encontraron robados en los campos con

menor abundancia (Fig.1).

Figura 1. La proporcién de pimpollos robados se incrementa con la abundancia del
abejorro invasor Bombus terrestris a lo largo de las 16 plantaciones de frambuesa. La
proporcién de pimpollos robados fue estimada a partir de una muestra de 30 pimpollos

por plantacion. La linea continua muestra la curva estimada por el modelo binomial.
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El volumen de néctar en pimpollos no robados fue, en promedio, 70 veces mayor
que el disponible en flores receptivas apenas abren (en escala In,p= 1.27, SE = 0.05, t=
22.32, P<0.001) con una media (= SE) de 4.0 + 0.29 pl de néctar por pimpollo (Fig. 2).
Una vez que un pimpollo fue robado, tanto abejas mieleras como abejorros contintan
cosechando néctar del pimpollo a través del agujero generado por el primer robador (i.e.
robo secundario). Sin embargo, los abejorros re-visitan los pimpollos robados 2.2 veces
mas frecuentemente que las abejas mieleras. El volumen de néctar disponible en
pimpollos robados fue, en promedio, 15 veces mayor que el disponible en las flores
receptivas (en escala In, f=0.44, SE = 0.03, t= 13.34, P< 0.001), pero 4.5 veces menor
que en los pimpollos no robados, con una media (= SE) de 0.89 + 0.08 pl de néctar por
pimpollo robado (Fig. 2).

Figura 2. Disponibilidad de néctar en pimpollos no robados, pimpollos robados y flores

receptivas. Los puntos representan medias + 2SE en volumen de néctar (ul).

Volumen de nectar (ul)

o 4 )
I I I 1
Pimpollos no robados Pimpollos robados Flores receptivas

Los experimentos de consumo de néctar por el primer robador mostraron que la
cantidad de néctar disponible decrece de (promedio + SE) 4.25 + 0.85 pl en pimpollos
antes del robo a 1.13 + 0.51 pl luego del primer robo (en escala In, p=0.80, SE = 0.26, t
= 3.01, P=0.004), mostrando que, en promedio, el primer robo remueve 3.12 ul de
néctar por pimpollo (Fig. 3, ensayo “a”). Interesantemente, el néctar acumulado al

momento de apertura de la flor decrecid de (promedio + SE) 21.24 + 1.24 pl cuando los
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pimpollos no fueron robados a 11.22 + 1.02 ul en flores cuyos pimpollos fueron
robados una vez (en escala In, p=-0.56, SE = 0.26, t=-2.11, P= 0.04) (Fig. 3, ensayo
“b”). En promedio, las flores provenientes de pimpollos robados una vez ofrecen la
mitad de néctar (i.e. 10.01 pl menos néctar) que las flores cuyos pimpollos no fueron
robados. El néctar producido luego de las primeras 4 hs, y entre las 4 y 8 hs desde el
momento de la apertura floral fue minimo y no fue diferente entre las flores cuyos
pimpollos fueron robados o no (5= 0.28, SE = 1.45,t=0.19, P=0.84, y $ =0.39, SE =
1.24,t=0.32, P=0.75, respectivamente) (Fig. 3, ensayo “b”), con ambos
experimentando un decrecimiento fuerte en la produccion de néctar luego de la antesis

floral.

Figura 3. Disponibilidad de néctar en pimpollos no robados y néctar remanente luego
del primer robo (Ensayo “a”), y disponibilidad de néctar justo después de la antesis y
produccién de néctar durante las primeras 4 hs, y entre las 4 y 8 hs luego de la antesis en
flores cuyos pimpollos fueron no robados y robados (Ensayo “b”). Los puntos muestran

medias £+ 2SE en volumen de néctar (ul).
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Las estimaciones promedio del “bootstrap” del volumen de néctar disponible
para los polinizadores que visitan flores abiertas en campos de frambuesa que no
experimentaron robo a pimpollos fue de 48.9 Litros/Ha (Fig. 4). Al tomar en cuenta el
minimo, promedio y valores maximos de robo a pimpollos observados (i.e. 7.5, 40 y 80
%) la produccion de néctar estimada decrecio, en promedio, 2.5% con una produccion
promedio de 47.8 L/ha, para la intensidad minima de robo observada, 12%, con un
promedio de of 43 L/ha, para el valor promedio de robo observado, y 24%, con una
produccién promedio de 37.2 L/ha, para los mayores niveles de robo observados (Fig.
4).

Figura 4. Estimaciones de “bootstrap” de la produccion de néctar (en litros) por
hectarea de frambuesa esperados bajo diferentes niveles de robo a pimpollos. Los
puntos indican valores promedio de produccion de néctar, mientras que las barras
indican los cuantiles 2.5y 97.5 % en plantaciones sin dafio y aquellos esperados bajo
los valores minimo, promedio y maximo de robo a pimpollos observados en los campos

de frambuesa estudiados del NO Patagoénico.
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Discusion

La perforacion de pimpollos por el abejorro invasor para robar néctar es un
fendmeno comln observado en los campos de frambuesa del Noroeste Patagdnico. Este
comportamiento inusual de robo posiblemente sea el resultado de la baja disponibilidad
de néctar en flores abiertas, debido a la altisima frecuencia de visita que estas reciben
(en promedio 1.5 visitas - flor-5 min™, ver Saez et al. 2014 y Capitulo 2). De hecho,
aqui mostré que la intensidad del robo a pimpollos se incrementa con la abundancia del
abejorro invasor B. terrestris que forrajean en los campos de frambuesa. Mas adn,
durante mas de 25 hs de observacion solo vi a los abejorros robando pimpollos,
permitiéndoles alcanzar mayores cantidades de néctar por visita en comparacién con las
abejas mieleras (los abejorros también visitan los pimpollos robados méas
frecuentemente). Sin embargo, el proceso de robo de pimpollos genera una
retroalimentacion negativa, reduciendo la disponibilidad de néctar al momento de la
apertura floral en flores cuyos pimpollos fueron robados a casi la mitad. De hecho, en
los campos con los niveles mas altos de robo a pimpollos (80%), estimamos que la
disponibilidad de néctar por hectéarea de frambuesa decrece, en promedio, un 25%
durante el periodo de floracién, en comparacion con la disponibilidad esperada sin robo
a pimpollos. Es mas, estos valores pueden considerarse subestimaciones que reflejan el
escenario mas optimista dado que las mismas no consideran los impactos del robo

secundario los cuales deberian exacerbar estas diferencias.

El comportamiento de robo de néctar a través de perforaciones en la corola de
las flores ha sido ampliamente descripto para muchas especies de abejas, asi como sus
consecuencias en diferentes caracteristicas de las plantas (Maloof y Inouye 200, y
referencias alli), pero, ¢por qué roban las abejas? A primera vista, el comportamiento
de robo podria ser la Unica manera para algunas especies de abejas para acceder a los
recursos florales, debido a restricciones morfologicas de los visitantes (e.g. una lengua
corta) como para acceder al néctar legitimamente (Inouye 1980; Inouye 1983, Garibaldi
et al. 2015). Cuando hay diferentes especies de plantas floreciendo simultdneamente, el
comportamiento de robo a la flor podria estar también favorecido cuando el balance
costo-beneficio entre el tiempo de manipulacion (e.g. agujerear una flor es
energéticamente mas costoso que visitarla legitimamente) y la cantidad de recursos
adquiridos por visita lo favorece (ver Irwin et al. 2010). A su vez, Pyke (1982) propuso
que las abejas podrian optar por este comportamiento de robo como una estrategia de
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asegurarse recursos debido a competencia con otras abejas por néctar; sin embargo, esta
hipotesis nunca ha sido experimentalmente puesta a prueba (Irwin et al. 2010). Aqui
presento evidencias que sostienen la hipotesis de Pyke (1982), mostrando que a medida
que se incrementa la abundancia de abejorros en el cultivo se incrementa el
comportamiento de robo a pimpollos, sugiriendo que este robo aparece como una
consecuencia de competencia por recursos. Consistente con esta hipétesis de
competencia por néctar, también observé que cuando la abundancia de B. terrestris
forrajeando en el cultivo aumenta, la abundancia de las abejas mieleras disminuye.
Debido a que este abejorro es capaz de adelantarse en la colecta de néctar a través del
robo a los pimpollos, mientras que la abeja no, es de esperar que el abejorro sea quien
desplaza a la abeja y no viceversa.

Aunque las abejas mieleras son buenas competidoras de recursos de alta calidad
debido a su comportamiento cooperativo (Patton 1990, 1996; Wills et al. 1990;
Horskins & Turner 1999), en los campos de frambuesa del Noroeste Patagdnico los
abejorros estan obteniendo mayor cantidad de recursos a traves de su comportamiento
de robo. Este comportamiento que implica una usurpacion de recursos florales podria
parcialmente explicar por qué el abejorro exotico B. terrestris es un invasor tan exitoso
en nuestra region. Pero mas importante es que a través de competencia directa e
indirectamente, a través de la reduccion en la produccion de néctar causado por la
perforacion de los pimpollos, la invasién de este abejorro esta reduciendo la cantidad de
néctar que podria estar siendo aprovechado por las abejas mieleras y,
consecuentemente, por lo apicultores en este agroecosistema. Aungue en el Noroeste
Patagdnico las flores de frambuesa son una fuente importante de néctar para las abejas
mieleras, particularmente durante el verano avanzado, ellas también forrajean en
muchas especies de plantas nativas y exoticas (Morales C. sin publicar).
Desafortunadamente, el abejorro exoético es también un robador frecuente de muchas de
estas especies (Morales et al. 2013; Graham 2015). Por esta razon, un estudio que
evalue las consecuencias del robo de néctar a nivel de comunidad podria generar un
conocimiento mas detallado sobre la particion de recursos producida a partir de la

introduccion de este abejorro.

La introduccidn de especies manejadas para suplementar el servicio de
polinizacidn a cultivos provisto por abejas nativas y silvestres es una practica comun

aplicada mundialmente (Velthuis & van Doorn 2006, y referencias alli). Aunque la

100



00O N O U B~ W N

10

11

12

13

14

15

16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

introduccion de polinizadores ha incrementado la produccién de muchos cultivos
dependientes de polinizadores (Velthuis & van Doorn 2006; Southwick & Southwick
1992), en muchas regiones donde estas especies se han vuelto invasoras el costo de su
introduccidn para los ecosistemas naturales y agricolas posiblemente haya excedido los
beneficios (Aizen et al. 2014). Por esta razon, antes de introducir especies exdticas para
la polinizacion de cultivos, préacticas de manejo amigables que incrementen la
abundancia y diversidad de polinizadores nativos necesitan ser favorecidas (Carvalheiro
et al. 2011 and 2012; Garibaldi et al. 2013, 2014).
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Material Suplementario del Capitulo 4 (C4).

Apeéndice C4-1. Volumen de néctar como estimador de la disponibilidad de

recursos
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Apéndice C4-1. Volumen de néctar como estimador de la disponibilidad de recursos

El néctar floral consiste en una solucion de agua y azUcares, principalmente
sacarosa, glucosa y fructosa. Los consumidores de néctar toman la energia de los
azUcares, aunque el néctar como fuente de agua también puede ser importante para los
nectarivoros (Willmer, 1986; Lotz and Nicolson, 1999). La cantidad de azucar en el
néctar (e.g. miligramos de soluto por microlitro) de una flor es estimado de su volumen
total y la concentracion de azlcares (Kearns & Inouye 1993). Mientras que la
cuantificacion del volumen de néctar en flores es relativamente facil (e.g. usando tubos
microcapilares calibrados), la cuantificacion de la cantidad de azucares (e.g. a traves del
uso de refractometro) presenta algunos problemas metodoldgicos, principalmente
debido a que la mayoria de los refractdmetros necesitan muestras con un minimo de
volumen para poder llevar a cabo la estimacion. Algunas flores ofrecen minimos

volumenes de nectar (< 0.1 mm) impidiendo la correcta cuantificacion de azUcares.

Aqui estimé la cantidad de azucar contenida en el néctar mediante una
combinacién de volumen de néctar y concentracion de azucar (en unidades de sacarosa
equivalentes) en una muestra de ~50 flores y pimpollos de frambuesa (ver Kearns y
Inouye 1993). Exploré si la variacion en la cantidad de azlcar en las flores y pimpollos
de frambuesa estaba mas afectado por la variacién en volumen o concentracion de
azucar observada usando analisis de regresion lineal multiple. Aunque tanto el volumen
como la concentracién de azicar mostraron una relacion significativa con la cantidad
total de azucar (f1 = 0.23, SE = 0.009, P < 0.001, and . = 0.02, SE = 0.005, P < 0.001,
respectivamente), el volumen de néctar explicé el 95.1% de la varianza total (ver
Figura), mientras que la concentracion de azucar solo el 1.6%. Por lo tanto, se puede
concluir que el volumen de néctar es un buen estimador de la cantidad de recursos
disponibles en frambuesa.

La figura de abajo muestra la relacion entre la cantidad de azucar total (en
miligramos) y el volumen de néctar. Los puntos representan muestras de flores o
pimpollos, mientras que la linea negra la curva ajustada con parametros (media £ SE) a
fijado en cero, y b = 0.23 + 0.009.
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Conclusion general
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Las invasiones bioldgicas son uno de los principales disturbios de origen
antrépico que contribuyen al cambio global, pudiendo afectar negativamente tanto el
funcionamiento de los ecosistemas como las interacciones que lo forman (Didham et
al.2005; Traveset y Richardson 2006; Crowl et al. 2008). Particularmente, las
interacciones entre plantas y polinizadores pueden verse perturbadas por la llegada de
un nuevo compafiero de interaccion. Los impactos de la polinizadores exéticos,
originalmente introducidos para la polinizacion de cultivos, en los ecosistemas naturales
han sido previamente estudiados (ver Traveset y Richardson 2006 y referencias alli).
Sin embargo, los efectos sobre los sistemas agricolas como apicolas han permanecido
poco explorado. A lo largo de estas tesis me focalicé justamente en el entendimiento de
los efectos directos e indirectos de la invasion de polinizadores sobre la calidad de
servicio de polinizacion brindado a cultivos y sus efectos sobre la disponibilidad de uno
de los principales recursos para las abejas mieleras manejadas, el néctar. Para entender
estos efectos, propuse un marco conceptual donde se describe a la relacién planta-
polinizador como una relacion costo-beneficio. Desde el punto de vista de las plantas,
el beneficio es claramente la produccion de frutos y semillas, mientras que el costo
puede estar constituido por varios factores asociados con la visita de un polinizador
como lo son el dafio floral o el robo de néctar. De acuerdo a este marco conceptual, el
beneficio se satura con el nimero de visitas, mientras el costo se incrementa con las
mismas. Por esta razon, el beneficio neto (i.e. beneficio-costo) se maximiza a un nivel
intermedio de visitas, mientras que cuando el costo supera el beneficio la naturaleza

mutualista de la interaccion se torna antagonista.

Utilizando como caso de estudio el abejorro invasor Bombus terrestris y el
cultivo de mayor relevancia tanto econémica como en &rea cultivada de Patagonia
Norte, la frambuesa (Rubus idaeus), pude observar que las altas densidades alcanzadas
por este abejorro estan impactando negativamente tanto la produccion de frutos de
frambuesa como la disponibilidad de recursos florales que podrian ser utilizados por las
abejas mieleras. En principio tener una alta abundancia de polinizadores,
independientemente de que sea exoticos 0 no, deberia ser favorable para los cultivos
dependientes de polinizadores. Sitomamos en cuenta las masivas floraciones que
caracterizan a la mayoria de los cultivos, a priori uno pensaria que cuanto mayor es la
oferta de polinizadores mejor sera la polinizacion y produccion de fruto o semillas. Esta

prediccion se basa en un extenso cuerpo de conocimientos que muestra la generalidad
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de un aumento en el rendimiento en respuesta a aumentos en las abundancias de
polinizadores (ver Garibaldi et al. 2013 y referencias alli). No obstante, esta relacion ha
sido empiricamente probada en un rango de abundancias de polinizadores en el cual los
beneficios de la interaccion, desde el punto de vista de las plantas, excede a los costos
(ver en Capitulo 1, Fig. 2). Sin embargo, aqui he demostrado por primera vez en forma
empirica, y en un sistema real, la naturaleza denso-dependiente de dicha relacion. En
las abundancias reales observadas a campo, el efecto neto del abejorro invasor en la
calidad del servicio de polinizacién brindado a los cultivos de frambuesa vario de
positivo a negativo, lo que esta de acuerdo con el marco conceptual propuesto. A bajas
densidades (baja frecuencia de visita a flores), los beneficios de su visita a las flores de
frambuesa (deposicién de polen) son mayores a los costos (dafio floral) por lo que su
presencia incrementa la calidad de frutos. Conforme su densidad en los cultivos
aumenta, y por lo tanto su frecuencia de vista a las flores, los costos asociados con el
dafio a los estilos son mayores a los beneficios de polinizacion, dando como resultado
frutos de menor calidad. Desafortunadamente, uno de los mayores inconvenientes con
las especies invasoras es que alcanzan densidades poblacionales extremadamente altas,
con abundancias que no son observadas en sus regiones nativas (Goulson 2003;
Madjidian et al. 2008; Nagamitsu et al. 2009; Morales et al. 2013), motivo por el cual
los polinizadores invasores suelen mostrar frecuencias de visitas a las flores
significativamente mas altas que lo normal (Morales et al., en prensa). El resultado es
que uno esperaria obtener mayores costos que beneficios para los cultivos, como aqui he
observado con el caso de B. terrestris y las frambuesas del NO Patagonico (Saez et al.
2014, Capitulo 2 de esta Tesis).

Ahora gque sabemos que el abejorro invasor B. terrestris esta de hecho
impactando negativamente sobre la produccion y calidad de frutos en los cultivos de
frambuesa de nuestra region, debido a su alta frecuencia de vista a las flores, se plantea
la necesidad de, o bien erradicar a esta especie exoética, 0 la menos disminuir sus
densidades en los cultivos. Lamentablemente, planes de control o erradicacién de
polinizadores invasores nunca se han llevado a cabo en ninguna parte del mundo. El
unico intento de control biol6gico de polinizadores invasores fue llevado a cabo en
Japdn por Nagamitsu et al. 2010. Alli, cientos de personas se involucraron en eliminar
reinas del abejorro invasor B. terrestris durante dos afios. Aunque la densidad de este

abejorro disminuyd durante un corto tiempo, las poblaciones se recuperaron
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posteriormente, sugiriendo que no es una solucidén viable. La ausencia de
conocimientos bioldgicos claves como cuéles son los factores que regulan la demografia

de estas especies, atentan contra el éxito de este tipo de medidas.

A su vez, cerrar las importaciones de este abejorro en el pais vecino (Chile) es
otro de los factores a tener en cuenta. Actualmente, cada afio Chile importa entre 50 y
200 mil colmenas de B. terrestris para polinizar cultivos (Aizen M.A., en preparacion).
Por mas medidas que se tomen Argentina para intentar controlar las densidades
poblacionales de este abejorro, si cada afio cientos de miles de colonias ingresan
nuevamente a Chile, tanto el trabajo como la inversion economica empleados en el

control de esta especie serian totalmente en vano.

Una alternativa a la erradicacion es disminuir localmente la densidad de
abejorros que vistan el cultivo. Una posible forma de lograr este objetivo, podria ser
ofreciendo recursos florales mas atractivos que los ofrecidos por la frambuesa en los
alrededores de la plantacion. Debido a que los polinizadores seleccionan las especies de
plantas sobre las cuales forrajear segun la cantidad y calidad de recompensa ofrecida,
asi como por sus rasgos florales (Harder 1990; Galen 1989), el ofrecimiento de recursos
mas atractivos para los abejorros podria disminuir s densidad dentro del cultivo
(Leonhardt y Blithgen 2012). A pesar que esta propuesta podria brindar una solucién a
corto plazo y a la escala del cultivo, la oferta de recursos de mayor calidad podria
incluso beneficiar las poblaciones de este abejorro introducido, incrementandose los

problemas a largo plazo.

Por otro lado, la calidad del servicio de polinizacion brindado por las abejas
mieleras manejadas (A. mellifera) al cultivo de frambuesa mostr6 la misma respuesta
denso dependiente que la del abejorro invasor B. terrestris. Sin embargo, pudimos
observar que la tasa de dafio de este polinizador es menor a la del abejorro. Aungue en
la mayoria de las plantaciones hemos observado densidades mayores al 6ptimo
estimado por nuestro modelo, en ningln caso las densidades de abejas generaron
perdidas mayores al nivel de autopolinizacion, por lo que su presencia, aunque excesiva,
sigue incrementando la produccion de la frambuesa. A diferencia del abejorro invasor,
aumentar o disminuir la densidad de abejas mieleras en los cultivos de frambuesa
deberia ser relativamente facil de llevar a cabo, dado que el productor podria sumar o

quitar colmenas proximas a su cultivo, segun la necesidad del mismo.
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El modelo estocastico de polinizacion para frambuesa nos permitié estimar la
frecuencia de visitas que maximiza la produccion y calidad de frutos en frambuesa tanto
para el abejorro invasor como para la abeja melifera manejada. Como hemos discutido
anteriormente, el manejo de la densidad del abejorro exotico en el cultivo es un gran
desafio. Sin embargo, el manejo de la densidad de abejas para maximizar el
rendimiento es posible. El proximo paso seria relacionar frecuencia de visita con la
cantidad de colmenas por unidad de superficie cultivada, para determinar la densidad de
colmenas por hectéarea que da como resultado la frecuencia de visita promedio 6ptima

estimada.

Al dia de hoy, el manejo de abejas para brindar servicios de polinizacién en
cultivos asume beneficios que crecen linealmente con la abundancia de polinizadores
(Steffan-Dewenter2003; Garibaldi et al. 2013). Sin embargo, aqui observamos una
respuesta denso-dependiente no lineal entre la abundancia tanto de abejas como de
abejorros sobre la calidad del servicio de polinizacién brindado hacia el cultivo de
frambuesa, lo que abre una nueva forma de entender las interacciones entre
polinizadores y plantas. Aunque estos resultados no deberian sorprendernos, ya que
respuestas denso-dependientes entre polinizadores y plantas han sido documentadas
(Morris et al. 2010, y referencias alli), esta es la primera vez que este tipo de respuesta
es observada en un cultivo y en presencia de una especie introducida originalmente con
la finalidad de polinizar cultivos y maximizar sus rendimientos. Por este motivo, para
realizar planes de manejo de polinizadores exitosos en los agroecosistemas deberiamos
no sélo contar con la informacion sobre los niveles de dependencia a polinizadores, sino
también sobre los procesos de polinizacién y post-polinizacion involucrados en la

produccion de frutos y/ semillas.

Ademas de los efectos negativos que el abejorro exdtico esta generando sobre la
produccion y calidad de frutos en frambuesa, también observamos que B. terrestris
podria estar afectando la productividad del sector apicola, al competir por los recursos
florales con la abeja manejada Apis mellifera. A lo largo de los tres afios de muestreos
observamos que la abeja melifera y el abejorro invasor realizan, conjuntamente, el 98%
del total de las visitas a las flores del cultivo de frambuesa, de los cuales el 53% de esas
visitas corresponden a Apis mellifera y 47% a Bombus terrestris. Aungue no sabemos
cual de estos dos polinizadores es mas eficiente captando recursos por visita, ambos

estan obteniendo recursos de la misma especie. De hecho, observamos que las
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abundancias de estas dos especies estan negativamente relacionadas, lo que podria
indicar que estan compitiendo por los recursos. Independientemente de cuél de los dos
polinizadores sea mas eficiente captando recursos por visita, el abejorro mostr6 una
ventaja competitiva por sobre la abeja mielera al adelantarse en la obtencion del néctar
mediante el robo a pimpollos. Aunque el robo de néctar es un comportamiento habitual
en ciertas especies de abejas de gran tamafio, el robo de néctar a pimpollos nunca habia
sido descripto en la literatura. Este comportamiento de robo a pimpollos fue
frecuentemente observado en los campos de frambuesa, reduciendo la cantidad de

néctar producido por las flores.

Como hemos dicho, los cultivos de frambuesa del NO Patagénico son visitados
casi exclusivamente por dos especies de polinizadores (abejas mieleras y abejorro
invasor). Més alla de los efectos denso-dependientes aqui mostrados, la presencia de
ensambles diversos de polinizadores, con distintas morfologias corporales y
comportamiento de forrajeo, son necesarios para asegurar altos rendimientos en cultivos
dependientes de polinizadores (Graibaldi et al. 2013; Garibaldi et al. 2015). Aunque
aqui no hemos explorado aun si la falta de diversidad de polinizadores silvestres se debe
a las altas densidad del abejorro invasor B. terrestris y las abejas mieleras A. mellifera a
través de desplazamiento competitivo, nuestra base de datos sera analizada

préximamente para responder este interrogante.

A lo largo de esta tesis pudimos ver que la invasion del abejorro B. terrestris,
originalmente introducido para brindar servicios de polinizacion en un pais vecino, esta
impactando negativamente tanto la calidad de la produccion del cultivo de mayor
relevancia en Patagonia Norte, como la disponibilidad de recursos para las abejas
mileras manejadas. Ademas de los efectos negativos aqui descriptos sobre los
agroecosistemas, esta especie invasora también ha impactado negativamente tanto sobre
la fauna como la flora nativa de la regién (Arbetman et al. 2013; Morales et al. 2013;
Graham 2015). Por estos motivos, creemos que la introduccion de especies para brindar
servicios de polinizacidn a cultivos no representa una solucién a la problematica de
servicios de polinizacion al largo plazo. De hecho, los costos de su introduccién
podrian llegar a ser mayores a sus beneficios. Numerosas formas de manejo
ambientalmente amigables y eficientes como bordes naturales rodeando las
plantaciones, incrementar la heterogeneidad en los agroecosistemas, reducir el uso de

insecticidas, etc, han sido descriptas para la polinizacion de cultivos sin la necesidad de
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introducir especies exoticas (Carvalheiro et al. 2011 y 2012; Garibaldi et al. 2014). Por

estos motivos, aqui alentamos fuertemente a utilizar estas practicas de manejo en vez de

la introduccion de especies.
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