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Introduccion

El servicio de polinizacion en cultivos

La polinizacién es esencial para mantener el equilibrio de nuestros ecosistemas naturales y
agroecosistemas, constituyendo una pieza clave en la produccién agricola. Este proceso consiste en la
transferencia de polen desde las anteras hacia los estigmas, ya sea dentro de la misma flor o entre
flores de la misma especie, posibilitando la fecundacién y posterior formacién de frutos y semillas
(Ollerton, 1999). Si bien existen plantas que pueden ser polinizadas por agentes abidticos, alrededor
del 90% de las angiospermas dependen de la polinizacidn mediada por animales, en particular insectos
(Ollerton, 1999). En el contexto de los agroecosistemas, la polinizacion bidtica es vital. Cerca del 70%
de los cultivos destinados al consumo humano, entre los que se incluyen verduras, frutas, semillas,
“frutos secos” y especias, necesitan de este servicio ecosistémico para mejorar tanto la cantidad como
la calidad de su produccién (Klein et al., 2007). Desde una perspectiva monetaria, la contribucién de
los insectos polinizadores se estimd en unos 153 mil millones de euros para la produccién anual del
2005 (Gallai et al., 2009). Este servicio es particularmente critico en paises con una fuerte produccion
comercial de cultivos como café, cacao, almendras y soja, donde la polinizacién mediada por insectos
ha demostrado incrementar significativamente el rendimiento. En las ultimas dos décadas, se ha
observado un crecimiento sostenido en la extensién de tierras agricolas destinadas a cultivos
dependientes de la polinizacion, una tendencia que sigue en alza, con incrementos significativos en la
superficie cultivada (Aizen et al., 2022). Este crecimiento en produccién implica una demanda
creciente del servicio de polinizacion (Lautenbach et al., 2012).

En la mayoria de los cultivos, el servicio de polinizacién es proporcionado tanto por abejas silvestres
como por abejas manejadas. Sin embargo, para ciertos cultivos, otros insectos no relacionados con las
abejas (por ejemplo, ciertas especies de dipteros) desempefian un papel igualmente significativo
(Rader et al. 2016). Entre las abejas manejadas, la abeja melifera (Apis mellifera L.) es la especie mas
ampliamente utilizada para la polinizacion de cultivos. Sin embargo, existen al menos 17.000 especies
de abejas silvestres en todo el mundo (Michener, 2007). Varias de estas especies frecuentan las flores
de algunos cultivos (Delaplane y Mayer, 2000; Klein et al., 2007) y aportan significativamente a su
polinizacién. Ademas, para ciertos cultivos como el tomate, las cerezas, la alfalfa, el almendro y el
arandano, también se recurre al manejo de especies de abejas sociales (Bombus spp. y algunas
especies de Meliponini) y solitarias (Centris spp., Megachile rotundata (Fabricius), Nomia melanderi
Cockerell, Osmia spp. y Xylocopa spp.) (Delaplane y Mayer, 2000).

Es importante destacar que las abejas silvestres pueden ser polinizadores mas efectivos que las abejas
manejadas (Garibaldi et al., 2013). Esta mayor efectividad se atribuye, en parte, al comportamiento
de forrajeo diferencial de las distintas especies. Diferentes especies de abejas exhiben diferentes
patrones de visita floral que se complementan tanto espacial como temporalmente, por lo que una
alta diversidad de abejas contribuye a un aumento en el éxito de la polinizacidn en los cultivos (Hoehn
et al., 2008; Bliithgen y Klein, 2011). En cultivos como la manzana, por ejemplo, se ha descubierto que
una variedad diversa de polinizadores contribuye de manera aditiva a la polinizacidn a través de varias
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dimensiones de nicho, enfatizando la importancia tanto de la complementariedad como de la
redundancia para garantizar servicios de polinizacion estables (Mifarro y Garcia, 2018).
Adicionalmente, se ha evidenciado un fenémeno de facilitacién entre distintas especies de abejas que
coexisten en el mismo cultivo. Un ejemplo de esta dinamica se encuentra en los cultivos de girasol
(Helianthus annuus L.), donde se reporta que la presencia de una amplia diversidad y abundancia de
abejas silvestres mejora significativamente la eficiencia polinizadora de la abeja melifera. Este efecto
es resultado de interacciones conductuales entre especies que aumentan la probabilidad de que las
abejas meliferas se desplacen de plantas masculinas a femeninas, optimizando asi la transferencia de
polen (Greenleaf y Kremen, 2006). Diversos estudios han demostrado la importancia de mantener
conjuntos diversos de polinizadores en los cultivos (Rogers et al., 2014; Garibaldi et al., 2016). Sin
embargo, actualmente estamos enfrentando una crisis de polinizadores silvestres, caracterizada por
la disminucion de la diversidad de insectos debido principalmente a la pérdida de habitats de
alimentacién y nidificacion (Biesmeijer et al., 2006; Carvalheiro et al., 2013; Potts et al., 2010; Zattara
y Aizen, 2021). Por otro lado, el crecimiento de las poblaciones de abejas manejadas, como Apis
mellifera, es considerablemente mas lento que el aumento del area cultivada con cultivos que
dependen de la polinizacién, lo que significa que las abejas manejadas por si solas no pueden satisfacer
la creciente demanda de servicios de polinizacion a nivel mundial (Garratt et al., 2021). Esta situacién
se ha denominado como la "crisis global de polinizacién". Para abordar esta crisis, se proponen
diversas estrategias de manejo, como aumentar la abundancia de especies de abejas manejadas y
gestionar habitats para preservar a los polinizadores silvestres (Garibaldi et al., 2017, Torretta et al.
2023). Es asi como la gestién integrada de especies de abejas manejadas y ensambles de polinizadores
silvestres se considera la practica recomendada para obtener un servicio de polinizacién éptimo en
los cultivos (Garibaldi et al., 2014; Isaacs et al., 2017).

La produccion de habitats para polinizadores enfrenta desafios significativos debido a la reduccién de
la diversidad floral en agroecosistemas, efecto de la intensificacion agricola y de los cambios en el uso
del suelo. Esta disminucién impacta negativamente sobre la diversidad de polinizadores al disminuir
la diversidad y disponibilidad de habitats y recursos esenciales para estos, tales como polen, néctary
sitios de nidificacion (Holzschuh et al., 2007; Gossner et al., 2016; Kremen et al., 2007). En los
ambientes agricolas, los espacios seminaturales adyacentes a los cultivos, como, por ejemplo, los
bordes de cultivo se destacan como importantes reservorios de biodiversidad (Hendrickx et al., 2007;
Billeter et al., 2008; Saez et al., 2014; Herrera et al., 2017). Sin embargo, aun se comprende poco cémo
y en qué escalas espacio temporales el mantenimiento de una alta diversidad de flores en los bordes
de cultivo se traduce en mejores servicios de polinizacidn en los cultivos adyacentes (Albrecht et al.,
2020). Fenémenos como el “desbordamiento funcional” explicarian un aumento de la abundancia y
diversidad de polinizadores en los cultivos adyacentes como consecuencia de un aumento de estos en
los bordes (Morandin y Kremen 2013; Kremen et al. 2019). Sin embargo, hipdtesis como la del
“concentrador” sugieren que al menos en una ventana de tiempo, podria haber competencia entre
las plantas del borde de cultivo y el cultivo adyacente por los polinizadores (Kremen et al. 2019). Por
consiguiente, resulta esencial no solo preservar la biodiversidad en estos ambientes seminaturales,
sino también implementar un manejo espacial y temporal adecuado. Para que las practicas sean
viables, es fundamental evitar percibir los bordes Unicamente como "proveedores de servicios"
entendiendo el sistema borde-cultivo como un sistema en continua interaccién, donde la polinizacién
del cultivo emerge de esta dindmica. Esto incluye también conocer el sistema reproductivo de las
plantas de los bordes, los insectos que la visitan y como estos interactuan con el cultivo. El



mantenimiento de redes de interaccidn planta- polinizador complejas en los agroecosistemas pueden
favorecer la reproduccién tanto de las plantas del borde como el cultivo propiamente dicho (citas).
Ademads, la deteccidn de especies de plantas especies clave para los polinizadores, son fundamentales
para el mantenimiento de la biodiversidad (Russo et al. 2013; Sutter et al., 2017). Un manejo dinamico
de los bordes debe incluir acciones estudiadas y evaluadas conel fin de aprovechar de manera
sostenible las contribuciones de la naturaleza a las personas.

Esta tesis, se enfocé en el estudio del servicio de polinizacidn de una especie altamente dependiente
de la polinizacién por insectos y de gran importancia econdmica para la region del Valle Inferior del
Rio Colorado, la alfalfa (Medicago sativa L.).

El cultivo de alfalfa: breve introduccion

La alfalfa (Medicago sativa), una leguminosa perenne originaria del Cducaso, el noroeste de Iran vy el
noreste de Turquia, ha sido adoptada globalmente como forraje para ganado (Bouton, 2012), con un
cultivo estimado en alrededor de 30 millones de hectareas a nivel mundial (Monfreda et al., 2008).
Esta expansién global se debe a su alto valor nutricional y a su capacidad para fijar nitrégeno, ya que
cuenta con un contenido de proteina bruta de entre 15 y 22%, y una fijaciéon de nitrégeno que
promedia los 200 kg por afio por hectdrea (USDA National Agricultural Statistics Service). Estas
caracteristicas, junto con su capacidad de sobrevivir en condiciones de escasez de agua, la convierte
en un forraje de alta calidad que reduce los costos de fertilizacién y mejora la nutricién de los animales
(Bouton, 2012). En Argentina, segun el ultimo censo agropecuario, la superficie total implantada con
alfalfa fue de 1,5 millones de hectdreas concentradas principalmente en las provincias de Cérdoba,
Santa Fe, Buenos Aires y La Pampa, destacandose como la principal forrajera perenne (Fig. 1a, Censo
Agropecuario 2018, INDEC, Argentina). La alfalfa juega un rol esencial en los sistemas agricolas
pastoriles, no solo por su valor indirecto al alimentar al ganado, sino también por su contribucidn
directa a través de la produccién de semillas y heno, lo que fomenta la diversificacidon agricola y
fortalece la sostenibilidad econdmica de los productores. Sin embargo, la produccién de semillas tiene
requerimientos climaticos y de manejo del cultivo especificos, por lo que no todas las dreas donde la
alfalfa se cultiva como forraje son propicias para la produccién de semillas, lo que genera un
desbalance entre la demanda y la oferta de estas (Fig. 1b).



Fig.1. El cultivo de alfalfa en Argentina. (a) Alfalfa como forrajera. Superficie implantada en hectareas
por provincia, las provincias pintadas con verdes mas oscuros son las que poseen una mayor superficie
de alfalfa implantada. Los datos fueron obtenidos del Censo Nacional Agropecuario, 2018 (INDEC).
Para construir el mapa, se sumaron las hectareas correspondientes a alfalfa pura y alfalfa consociada
para cada provincia. (b) Areas de producciéon de semillas de alfalfa, extraido de Basigalup, (2007). En
el mapa se muestran los rendimientos potenciales en kg/ha de cada drea segun los autores del libro.
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A nivel mundial, la produccién de semillas de alfalfa es muy importante en regiones como el noroeste
de Estados Unidos, el suroeste de Canada y el norte de China, donde la demanda es atendida por una
industria especializada que genera semillas de alta calidad para mercado interno y para exportacion
(Pitts-Singer, 2008). En Argentina, la produccién de semillas de alfalfa ha sido tradicionalmente de
importancia secundaria frente a la produccion de forraje, sumado a que las regiones aptas para el
cultivo de alfalfa para forraje no necesariamente coinciden con aquellas éptimas para una produccién
eficiente de semillas. En consecuencia, el mercado nacional se abastece en forma irregular de una
produccién de semillas aleatoria, de bajos rendimientos y de usualmente baja calidad (Basigalup,
2007). Por lo tanto, la demanda interna no se satisface completamente, lo que ha llevado a la
importacion de 1300 a 2500 toneladas anuales entre 2018 y 2023 (INDEC, 2024). Esta situacidén no
solo habla de un déficit de produccidén sino también plantea riesgos fitosanitarios asociados a la
introduccion de especies de hierbas exdticas y semillas transgénicas (Gerlach, 1997; Greene et al.,
2015; Renzi et al., 2018). Mas del 60% de la semilla importada de alfalfa proviene de paises que tienen
aprobados los eventos J101 y J163 comercializados como alfalfa RR-Roundup® (resistentes al
glifosato) (Renzi et al. 2018; GM aproval database 2024). Hasta el afio 2018 dichos eventos
biotecnoldgicos estaban prohibidos en Argentina, pero se comercializaban ilegalmente causando
problemas debido a la falta de regulacidn y el cruzamiento indeseado con vairedades no transgenicas
(La Nacion 2016). Es por ello por lo que, en 2018, se considerd necesario contar con normas y



protocolos de deteccién de eventos biotecnoldgicos en alfalfas convencionales y establecer
tolerancias minimas de los mismos aprobando la comercializacién de estos eventos (Resolucion
33/2018, Secretaria de Alimentos y Bioeconomia, Ministerio de Agroindustria, Argentina). La
existencia de un mercado que consume mds de lo que produce, indica claramente que el desarrollo
de una industria especializada no sélo es posible sino también necesaria (Basigalup, 2007). La
disponibilidad de nuevas y mejores variedades de alfalfa es crucial, especialmente aquellas adaptadas
a las condiciones locales de suelo, clima, manejo, plagas y enfermedades (Basigalup, 2003). El Valle
Inferior del Rio Colorado es una de las principales regiones productoras de alfalfa en Argentina.
Durante la Ultima década, aportd el 70% de la produccién nacional de semilla fiscalizada de alfalfa,
con un promedio de 1000 toneladas por afio (Lucanera et al., 2017; 2018; 2019; 2020; 2021; 2022).

La produccion de semilla de alfalfa depende en gran medida de la polinizacidn bidtica, debido a su
mecanismo de polinizacidn que requiere de visitantes florales, principalmente abejas, que “disparen”
las flores (Bohart, 1957; Aluri y Reddi, 1995; Delaplane y Mayer, 2000; Aleman et al., 2014). Las flores
de alfalfa son de tipo papiliondcea, con sus ciclos fértiles (androceo y gineceo) encerrados dentro de
la quilla, exponiéndose solo cuando un polinizador presiona la corola y dispara la flor (Fig. 2, Delaplane
y Mayer, 2000). Una vez disparada, la flor se marchita en un lapso de una a dos horas, a diferencia de
las flores no disparadas que pueden permanecer abiertas de tres dias a una semana (Hanson, 1961;
Chen et al., 2018). Ademas, la viabilidad del polen disminuye significativamente luego del disparo,
pasando de un 57-40% al 30%, en el lapso de dos horas (Chen ert al., 2018; Brunet et al., 2019). Este
mecanismo de polinizacidon explosivo libera una gran cantidad de polen que se adhiere al visitante
floral, facilitando tanto la autopolinizacién (autogamia) como la polinizacion cruzada (alogamia y/o
geitonogamia). Sin embargo, la mayoria de las plantas de alfalfa son parcialmente autoincompatibles
y parcialmente autoestériles (Brink y Cooper, 1936; Cooper y Brink, 1940). Esto se debe a la presencia
de mecanismos que inhiben la autofertilizacidn, especialmente a través de interacciones tubo
polinico-6vulo, y a una mayor frecuencia de aborto post-fertilizacion de dvulos provenientes de
autofertilizacién en comparacién con los provenientes de polinizacidn cruzada (Cooper y Brink, 1940;
Viands et al., 1988). Generalmente, la polinizaciéon cruzada en la alfalfa resulta en una mayor
produccién de vainas y un aumento en el nimero de semillas por vaina, comparado con la
autopolinizacidn (Piper, 1914; Cooper y Brink, 1940; Chen et al., 2018; Dietrich Mabin et al., 2021). Es
por ello, que un manejo de la polinizaciéon adecuado, con las especies de polinizadores efectivos en
las abundancias requeridas, es necesario para obtener buenos rendimientos de semilla en los cultivos
de alfalfa.
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Fig. 2. Mecanismo de polinizacion explosivo de las flores de alfalfa. Imagen perteneciente a Diana
Sammantaro, obtenida de Mavek et al. (2010). Los tamafios relativos de la flor y la abeja estan

modificados para que la imagen sea facilmente entendible.
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La polinizacidn de la alfalfa en Argentina se ha beneficiado principalmente del uso de dos especies de
abejas manejadas: la abeja cortadora de hojas de la alfalfa, Megachile rotundata (Fabricius), originaria
de Asia, reconocida como una de las especies de polinizador de alfalfa mas eficientes (Pitts-Singer y
Cane, 2011) y Apis mellifera, la abeja de la miel. Mientras que la eficiencia de A. mellifera varia
regionalmente y por el manejo de las colmenas (Reinhardt, 1952; Johansen, 1966), los nidos de M.
rotundata ya no ingresan a Argentina desde 2011 debido a prohibiciones por riesgos fitosanitarios
(Renzi et al., 2018). Por otro lado, la importancia de las abejas silvestres como polinizadores eficientes
de alfalfa se reconoce cada vez mas (Linsley, 1946; Bohart, 1958; Batra, 1976; Tasei et al., 1978;
Watmough, 1999; Cane, 2002; Cane, 2008; Wang et al., 2012), aunque su contribucidn especifica en
Argentina aun no estd bien documentada y requiere mas investigacion (Ochoa, 1980; Fernandez,
2004; Basigalup, 2007). Dado el papel vital de los polinizadores en la produccién de semillas de alfalfa
y las limitaciones actuales en Argentina, es imperativo un estudio detallado del servicio de polinizacién
proporcionado por especies silvestres en comparacion con las manejadas, con miras a una produccion
de semillas de alfalfa mas sostenible y auténoma en el pais.

Objetivos de la tesis

Enfocando la atencidn en el Valle Inferior del Rio Colorado (VIRC), esta tesis tiene como objetivo
principal estudiar el estado actual del servicio de polinizacion en los cultivos de alfalfa de la regidn, asi
como conocer la contribucion de las distintas especies de abejas y el aporte de la biodiversidad de los
bordes de cultivo en dicho servicio. En primer lugar, se evalud el sistema reproductivo de la especie y
el déficit de polinizacidn de los cultivos de la region. Asimismo, se identificaron a las especies de
visitantes florales silvestres y se evalué su contribucién y efectividad en la polinizacién en comparacién
con las especies de abejas manejadas. Adema3s, se evalud el estado de conservacion de los bordes de
los cultivos de alfalfa en el VIRC, identificando las especies vegetales que son fundamentales para los
polinizadores locales. A través de los resultados obtenidos, la tesis ofrece una visidn integral que
combina la investigacidn cientifica con aplicaciones practicas para la agricultura y la conservacién de
la biodiversidad en el contexto de los servicios ecosistémicos.

En el primer capitulo, se detalla un panorama del estado actual del servicio de polinizacion de la alfafa
en el VIRC. Ademas, se presenta una metodologia accesible que permitira llevar a cabo estimaciones
precisas del servicio de polinizacidn a nivel de lote, con el objetivo de simplificar su aplicacidon por
parte de los productores. Los capitulos dos y tres se centraran en los polinizadores de la alfalfa,
mediante un andlisis exhaustivo de cémo las distintas especies de abejas influyen en la cantidad y
calidad del servicio de polinizaciéon en los campos de alfalfa. Por ultimo, en el capitulo cuatro, se
profundizara en el habitat de los polinizadores en el entorno inmediato de los cultivos, es decir, los
bordes de cultivo.
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1. Servicio de polinizacion de alfalfa en el
Valle Inferior del Rio Colorado?

1.1.Introduccion

La crisis global de polinizacién, marcada por la disminucién de las poblaciones de polinizadores (Potts
et al., 2010) y el aumento en la dependencia del servicio de polinizacién en la agricultura (Lautenbach
et al.,, 2012; Aizen et al., 2022), resalta la necesidad de garantizar la sostenibilidad de este servicio
esencial para la produccion de una gran cantidad de cultivos. Los cultivos que dependen de los
polinizadores pueden experimentar déficits significativos en su rendimiento cuando no reciben
suficiente polinizacidn (Vaissiére et al., 2011; Garibaldi et al. 2017). Para mitigar estos déficits de
rendimiento, se han propuesto estrategias como la gestion del habitat, el uso prudente de pesticidas
y la implementacidn de polinizadores manejados (Blaauw y Isaacs, 2014; Park et al., 2015; Stanley et
al., 2015; Stern et al., 2001; Geslin et al., 2017). Sin embargo, un desafio persistente es el monitoreo
efectivo del servicio de polinizacién. A pesar de su importancia, la prdctica de monitorear la
polinizacién a nivel de parcela es poco frecuente (Garibaldi et al., 2020). La evaluacion de la
polinizacién implica no solo considerar la comunidad de polinizadores y sus interacciones con los
cultivos, sino también evaluar su impacto en la produccién de frutos y/o semillas, lo que permite una
comparacion efectiva de la importancia relativa y el impacto directo de los distintos polinizadores en
el servicio de polinizacién. Una comprensiéon mads profunda de estos aspectos es crucial para disefiar
estrategias de medicidn y monitoreo a largo plazo (Melathopoulos et al., 2015; Hein, 2009; Breeze et
al. 2021), lo que es esencial para abordar la crisis de polinizacién y asegurar la produccién de cultivos
dependientes de polinizadores.

A pesar de que la dependencia de la alfalfa por los polinizadores es ampliamente conocida debido a
su mecanismo explosivo de polinizacién, en Argentina no hay estudios que evallen el servicio de
polinizacién de alfalfa a nivel de lote. Por ello, para comprender y mejorar el estado del servicio de
polinizacién en cultivos de alfalfa, es crucial considerar varios aspectos fundamentales:

e Evaluar el grado de dependencia del cultivo a los polinizadores, definido como la proporcién
del rendimiento que se pierde en ausencia de polinizacion bidtica (Layek et al., 2023). Esta
dependencia se mide comparando el rendimiento bajo condiciones de polinizacion saturada
(i.e. polinizacién dptima [Vaissiere et al., 2011]) contra aquel obtenido al excluir a los
polinizadores.

e Estimar el déficit de polinizacion en cada lote, es decir, la diferencia entre el rendimiento
potencial en condiciones éptimas de polinizacion y el rendimiento real bajo las condiciones
actuales (Vaissiére et al., 2011). Este déficit puede originarse tanto por deficiencias en la

! Este capitulo ha sido publicado en:

Haedo, J.P., Graffigna, S., Martinez, L.C., Torretta, J.P., Marrero, H.J. 2022. Estimacion del servicio de
polinizacion en un cultivo de alfalfa (Medicago sativa L.) mediante la cuantificacién de flores disparadas. Ecol.
Austral. 32, 297-598

Haedo, J.P., Martinez, L.C., Graffigna, S., Marrero, H.J., Torretta, J.P.2022. Managed and wild bees contribute
to alfalfa (Medicago sativa) pollination. Agric. Ecosyst. Environ. 324, 107711.

14



cantidad como en la calidad del polen recibido, y depende de la frecuencia de visitas y la
efectividad de los distintos grupos de polinizadores.

e Analizar el aporte especifico de cada grupo de polinizadores al servicio de polinizacién del
cultivo. Aunque la mayoria de los estudios se enfocan en la cantidad de colmenas de abejas
meliferas asociadas al lote cultivado, es crucial medir la contribucion real de los distintos
grupos a través del monitoreo de las tasas de visita a las flores (Garibaldi et al., 2020). Esto
incluye considerar las caracteristicas intrinsecas del cultivo y el contexto externo, como la
atraccién de la vegetacién vecinay las interacciones entre las especies de polinizadores (Rollin
y Garibaldi, 2019). Ademas, hay que tener en cuenta que la eficiencia de los polinizadores en
la deposicidn de polen puede variar entre especies, y un polinizador con alta tasa de visitas,
pero baja eficiencia en la deposicién de polen podria tener un impacto limitado o incluso
negativo en el servicio de polinizacidn, por lo que también es importante evaluar la efectividad
de las especies (Eeraerts et al., 2020; Garratt et al., 2014; Saez et al., 2014).

En este capitulo, se evaluard el estado del servicio de polinizacién de los lotes de alfalfa en el VIRC, en
primer lugar, evaluando la dependencia del cultivo de alfalfa a los polinizadores y, en segundo lugar,
el déficit de polinizacién que presentan los lotes de estudio. Ademds, se presentard una propuesta de
medicién del estado del servicio de polinizacién mediante el conteo de flores disparadas. Mientras
gue el aporte de los distintos grupos de polinizadores se evaluara en los capitulos dos y tres.

1.1.1. Estimacion del servicio de polinizacién en un cultivo de alfalfa mediante la

cuantificacion de flores disparadas.

Como se menciond anteriormente, es necesario disefiar protocolos de medicidn y monitoreo a largo
plazo del servicio de polinizacién para poder disefar estrategias de manejo de los campos productivos
(Hein, 2009; Melathopoulos et al., 2015; Breeze et al., 2021). Por lo general el monitoreo del estado
del servicio de polinizacion se realiza mediante el andlisis de la produccién de frutos y/o semillas
(Garibaldi et al., 2013), pero esto no permite detectar de manera temprana posibles problemas en la
polinizacién. Para algunos cultivos, una manera de resolver este problema seria desarrollar
metodologias que permitieran detectar “huellas evidentes” que los polinizadores dejan sobre las
flores luego de visitarlas. Esto le permitiria al productor obtener estimaciones de polinizacién de una
forma rapida y facil.

Entre los cultivos cuya polinizacion se puede estimar a partir de evidencias de presencia de
polinizadores se encontrarian aquellos que tienen un mecanismo de polinizacién explosivo. Las
especies cuyas flores poseen dicho mecanismo, como la alfalfa y otras leguminosas papilionaceas
(p.e., Cytisus scoparius, Spartium spp., etc.), tienen los ciclos fértiles (androceo y gineceo) encerrados
dentro de la quilla, quedando expuestos sélo cuando un polinizador hace presidn sobre las alas (dos
pétalos laterales) y disparan la flor (Aleman et al., 2014). De esta forma, las anteras y el estigma entran
en contacto con el cuerpo del polinizador, lo que favorece la polinizaciéon bidtica. Luego de este
proceso, la flor no vuelve a su estado original y el mecanismo queda desactivado, aunque puede haber
excepciones (Galloni y Cristofolini, 2003). Por lo tanto, contar el nimero de flores disparadas (es decir,
ya visitadas por un polinizador) en un lote de un cultivo con mecanismo explosivo puede ser una
herramienta atil para cuantificar el servicio de polinizacién. Ademas, al medirse in situ y de forma
rapida, el conteo de flores disparadas permitiria obtener datos en diferentes momentos y sectores
dentro de un mismo lote; por ejemplo, a distintas distancias del borde de cultivo, de colmenas de
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abejas o a lo largo de la floracidn. Esto aportaria informacion espacial y temporal explicita. Aunque se
sabe que el nimero de flores disparadas en especies con mecanismo explosivo se relaciona de manera
positiva con la abundancia y la frecuencia de visitas de los polinizadores (Parker 1997; Suzuki 2003;
Morales et al. 2014; Gavini y Farji-Brener, 2015; Chen y Zuo, 2018), auln no se lo utilizé6 como método
para medir el servicio de polinizaciéon en un cultivo.

La presencia de una flor disparada es evidencia de que fue visitada por lo menos una vez, pero no
refleja el nUmero de visitas que esa flor recibié. La cantidad de visitas que una flor recibe es relevante,
ya que en general, el incremento de la frecuencia de visitas sobre una flor aumenta su éxito
reproductivo femenino (Morris et al., 2010). Sin embargo, en flores con mecanismo explosivo se
observé que la cantidad de polen depositado luego de una visita suele exceder el minimo necesario
para la fertilizacidn de todos los 6vulos de la flor (Figueroa-Fleming y Etcheverry, 2017). En parte, esto
se debe a que las flores con mecanismo explosivo suelen tener una baja cantidad de évulos en relacion
con la cantidad de polen que producen (Figueroa-Fleming y Etcheverry, 2017). Ademas, se vié que los
polinizadores evitan visitar flores en las que el mecanismo explosivo ya fue desactivado (i.e., flores
disparadas); y es posible que esto se deba al cambio en la disposicion de los pétalos (Suzuki, 2003;
Aleman et al., 2014). Por lo tanto, en flores con mecanismo explosivo, una sola visita podria ser
suficiente para que la flor alcance su éxito reproductivo femenino maximo.

La limitacién en la produccién de frutos también puede deberse a una limitacidn por recursos (Liss et
al.,, 2013). En este caso, cuantificar las flores disparadas puede no ser un buen estimador de la
fructificacion. No obstante, en la actualidad, la agricultura intensiva ha aliviado la limitacion de
recursos de los cultivos al aportar insumos como fertilizantes o riego, y el flujo de polen se ha
convertido en la limitacién mas importante del rendimiento (Melathopoulos et al.,, 2015). En
consecuencia, si el manejo agricola es eficiente en cuanto al aporte de recursos para el cultivo, la
cuantificacion de flores disparadas por si sola puede ser un método efectivo a la hora de evaluar el
aspecto cuantitativo del servicio de polinizacion. No obstante, es imprescindible conocer la
polinizacién éptima en cada lote. Esto permitiria evaluar si el método de conteo de flores disparadas
es adecuado como estimador del servicio de polinizacién o si la disponibilidad de recursos del lote
tiene un efecto importante en la produccién de frutos.

1.2.0bjetivos e hipdtesis

Los objetivos del presente capitulo son evaluar el estado del servicio de polinizacién de alfalfa en el
VIRC y evaluar la metodologia de conteo de flores disparadas como estimador del servicio de
polinizacién en cultivos con mecanismo explosivo de polinizacién. Para ello se plantearon tres
hipétesis:

Hipétesis 1 — La alfalfa, debido a su morfologia floral y sistema reproductivo, es un cultivo altamente
dependiente de los polinizadores.
Prediccidon 1. La cantidad de frutos y semillas producidas bajo exclusidon de polinizadores es
significativamente menor que la producida por autopolinizacién y polinizacién cruzada.
Prediccion 2. La cantidad de frutos y semillas producidas bajo autopolinizacion es
significativamente menor que la producida por polinizacidn cruzada.
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Hipdtesis 2 — Los lotes de produccién de semilla de alfalfa del VIRC presentan déficit de polinizacion
Prediccidon 1. La cantidad de frutos producidos bajo polinizacién natural es significativamente
menor que los producidos bajo polinizacién cruzada manual.

Hipétesis 3 - La cantidad de flores disparadas es un buen estimador del estado cuantitativo del servicio
de polinizacién de un lote de alfalfa.
Prediccidn 1. La probabilidad de formar frutos no aumenta con las sucesivas visitas.
Prediccidn 2. La cantidad de flores disparadas se relaciona positivamente con la produccién de
frutos bajo polinizacién natural (es decir, polinizacién libre).

1.3.Metodologia

1.3.1. Sitios de estudio

Se obtuvieron datos durante dos temporadas consecutivas de floracion de la alfalfa (de diciembre de
2018 a febrero de 2019 y de diciembre de 2019 a febrero de 2020) en ocho (temporada 1) y once
campos de alfalfa y en una parcela experimental urbana (temporada 2) perteneciente a la semillera
Guasch SRL, en Bahia Blanca (Fig. 1.1). Los campos estaban ubicados en el VIRC, Argentina, en las
ciudades de Mayor Buratovich, Hilario Ascasubi, Pedro Luro y Villalonga. Esta es una de las regiones
mas importantes de produccién de semillas de alfalfa en Argentina (Renzi et al., 2018), produciendo
un promedio de 1000 toneladas de semillas por afio (Lucanera et al., 2017; 2018; 2019; 2020;
2021;2022). Los campos de alfalfa tenian un tamano promedio de 27 + 5,88 hectareas (media + error
estandar) y contenian plantas de alfalfa de uno o dos afios. Habia diferentes variedades de alfalfa
presentes; sin embargo, ni la edad ni la variedad influyeron en nuestros resultados, ya que se estimd
la polinizaciéon 6ptima, por lo que se compararon los campos en funcidn de su maximo éxito
reproductivo. La mayoria de los agricultores tienen una produccién de tipo mixta, donde también
utilizan la alfalfa como forraje para el ganado, y no todos los campos estuvieron destinados a la
produccién de semillas todos los afios, por lo que algunos campos formaron parte de este estudio
durante ambas temporadas y otros solo una temporada (Fig. 1.1). En el muestreo llevado a cabo en la
primera temporada, cada campo se dividié en dos areas (en adelante, lotes) correspondientes a
diferentes bordes del campo y separadas por mas de 200 metros entre si (Fig. 1.1), mientras que en
la segunda temporada se utilizd solo un lote por campo. Los lotes se definieron como areas
rectangulares de 75 x 50 metros. En resumen, se trabajé en un total de 16 lotes de muestreo durante
latemporada 1y 11 lotes mas la parcela experimental, durante la temporada 2. En seis campos (cuatro
en la temporada 1y dos en la temporada 2) se realizaba manejo de polinizacion con la liberacion de
abejas de la especie Megachile rotundata mediante la colocacién de refugios con paneles con
cavidades para la nidificacién de esta abeja. Aproximadamente, se proporcionaron 45.000 celdillas de
cria de M. rotundata por hectarea (datos proporcionados por INTA-ASCASUBI). Excepto en los campos
gestionados con M. rotundata, todos los demdas campos contuvieron 3 o 4 colmenas de abejas
meliferas por hectarea (datos proporcionados por INTA-ASCASUBI). La parcela experimental en Bahia
Blanca no presentd ningiin manejo de polinizadores.
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Figura 1.1. Area de estudio y ubicacion de los campos. Mapa detallado del Valle Inferior del Rio
Colorado con las principales ciudades y rios. Los circulos corresponden a los campos utilizados en la
temporada 1, los cuadrados a los campos utilizados en la temporada 2, y las estrellas a los campos
utilizados ambas temporadas. Ademas, los campos coloreados en rojo corresponden a los que poseian
un manejo con Megachile rotundata, mientras que los coloreados en negro son campos que no tenian
M. rotundata. La esquina superior derecha muestra el mapa de la Republica Argentina con el sitio de
estudio coloreado. La esquina inferior izquierda tiene una representacion esquematica del disefio de
muestreo en la primera temporada donde se marcaron dos lostes en cada campo de alfalfa.
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1.3.2. Ensayos de polinizacion

Para determinar el grado de dependencia de la alfalfa a los polinizadores (H1), en cada lote, se
seleccionaron cinco plantas de alfalfa (ubicadas a 5 m del margen del campo). En cada planta, se
seleccionaron tres inflorescencias, de la que se removieron las flores ya disparadas y botones florales
pequefios, dejando cuatro botones florales préximos a la antesis. Las inflorescencias se cubrieron con
una bolsa de tul de 1 mm, excluyendo a los polinizadores, pero permitiendo el paso del viento, la lluvia
y la luz solar. Cuando las flores maduraron, se realizaron tres tratamientos: 1) polinizacién cruzada
(PC): las flores fueron polinizadas manualmente con polen de otro individuo de alfalfa; 2)
autopolinizacién (AP): las flores fueron polinizadas manualmente con polen de la misma flor; y 3)
exclusién de polinizadores (EP): las flores no recibieron visitantes ni polinizacion manual. En cada uno
de estos tratamientos, las inflorescencias con flores tratadas se embolsaron nuevamente (Fig. 1.2). Se
considero a la PC como un estimador de la polinizacidn 6ptima (es decir, la produccién de frutos en
ausencia de una limitacion cuantitativa y cualitativa de polen), y se utilizé6 como medida de la cantidad
maxima de frutos (es decir, frui-set 6ptimo) que podian formarse en cada lote. Ademas, para estimar
el efecto de la bolsa, se realizd otro tratamiento de polinizacidn cruzada en cuatro flores de otra
inflorescencia en las mismas plantas tratadas: 4) polinizacidn cruzada abierta (PCA): las flores fueron
polinizadas manualmente con polen de otro individuo de alfalfa, pero sin cubrir nuevamente con la
bolsa. Cada flor tratada fue marcada con una etiqueta sobre el pedicelo floral. Todos los tratamientos
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se realizaron sobre flores no disparadas, por lo que se asume que las flores no habian recibido visitas
previas. En los tratamientos manuales (PC, AP, PCA) la recoleccion y deposicidon de polen se realizd
activando las flores con un aplicador Microbrush® (Microbrush International; Grafton, Wisconsin, EE.
UU.) (ver Fung y Thomson, 2017 para una metodologia similar). Por otro lado, para determinar el
déficit de polinizacidn en los sitios de estudio (H2), se realizé un tratamiento en otra inflorescencia en
cada planta tratada: 5) polinizacién libre (PL), para cuantificar la polinizacidon natural por abejas (Fig.
1.2). En este tratamiento, se marcé una inflorescencia con una etiqueta rotulada, se retiraron las flores
disparadas y la yema apical (para evitar el desarrollo de la inflorescencia), y se registré el nimero de
botones florales (en distintos estadios de desarrollo). Las inflorescencias en el tratamiento PL no
fueron cubiertas con la malla de tul para permitir la posible visita de polinizadores con la finalidad de
estimar la produccién de frutos bajo polinizacién natural. Estos ultimos dos tratamientos en
inflorescencias sin embolsar (PCAy PL) se realizaron a dos distancias, a 5 m del margen del campo (en
el mismo individuo que los tratamientos cubiertos) y a 75 m del margen del campo (dentro del cultivo),
con el objetivo de evaluar las diferencias en el servicio de polinizacién en funcién de la actividad de
los polinizadores, como el nimero de flores polinizadas, tanto en el borde como dentro del cultivo.

Figura 1.2. Esquema de tratamientos de polinizacién. La figura muestra la distribucién de los
tratamientos en cada planta, en cada sitio de estudio y lote, y el detalle de cada uno de los
tratamientos aplicados: PC (polinizacién cruzada embolsada), AP (autopolinizacidn), EP (exclusion de
polinizadores), PCA (polinizacién cruzada abierta), PL (polinizacién libre).

Embolsado No embolsado No embolsado

S S 4 -

N ’ / . a . i - AP
‘ . 7- \ _,sé ‘. | fé fé ™ EP
W | ’i«'@’ [ %7 i m PCA
‘ | / Ny N PL
\\\ % //,/ i
Borde (5 m) Dentro del cultivo (75 m)

Al mes de finalizar la floracion, se colectaron y cuantificaron las vainas (o frutos) formadas en cada
una de las inflorescencias marcadas y se determind la producciéon de vainas (# de vainas formadas / #
de flores tratadas por inflorescencia) y la produccién de semillas por vaina (#semillas formadas / vaina)
provenientes de cada tratamiento. Por otro lado, para tener una medida cuantitativa del déficit de
polinizacién por lote, se calculd un indice de limitacidn polinica (L) de cada uno de ellos, definido como
L=1- (ERp./ ERpca), donde ERp. es el éxito reproductivo del tratamiento PL y ERpca el éxito reproductivo
del tratamiento PCA (Gomez et al., 2010); aqui, se utilizé la produccidn de vainas como indicador del
éxito reproductivo. El indice L se calculd para cada planta individual y este indice puede tomar valores
entre cero (sin limitacién de polen) y 1 (limitacién total de polen) (Larson y Barrett, 2000).
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Para poner a prueba si la probabilidad de formar frutos no aumenta con las sucesivas visitas (P1 de la
H3), se realizd un experimento manipulativo de polinizacion en 9 plantas de alfalfa en la parcela
experimental en Bahia Blanca. En cada individuo se seleccionaron cinco inflorescencias, a las cuales se
le removieron las flores ya disparadas y los botones florales, dejando solo dos botones florales
préximos a la antesis en cada una. Luego se realizaron los siguientes tratamientos de polinizacion en
cada par de flores (18 flores por tratamiento): TO, la flor no fue tratada simulando la ausencia de
visitas; T1, la flor fue disparada mediante un toque y polinizada manualmente con polen de otro
individuo, simulando una Unica visita; T2; T3 y T4, en estos ultimos tres tratamientos se incremento el
numero de toques (dos, tres y cuatro toques, respectivamente) simulando sucesivas visitas de
polinizadores. Los toques se realizaron con aplicador Microbrush®. En T2, T3 y T4 el cepillo se volvid a
cargar con polen exégamo para cada toque. Debido al mencionado mecanismo explosivo de las flores
de alfalfa, es posible que polen propio haya alcanzado el estigma. Luego de realizar los tratamientos,
todos los individuos se cubrieron con una jaula de exclusién, la cual cubria toda la planta y estaba
cerrada con malla de tul de 1mm, evitando la visita de polinizadores a las flores tratadas, pero
permitiendo la entrada de sol, viento y agua. Una vez formadas, las vainas se recolectaron y se
determiné la produccidn de vainas para cada tratamiento.

1.3.3. Flores disparadas

Para poner a prueba si la cantidad de flores disparadas se relaciona positivamente con la produccién
de frutos mediada por polinizacién natural (P2 de la H3), se realizaron muestreos en los 8 campos de
la primera temporada. Para estimar la cantidad de flores disparadas, se realizaron muestreos
semanales durante la fenologia de floracién del cultivo (entre diciembre de 2018 y febrero de 2019).
En cada muestreo, se seleccionaron 10 inflorescencias al azar en cada distancia (0 y 75 metros) y se
cuantificd la proporcidn de flores disparadas (# flores disparadas /# total de flores por inflorescencia).

1.3.4. Analisis estadistico

1.3.4.1. Dependencia de polinizadores y déficit de polinizacién

Se utilizaron modelos lineales generalizados mixtos para comparar el éxito reproductivo de los
diferentes tratamientos de polinizacién, lo cual permitié estimar tanto la dependencia de la alfalfa a
los polinizadores, como el grado de déficit de polinizacion de los lotes (H1 y H2). En el primer modelo
(GLMM..1) con distribucion binomial, la variable de respuesta fue la produccién de vainas, definida
como un vector de dos columnas (es decir, nimero de vainas formadas, numero de vainas no
formadas), en el segundo modelo (GLMMy3;) con distribucion Poisson, la variable respuesta fue el
numero de semillas por vaina. En ambos modelos, los tratamientos de polinizacién (PC, AP, EP, PCA,
PL) se utilizaron como factor fijo; el campo, el lote y la planta individual se utilizaron como factores
aleatorios anidados. En primer lugar, se agregd la distancia (5 y 75 metros) como factor fijo y se
compard con un modelo sin la distancia mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC), eligiendo
el modelo con el AIC mas bajo (Burnham y Anderson, 2002), que en este caso fue sin la distancia (ver
los GLMM en el Anexo 1).

1.3.4.2. Cantidad de visitas simuladas y produccidn de vainas

Para evaluar la primera prediccién de la H3, se construyd otro modelo lineal generalizado mixto
(GLMM13) con distribucidn binomial, donde la variable respuesta fue la produccién de vainas, el
individuo se utilizé como factor aleatorio y el tratamiento (TO, T1, T2, T3 y T4) como factor fijo.
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1.3.4.3. Flores disparadas y produccién de vainas

Otro modelo generalizado lineal mixto (GLMM7.4) con distribucion binomial se construyé para estimar
la relacion entre flores disparadas y la produccién de vainas (P2, H3), donde la variable respuesta fue
la produccién de vainas por polinizacién natural, mientras que las variables fijas fueron el promedio
de la proporcién de flores disparadas, la polinizacién éptima promedio para cada lote (i.e. PCA) y las
distancias dentro del lote (5 y 75). El campo y los lotes anidados a cada campo fueron las variables
aleatorias. A pesar de que la distancia no es una variable de interés para la hipdtesis planteada, fue
incorporada al modelo ya que puede ser una fuente de variacién importante.

Todos los modelos se construyeron utilizando la funcién glmer del paquete Ime4 en el programa
estadistico R (R Development Core Team 2023). Para los modelos GLMM; 1, GLMMi,y GLMMy 3, se
realizd una prueba de Tukey de comparaciones multiples para evaluar las diferencias entre
tratamientos, mediante la funcidn glht del paquete multcomp (R Development Core Team 2023). Para
todos los modelos, utilizamos el paquete DHARMa (Hartig, 2020) para verificar los supuestos de los
modelos. Para evaluar la significancia de las variables, utilizamos Pruebas de Razén de Verosimilitud
(LRT) mediante la funcidon Anova en el paquete car (Fox y Weisberg, 2018).

1.4.Resultados

1.4.1. Dependencia de polinizadores y déficit de polinizacién

El modelo GLMM;; mostré que la proporcién de vainas fue significativamente diferente entre los
tratamientos (Chisq=601,98, p< 2,2e-16), siendo mayor en PCy PCA que en los demas (Tabla 1.1, Fig.
1.3a). El andlisis de comparaciones multiples de Tukey no mostré diferencias significativas entre PCy
PCA indicando que la bolsa no interfirié en el proceso de post-polinizacién (Tabla Al.1, Anexo 1). Las
diferencias significativas entre EP, AP y ambos tratamientos de PC indican que la alfalfa depende en
gran medida de la polinizacién cruzada. Finalmente, se observaron diferencias significativas entre PL
y ambos tratamientos de PC, mostrando que existe un déficit en el servicio de polinizacién en el VIRC,
por ultimo, no hubo diferencias entre PLy AP, (Tabla Al1.1, Anexo 1, Fig. 1.3a).

Con respecto al numero de semillas por vaina, el modelo GLMM; también mostré diferencias
significativas entre los tratamientos (Chisq=36,06, p=2,812e-07). En este caso, el nimero de semillas
producido por AP fue menor con respecto a la cantidad de semillas producida bajo polinizacion
cruzada (PC y PCA) y las que se formaron por polinizacién libre (Tabla 1.1, Fig. 1.3b). Ademas, el
numero de semillas producido por PCA fue significativamente mayor que las producidas bajo PL, no
asi el nimero de semillas producidas por PC (Tabla Al1.2, Fig. 1.3b). Por ultimo, no se encontraron
diferencias entre EP y ninguno de los demds tratamientos.
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Tabla 1.1. Valores medios y error estandar de la produccién de vainas y nimero de semillas por
vaina bajo los diferentes tratamientos de polinizacion.

Tratamiento Produccion de vainas Numero de semillas por vaina
N media E.E. n media E.E.
Autopolinizaciéon 55 0,2 0,04 42 1,86 0,16
Exclusion 100 0,05 0,01 19 3,11 0,69
Polinizacion cruzada 101 0,62 0,03 228 3,49 0,14
Polinizacion cruzada abierta 276 0,57 0,02 509 3,69 0,10
Polinizacion libre 468 0,18 0,01 1009 3,05 0,07

Por ultimo, el promedio de limitacidon de polen fue de 0,67 (0,66 * 0,02 en la primera temporada y
0,74 + 0,02 en la segunda temporada). El déficit de polinizacion fue variable entre sitios, habiendo
sitios con muy alta limitacién polinica, por ejemplo, en la temporada 1 un sitio (S2_1, Tabla A1.3,
Anexo 1) tuvo un indice de limitacion polinica (L) de 0,91 + 0,04, mientras que otro presentd una
limitacion polinica tres veces menorcon una L=0,31 + 0,08 (S1_1, Tabla A1.3, Anexo 1).

Figura 1.3. Dependencia de polinizadores y déficit de polinizacion. Comparacién de los efectos de
distintos tratamientos de polinizacidn sobre (a) la produccion de vainas y (b) el nimero de semilla por
vaina. Cada punto violeta representa el promedio de la (a) produccién de vainas y del (b) nimero de
semillas por vaina predicho por cada modelo para cada tratamiento especifico, mientras que las barras
de error asociadas indican los intervalos de confianza al 95%. Ademads, se muestran mediante puntos
grises los residuos parciales de los modelos. Letras diferentes muestran diferencias significativas entre
las medias (p<0.05) calculadas mediante la prueba de Tukey para comparaciones multiples.
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1.4.2. Cantidad de visitas simuladas y produccién de vainas

Para el ensayo realizado en la parcela experimental, el GLMM; 3 mostré diferencias significativas entre
tratamientos (Chisq=17,30, p=0,002). De las flores que estuvieron bajo el tratamiento de exclusién
(TO) la proporcién de vainas formadas fue de 0,125 * 0,09, siendo significativamente menor que la
proporcién de vainas formadas en los tratamientos T1, T2 (ambos 0,78 + 0,10) y T4 (0,67 £ 0,11) (Fig.
1.4). El tratamiento de tres toques (T3: 0,44 + 0,12) no exhibié diferencias significativas con TO ni con
los tratamientos de polinizaciéon manual (T1, T2 y T4) (Fig. 1.4, Tabla A1.4, Anexo 1).
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Figura 1.4. Produccidn de vainas tras sucesivas visitas. Comparacién de los efectos de distintos
tratamientos de polinizacidn (TO, T1, T2, T3 y T4) sobre la produccidn de vainas, medida como la
proporcién de vainas (o frutos) formadas respecto al nimero total de flores tratadas. Cada punto
violeta representa el promedio de la produccién de frutos predicha por el modelo para cada
tratamiento, mientras que las barras de error asociadas indican los intervalos de confianza al 95%.
Ademads, se muestran mediante puntos grises los residuos del modelo. Letras diferentes muestran
diferencias significativas entre las medias (p<0.05) calculadas mediante la prueba de contrastes de
Tukey.
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1.4.3. Flores disparadas y produccién de vainas

Entre todos los lotes, el promedio de flores disparadas fue 0,15 + 0,01 por inflorescencia (n=1033),
mientras que el valor maximo fue de 0,72 + 0,04 (Lote 2, n=73, Tabla A1.5, Anexo 1). El nUmero
promedio de flores en antesis (disponibles para ser disparadas) por inflorescencia fue de 9,44 + 0,16
flores. El GLMM ;1.4 mostrd una relacidn positiva y estadisticamente significativa entre la proporcién de
flores disparadas y la cantidad de vainas formadas por polinizacion natural (Chisq= 19,26, p= 1,14e-
05, Figura 1.5). Por otro lado, la incorporacion de la polinizacion éptima al modelo no tuvo un efecto
significativo sobre la produccién de vainas (Chisq= 1,41, p= 0,24). Por ultimo, hubo diferencias
significativas en la produccidn de vainas entre las dos distancias, siendo mayor en el borde del cultivo
(Chisg= 4,23, p=0,04).
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Figura 1.5. Relacién entre la proporcidn de flores disparadas y la producciéon de vainas. Relacion
entre la proporcién de flores disparadas (promedio) y la producciéon de vainas. La linea violeta muestra
la relacién entre ambas variables estimada por el GLMM vy el area gris es el intervalo de confianza al
95% estimado por el modelo. Los puntos corresponden a los residuos parciales del modelo.

o
0.6
g
@ o
c o
= 3
> o
@ (8]
'g 04 . g Eg
b
1] @
g e
=] © @ .
g Py
z<ik
o] (o]
0.2 o g o
il
g8
g
0.0 0.2 04 0.6

Proporcion flores disparadas

1.5.Discusién

1.5.1. Dependencia de polinizacion y déficit de polinizacion

En este capitulo se confirma que la alfalfa depende en gran medida de la polinizacidn por abejas, ya
que solo el 5% de las flores no disparadas (tratamiento EP) formaron vainas. Por otro lado, aunque el
disparo de la flor es un proceso clave en la reproduccion de la alfalfa, no es suficiente, como lo sugieren
las diferencias significativas entre la produccién de vainas en los tratamientos de autopolinizacién y
polinizacién cruzada. Ademas, el nimero de semillas formadas por vaina también difiere entre los
tratamientos de polinizacién cruzada y autopolinizacién. Como ya hemos mencionado, se considera
que la alfalfa es una especie parcialmente autoincompatible y autoestéril, ya que, aunque la
autopolinizacidn es posible, el nimero de évulos fecundados es menor que en la polinizacién cruzada
(Brink y Cooper, 1936; Cooper y Brink, 1940; Viands et al. 1988). Se ha demostrado que la
autofecundacién en la alfalfa es mas probable que ocurra en ausencia de polen de polinizacién
cruzada. Sin embargo, cuando el polen exdégamo estd presente en el estigma, compite y supera al
autégamo en la fecundacién (Viands et al., 1988; Chen et al., 2018). Por otro lado, una vez producida
la fertilizacidn, la cantidad de dvulos abortados es mayor en los que fueron fecundados con polen
autégamo (Brink y Cooper, 1936; Cooper y Brink, 1940; Viands et al. 1988). Por lo tanto, para tener un
servicio de polinizacion éptimo en los cultivos de alfalfa, es necesaria la presencia de especies de
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abejas que disparen las flores y transfieran polen entre individuos. Estos resultados confirman la
primera hipétesis de este capitulo, que afirma que la alfalfa es un cultivo altamente dependiente de
los polinizadores.

La segunda hipdtesis, que sostiene que los lotes de produccién de semillas de alfalfa del VIRC
presentan un déficit de polinizacién, también es plausible. Esto se debe a que, en el area focal del
estudio, en promedio, solo el 18% de las flores expuestas a la polinizaciéon natural formaron vainas.
Esto, en contraste con el 62% de produccién de vainas bajo polinizacién cruzada, refleja una alta
limitacién polinica. Sin embargo, este déficit no es igual en todos los lotes, debido posiblemente al
diferente manejo de la polinizacidn que se hace en los mismos. Mientras que en 6 campos se realizé
un manejo especifico para la polinizacidon con Megachile rotundata, en los otros campos, aunque habia
colmenas de abejas meliferas y poblaciones de especies de abejas silvestres, no se hizo ningun tipo de
manejo para la polinizacién. Esto muy probablemente marcé las diferencias en el déficit de los lotes
(ver en el capitulo 2).

1.5.2. Cantidad de visitas simuladas y produccién de frutos

Los resultados obtenidos en este capitulo suman una nueva evidencia a que las flores de las especies
con mecanismo de polinizacidn explosiva solo necesitan una visita para ser polinizadas efectivamente
(prediccion 1 de la hipdtesis 3; Arroyo 1981, Lopez et al. 1999; Galloni y Cristofolini 2003; Figueroa-
Fleming y Etcheverry, 2017). Las flores no visitadas tuvieron una probabilidad muy baja de formar
vainas, esto indica que la autopolinizacién autdégama ocurre a una frecuencia muy baja, como ya fue
reportado para otras especies de leguminosas con este mecanismo (Galloni y Cristofolini, 2003;
Susuki, 2003; pero ver Aleman et al., 2014), incluso para la alfalfa donde la proporcidn de vainas
formadas por polinizacién autégama fue menor a 0,05 (Viands et al., 1988, Chen y Zuo, 2018). Por otro
lado, la probabilidad de fructificar de una flor que fue visitada una vez no difiere de aquellas flores
visitadas dos, tres o cuatro veces. Aunque en este estudio no se cuantificd la cantidad de polen
depositado sobre los estigmas luego de cada visita es probable que en la primera visita se haya
depositado todo el polen necesario para que los évulos sean fertilizados (Figueroa-Fleming vy
Etcheverry, 2017). Sin embargo, hay que tener en cuenta que, para los tratamientos realizados en esta
tesis, las visitas han sido simuladas y que, en condiciones naturales, la cantidad de polen depositado
luego de una visita puede ser variable entre distintas especies de polinizadores (Santa-Martinez et al.,
2021). Los resultados obtenidos aqui, indican que seria factible realizar una estimacién del aspecto
cuantitativo del servicio de polinizacion mediante el conteo de flores disparadas, ya que la produccién
de frutos no se veria afectada por el nimero de visitas que la flor tuvo luego de ser disparada.

1.5.3. Flores disparadas y produccién de vainas

Los resultados obtenidos en este capitulo confirman la tercera hipdtesis, ya que muestran que la
cuantificacion de flores disparadas permite conocer cudl es el estado cuantitativo del servicio de
polinizacién de un cultivo con mecanismo explosivo. Aunque el capitulo se focalizé en el cultivo de
alfalfa, posiblemente esta estimacion seria extrapolable a cualquier cultivo con mecanismo explosivo
gue sea altamente dependiente de los polinizadores (tanto para la activacién del mecanismo floral
como para el transporte de polen compatible).

26



La polinizacién éptima no tuvo un efecto significativo sobre la produccién de vainas, mientras que la
cantidad de flores disparadas explico eficientemente la probabilidad de fructificacién. La polinizacion
6ptima da idea de la cantidad maxima de frutos que se pueden formar, por lo que, si un lote posee
una polinizacidn dptima muy baja, es esperable que la cantidad de frutos formados por polinizacién
natural también lo sea (Vaissiere et al.,, 2011). Esta deficiencia en la fructificacion puede no solo
deberse al servicio de los polinizadores, sino también a otros factores ambientales o problemas de
manejo (por ejemplo, pH del suelo [Boreux et al., 2013] o el ataque de patdgenos o insectos plaga
[Bos et al., 2007]). Aunque la ausencia de relacion entre polinizacidn éptimay la produccion de vainas
en el cultivo de alfalfa puede ser un resultado particular de este estudio, se ha demostrado que, para
cultivos que son altamente dependientes de los polinizadores, la disponibilidad de recursos tiene un
efecto mucho menor que la polinizacién bidtica sobre el rendimiento (Groeneveld et al., 2010, Boreux
et al, 2013). Sin embargo, la influencia de la disponibilidad de recursos puede variar e,
independientemente de los resultados obtenidos aqui, se podria considerar que la medicién de la
polinizacién éptima es necesaria a la hora de evaluar el servicio de polinizacién de un cultivo (Vassiere
et al., 2011). Por otro lado, los resultados mostraron que la estimacion de la produccion de vainas
dentro de un lote puede variar dependiendo del sector del lote desde donde se realizé la estimacion
(es decir, cerca del borde o alejado del mismo). Por lo tanto, es aconsejable que cuando se quiera
utilizar la metodologia propuesta aqui, la cuantificacion de flores abiertas se realice en mas de un
punto dentro del lote.

Aunque la solo cuantificacidn de las flores disparadas no permitira saber las causas en la deficiencia
de la produccién de frutos, en plantas con mecanismo explosivo esta relacionada directamente con la
cantidad de flores visitadas eficientemente por los polinizadores (Parker, 1997; Suzuki, 2003; Chen y
Zuo, 2018). Por lo tanto, una baja cantidad de flores disparadas por lote podria ser consecuencia
directa de la baja abundancia y/o diversidad de polinizadores silvestres (Garibaldi et al., 2013; Dainese
et al., 2019), asi como también un mal manejo de polinizadores introducidos (por ejemplo, cantidad y
disposicion de las colmenas de A. mellifera [Basigalup, 2007]). Diversas razones explican la
disminucién en abundancia y/o diversidad de polinizadores silvestres en agroecosistemas, entre ellas,
una reduccidn en la cantidad y calidad de ambiente natural disponible para alimentarse y nidificar
(Kennedy et al., 2013; Hass et al., 2018; Lazaro y Alomar, 2019); o bien, la excesiva utilizacion de
agroquimicos como los insecticidas y herbicidas (Brittain et al., 2010; Stanley, 2015; Graffigna et al.,
2021), que puede afectar la supervivencia de los polinizadores tanto silvestres como manejados. Por
ultimo, hay que tener en cuenta que la utilizacidn de polinizadores manejados puede tener un efecto
negativo sobre la abundancia de los polinizadores silvestres (Fiirst et al., 2014; Goulson, 2003, 2010).
Por lo que, un incremento en la abundancia de los polinizadores manejados no siempre dara como
resultado una mejora en el servicio de polinizacidn. Mas aun, los polinizadores manejados no siempre
son polinizadores eficientes de los cultivos (Garibaldi et al., 2013). Saber cuales son las necesidades y
problemas de cada cultivo requerira estudios especificos sobre el lote para lograr la correcta ejecucion
de las estrategias de manejo que permitan mejorar el servicio de polinizacién (Garibaldi et al., 2014).

La metodologia que se propone en este capitulo es una herramienta que puede ser el primer paso
para la estimacion del aspecto cuantitativo del servicio de polinizacion de un cultivo con mecanismo
explosivo. En conocimiento de las necesidades del productor, una evaluacidén rapida del estado del
servicio de polinizacion puede ser muy util a la hora de tomar decisiones sobre el destino de un lote a
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corto plazo, sin dejar de lado estudios a largo plazo que permitirdn mejorar el conocimiento sobre la
polinizacidn y por tanto tomar decisiones que mejoren su efectividad.

1.6.Conclusiéon

En este capitulo, se demostrd que los cultivos de alfalfa del Valle Inferior del Rio Colorado (VIRC) son
altamente dependiente de los polinizadores. Se evidencid que la produccién de vainas es
significativamente menor cuando se excluyen los polinizadores, en comparacién con la
autopolinizacidn y la polinizacidn cruzada. Ademas, se encontrd un déficit notable en el servicio de
polinizacién en el VIRC, reflejado en la baja produccién de vainas en condiciones naturales y una alta
limitacion de polen en la mayoria de los lotes. Por otro lado, en este capitulo se demostré que las
flores de alfalfa sélo necesitan una visita para ser polinizadas efectivamente, lo que sugiere que el
conteo de flores disparadas puede ser un estimador viable del estado cuantitativo del servicio de
polinizacién.
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2. Polinizadores de la alfalfa en el Valle
Inferior del Rio Colorado?

2.1.Introduccidn

La polinizacidn bidtica es un servicio ecosistémico crucial para la produccién mundial de alimentos,
por lo que el manejo de polinizadores en cultivos que dependen de ellos es esencial para obtener
frutos y semillas de calidad (Klein et al., 2007; Potts et al., 2010). Dentro de lo que llamamos
polinizadores manejados se destaca ampliamente la abeja melifera (Apis mellifera), pero para ciertos
cultivos (por ejemplo, tomate, cerezas, alfalfa, almendra, arandano), también se utilizan otras especies
de abejas sociales y solitarias (Megachile rotundata, Bombus spp., Centris spp., Nomia melanderi,
Osmia spp., Xylocopa spp.) (Delaplane y Mayer, 2000). Por otro lado, se ha visto que las abejas y otros
insectos silvestres (por ejemplo, moscas de la familia Syrphidae, Rader et al., 2016) pueden ser muy
efectivas en la polinizacion de cultivos (Garibaldi et al., 2013). La gestion integrada de especies de
abejas manejadas y ensambles de polinizadores silvestres es la practica recomendada para tener un
buen servicio de polinizacion de cultivos (Garibaldi et al., 2014; Isaacs et al., 2017). Como ya lo hemos
visto a lo largo de esta tesis, la alfalfa es un cultivo que depende ampliamente de la polinizacién
bidtica. Su particular morfologia floral, con flores de tipo papiliondcea cerradas en antesis, limita la
polinizacidn a especies especificas de polinizadores capaces de disparar la flor para colectar polen y/o
néctar (Cane, 2002). Las abejas son las principales polinizadoras de la alfalfa, aunque su efectividad
como polinizadoras dependerd de si estan colectando polen y/o néctar, y si tienen la capacidad para
disparar la flor, debido, por ejemplo, a su tamafio corporal. Especies de abejas pequefas del género
Lasioglossum (Halictidae) visitan frecuentemente las flores de alfalfa, pero raramente pueden
dispararlas (Bohart, 1958). También algunas especies de mariposas y de moscas de la familia
Bombyliidae y Nemestrinidae utilizan su probdscide para toman néctar facilmente sin disparar la flor
(Bohart, 1958). Por otro lado, en EE. UU. se han registrado algunas especies de avispas Sphecidae y
Scolidae (como Campsomeris plumipes (Dryury) y C. tolteca (Saussure)) disparando flores (Linsley,
1946; Bohart, 1958). Por lo que, dentro del ensamble de insectos de un determinado lugar, la oferta
de polinizadores para la alfalfa es mas limitada que en otros cultivos.

Megachile rotundata, una abeja solitaria originaria de Asia se considera uno de los polinizadores mas
efectivos de la alfalfa (Pitts-Singer y Cane, 2011). En EE. UU. y Canad3, se registraron rendimientos de
1300 kg. ha-1 después de que el cultivo fuera polinizado por M. rotundata, mientras que los
rendimientos se redujeron a 50 kg. ha-1 cuando esta abeja estaba ausente (Pitts-Singer, 2008). Sin
embargo, M. rotundata es irrelevante para la polinizaciéon de alfalfa en su drea de origen, y estd
ausente en otros paises donde la produccién de semillas de alfalfa es importante (por ejemplo, Espaiia
y Francia) (Pitts-Singer y Cane, 2011). En Argentina, M. rotundata se introdujo en los afios 70, pero
desde 2011, su importacidn ha sido prohibida por la Secretaria Nacional de Ambiente y Desarrollo

2 Este capitulo ha sido publicado en:
Haedo, J.P., Martinez, L.C., Graffigna, S., Marrero, H.J., Torretta, J.P. 2022. Managed and wild bees contribute
to alfalfa (Medicago sativa) pollination. Agric. Ecosyst. Environ. 324, 107711.
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Sostenible debido a los riesgos de transmision de enfermedades y pardsitos a abejas silvestres (Renzi
et al., 2018). En la region de estudio (VIRC) solo el 5% de la produccion de alfalfa se complementa con
manejo de M. rotundata (Renzi et al., 2018). En VIRC, los rendimientos de alfalfa han alcanzado de
700 a 1000 kg.ha-1 cuando los cultivos fueron polinizados con la densidad recomendada de M.
rotundata (o sea, mas de 45,000 hembras ha-1, Renzi et al., 2018, Bosch y Kemp 2005, aunque Pitts-
Singer y Bosch, 2010 y Pitts-Singer, 2013 recomendaron usar nimeros mas modestos).

Por otro lado, A. mellifera se utiliza para polinizar alfalfa en todo el mundo, a pesar de que su eficiencia
de polinizacion es variable entre regiones (Reinhardt, 1952; Johansen, 1966). Por ejemplo, en el
suroeste de EE. UU., A. mellifera contribuye entre el 20y el 100% del servicio de polinizacién de alfalfa,
aunqgue en el noroeste de EE. UU. y Canadd estas cifras se reducen a 0-1% (Delaplane y Mayer, 2000).
Esta variacidn puede estar relacionada con diferentes eficiencias en la recoleccion de polen y/o néctar
por las abejas obreras, junto con las condiciones climaticas y el manejo del riego (Reinhardt, 1952,
Rincker et al., 1988, Pesenko y Radchenko, 1993). Mas aun, se ha registrado que, en ciertos ambientes,
las abejas meliferas logran, luego de un proceso de aprendizaje de aproximadamente 7 dias, colectar
néctar sin disparar la flor (Reinhardt, 1952). En Argentina y en particular en el VIRC, las colmenas
pertenecen mayormente a apicultores dedicados a la produccién de miel, por lo que la polinizacion es
un servicio no remunerado, proporcionado indirectamente por estas colmenas en los cultivos donde
se encuentran ubicadas. No obstante, la falta de un manejo especifico en la estructura, cantidad y
distribucién de las colmenas podria limitar la contribucidn de A. mellifera a la polinizacién de la alfalfa,
incluso pudiendo ser contraproducente debido al robo de néctar y la competencia con otros
polinizadores. Aunque existen recomendaciones sobre el manejo de A. mellifera, estas suelen basarse
en practicas de otras regiones (Sheesley y Poduska, 1969; Martinez, 1988; Somerville, 2002). La
eficacia de un polinizador en campos de alfalfa puede variar segin condiciones climaticas y de riego,
como también las variedades de la alfalfa y la flora acompanante, factores que pueden influir tanto
en la tasa de visita como en la de disparo de las flores.

Por ultimo, hay muchas especies de abejas silvestres en EE. UU., Europa, Australia, Sudafrica y China
gue son polinizadores efectivos de la alfalfa (Linsley, 1946; Bohart, 1958; Batra, 1976; Tasei et al.,
1978; Watmough, 1999; Cane, 2008; Wang et al., 2012). Por ejemplo, en EE. UU., se estudio la
efectividad de Nomia melanderi como polinizadora de alfalfa con buenos resultados, demostrando
gue esta especie es tan efectiva como M. rotundata disparando las flores (Cane, 2002). Sin embargo,
en Argentina, los estudios sobre polinizadores silvestres de alfalfa son escasos (Ochoa, 1980;
Fernandez, 2004; Basigalup, 2007) y ninguno ha medido la contribucién de los polinizadores silvestres
al servicio de polinizacion. La diversidad de polinizadores silvestres mejora significativamente la
cantidad y calidad de la polinizaciéon en una gran variedad de cultivos (Dainese et al., 2019). Esto
resulta en un mayor éxito de polinizacion, es decir, mejores rendimientos en cultivos visitados por
ensambles de polinizadores ricos y variados, en comparacion con aquellos con menor diversidad y
abundancia de especies (Garibaldi et al., 2013; Hoehn et al., 2008; Greenleaf y Kremen, 2006; Bliithgen
y Klein, 2011). En Argentina, la produccién de semillas de alfalfa no logra satisfacer la demanda
agricola y ganadera, y entre 1300 a 2500 toneladas por afo fueron importadas entre 2018 y 2023
(INDEC, Argentina 2024). La importacidén de semillas trae riesgos asociados, como aumentos en la
probabilidad de introduccion de malezas exdticas (Gerlach, 1997) y semillas transgénicas (Greene et
al., 2015; Renzi et al., 2018). El estado actual de la produccion de semillas de alfalfa requiere un cambio
en el manejo del servicio de polinizacién, estimular la abundancia de polinizadores silvestres junto con
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una buena gestién de los polinizadores manejados podria ser una buena estrategia para mejorar el
éxito de polinizacion del cultivo (Rader et al., 2009; Garibaldi et al., 2013; 2017). Por lo tanto, se
necesita un estudio preciso para conocer los principales visitantes florales de la alfalfa en el VIRC y
evaluar el servicio de polinizacién proporcionado por estos para comenzar a planificar una produccién
sostenible de semillas de alfalfa en Argentina.

2.2.0bjetivos e hipétesis

El objetivo del presente capitulo fue evaluar la contribucion de las abejas manejadas vy silvestres al
servicio de polinizacidon de la alfalfa en el VIRC. Para sitios con diferente manejo del servicio de
polinizacién (con M. rotundata o sin M. rotundata), se hipotetizd que:

Hipétesis 1. El manejo de M. rotundata mejora el servicio de polinizacién de los cultivos de alfalfa en
el VIRC.

Prediccidn 1. El déficit de polinizacién del cultivo de alfalfa es menor en campos que cuentan
con manejo de M. rotundata.

Prediccidon 2. Un aumento en la tasa de visita de M. rotundata, a nivel de lote, disminuira el
déficit de polinizacion de los cultivos de alfalfa.

Hipdtesis 2. Otras abejas presentes en los lotes (A. mellifera y las abejas silvestres) contribuyen
positivamente al servicio de polinizacién de alfalfa, siendo esta contribucién mds importante en los
sitios que no cuentan con manejo de M. rotundata.

Prediccion 1. Un aumento en la tasa de visita tanto de A. mellifera como de las abejas
silvestres, disminuird el déficit de polinizacidn de los cultivos de alfalfa.

Prediccidn 2. El efecto de la tasa de visita de A. mellifera y de las abejas silvestres sobre el
déficit de polinizacion sera mas pronunciado (con una pendiente mas negativa) en los sitios
donde no se maneja M. rotundata.

Prediccidn 3. El déficit de polinizacion de los campos de alfalfa disminuye con el aumento de
la riqueza de abejas silvestres.

Para poner a prueba estas hipdtesis, se registraron las visitas de abejas a nimeros estimados de flores
y con esos valores se calcularon las tasas de visita de todas las especies de abejas silvestres y
manejadas que visitaron legitimamente las flores de alfalfa. Posteriormente se estimé el déficit de
polinizacién mediante la limitacién polinica de las plantas de alfalfa en los lotes estudiados, y se evalué
la contribucién al servicio de polinizacién proporcionado por abejas manejadas y silvestres.

2.3.Metodologia

2.3.1. Sitios de estudio

Los datos fueron tomados durante dos temporadas consecutivas de floracién de la alfalfa (de
diciembre de 2018 a febrero de 2019 y de diciembre de 2019 a febrero de 2020) en ocho (temporada
1) y once campos en el VIRC y en una parcela experimental urbana (temporada 2) perteneciente a la
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semillera Guasch SRL, en Bahia Blanca (los mismos campos que el capitulo 1, Fig. 1.1). En cada uno de
los lotes se midio el déficit de polinizacidn a través de la medicién de la limitacidn polinica (ver Capitulo
1). En este capitulo se evaluaron las diferencias en el déficit de polinizacién entre campos con distinto
manejo (con y sin M. rotundata) y con diferente tasa de visita de polinizadores manejados (M.
rotundata y A. mellifera) y silvestres.

2.3.2. Censos de polinizadores

En cada lote (ver Capitulo 1), se realizaron censos de polinizadores en dos transectas de 50 x 2 m (100
m?), una en el borde y otra dentro del cultivo (75 m). Durante la floracion de la alfalfa, desde finales
de diciembre hasta principios de febrero, se realizaron censos quincenales, caminando en cada
transecta durante 20 minutos (40 minutos por lote muestreado), lo que resulté en aproximadamente
160 minutos de observaciones por lote por afio. Los censos consistieron en el registro de todas las
visitas de visitantes florales sobre las flores de alfalfa que se encontraban dentro de la transecta.
Ademsds, en cada censo se estimé la abundancia floral de la alfalfa, contando el nimero de
inflorescencias presentes en cuatro parcelas de 0,25 m? distribuidas cada 25 m desde el borde y hacia
elinterior del cultivo (es decir,aOm, 25m, 50 my 75 m). Una inflorescencia de alfalfa contiene botones
florales, flores en antesis (sin disparar y disparadas) y flores marchitas al mismo tiempo; aqui se
considero a la inflorescencia como una unidad de atraccidn cuando habia flores en antesis disponibles
para los polinizadores. Para estimar la abundancia floral en 100 m?, se promediaron los valores de las
cuatro parcelas de 0,25 m?y se extrapolaron a 100 m2. Esta metodologia permitid la cuantificacion del
numero de visitas por inflorescencia y por minuto (para un enfoque comparable, ver Memmott, 1999).
Se estimaron las tasas de visita de los polinizadores para cada lote, definida como la suma del nimero
de visitas de cada especie/ (tiempo total de observaciones * abundancia floral total de alfalfa en 100
m2). Los polinizadores fueron capturados, sacrificados y llevados al laboratorio, donde fueron
montados en alfileres entomoldgicos y determinados al menor nivel taxonémico posible. Los
especimenes se depositaron en la Coleccion Entomoldgica de LIBA (CERZOS) y en la Coleccién
Entomoldgica de la Catedra de Botanica General (FAUBA), Facultad de Agronomia, Universidad de
Buenos Aires, Argentina.

2.3.3. Anadlisis estadistico

Para poner a prueba tanto las H1 y H2, se construyeron modelos lineales mixtos generalizados
(GLMMs), mediante la funcién gimmTMB del paquete gimmTMB (R Development Core Team, 2023).
En todos los modelos, el indice de limitacidon de polen (L, ver capitulo 1) fue la variable respuesta que
utilizamos como medida del déficit de polinizacién. Con los distintos GLMMs se evalud la existencia
de una disminucién en el déficit de polinizacién con diferente manejo de polinizadores (P1 de la H1),
una mayor tasa de visita de los polinizadores (P2 de la H1, y P1 y P2 de laH2) y una mayor riqueza de
polinizadores (P3 de la H2). Debido a que el indice L varia entre cero y uno, los modelos se corrieron
con una distribucién beta. El campo y el lote se utilizaron como factores aleatorios anidados para
todos los modelos. Por otro lado, la distancia (borde y dentro del cultivo) se incorporé como factor
fijo junto con las demds variables explicativas. Ademas, se incorporé una férmula de dispersién donde
se incluyeron el lote y el afio de muestreo, debido a que se observd una falta de homogeneidad de
varianzas para la variable respuesta en algunos lotes y entre afos de muestreo. Para todos los
modelos, utilizamos el paquete DHARMa (Hartig, 2020) para verificar los supuestos de los modelos.
Para evaluar la significancia de las variables, utilizamos Pruebas de Razén de Verosimilitud (LRT)
mediante la funcidon Anova en el paquete car (Fox y Weisberg, 2018).
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Se realizd un primer modelo (GLMM, ) para evaluar las diferencias en la limitacion de polen (L) en
lotes con y sin manejo de M. rotundata (denominados a continuacion MR+ y MR-). El tipo de manejo
fue el factor fijo en el modelo, junto con la distancia (ver GLMMs en Anexo 2).

En los otros modelos (GLMM,.,-GLMM3), las tasas de visita (nUmero de visitas/(tiempo*abundancia
floral)) de los diferentes grupos de polinizadores y la riqueza de polinizadores silvestres fueron los
factores fijos. En los sitios con manejo de M. rotundata (MR+), se contd con datos sobre las tasas de
visita de M. rotundata, ademas de las tasas de vistas de las otras especies de abejas (A. mellifera 'y
abejas silvestres). Sin embargo, en los sitios sin manejo de M. rotundata (MR-), obviamente solo se
dispone de datos sobre A. mellifera y abejas silvestres, lo que resulta en valores nulos para M.
rotundata en estos sitios. Dada esta estructura de datos, se ha optado por analizar los efectos de los
tres grupos de polinizadores sobre la limitacién polinica mediante dos modelos lineales separados. El
primer modelo (GLMMS,.;) se centrd en los sitios MR+, incorporando las tasas de visita de M. rotundata,
A. mellifera y abejas silvestres como variables predictoras, junto con la riqueza de abejas silvestres y
la distancia. Este modelo permite evaluar el impacto combinado y relativo de estos tres tipos de
polinizadores en la limitacidon polinica en un contexto donde M. rotundata estd presente. Por otro
lado, el otro modelo (GLMM,3) aborda los sitios MR-, utilizando solo A. mellifera y abejas silvestres
como variables predictoras junto con la riqueza de abejas silvestres y la distancia. Con este enfoque
evitamos la complejidad y posibles sesgos que podrian surgir al tratar de imputar con ceros los valores
faltantes de M. rotundata. En ambos modelos (GLMM,.,-GLMM,3), las tasas de visita de las abejas
silvestres corresponden a la suma de las tasas de visitas de las distintas especies de abejas silvestres
en cada lote. Ademas, las tasas de visita de los polinizadores se reescalaron con la funcién rescale del
paquete scale (R Development Core Team, 2023), para evitar problemas de convergencia en los
GLMM. Ademas, se realizd el chequeo de multicolinealidad para evitar la correlacion entre las
variables explicativas, para ello se midieron los factores de inflacién de varianza (VIFs) de cada variable
con el paquete performance de R (Lidecke et al., 2021). Por otro lado, en ambos modelos se
incorporaron las interacciones entre las tasas de visitas de los distintos grupos y se realizé la seleccion
de modelos considerando las diferentes combinaciones entre las tres variables (tasas de visita). Los
modelos generados se compararon mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Burnham y
Anderson, 2002; Zuur et al., 2009). En cada caso, se selecciond el modelo con el AIC mas bajo, un A
AIC £ 2 (Burnham y Anderson, 2002, ver modelos en Anexo 2).

2.4.Resultados

2.4.1. Censos de polinizadores

Se realizaron un total de 1100 minutos de censo de polinizadores en la primera temporada y 1500 en
la segunda. En total, se registraron 6719 A. mellifera, 228 M. rotundata y 91 abejas silvestres
distribuidas en 5 especies/morfoespecies. En ambas temporadas, las visitas de A. mellifera fueron
predominantes, ya que esta especie estuvo presente en todos los sitios, sin embargo, M. rotundata
fue la abeja mas abundante encontradas en lotes MR+. En el primer afio, en todos los campos, la tasa
promedio de visitas de A. mellifera (nUmero de visitas/(tiempo*inflorescencias)) fue de 0,011,
mientras que en el segundo ano fue de 0,030. La tasa promedio de visitas de M. rotundata en lotes
MR+ fue de 0,083 en el primer afio y 0,055 en el segundo. Ademds, en un lote MR-, se observd un
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individuo de M. rotundata (lote S14, Tabla A2.1). Finalmente, cinco especies/morfoespecies de abejas
silvestres fueron encontradas visitando flores de alfalfa en la primera temporada, y nueve la segunda
(4 compartidas en ambas temporadas; Tabla A2.1). La tasa promedio de visitas de abejas silvestres fue
de 0,002 en la primera temporada y 0,007 en la segunda. Las especies de abejas silvestres mas
abundantes en la primera temporada fueron Colletes sp. y Melissodes rufithorax Brethes. En la
segunda temporata, Exomalopsis sp. fue la especie de abejas silvestres mas abundante, seguida por
dos especies de Xylocopa (Xylocopa atamisquensis Lucia & Abrahamovich y X. mendozana Enderlein)
que, debido a la dificultad de reconocerlas a campo, fueron agrupadas y tratadas como Xylocopa spp.,
y Colletes sp. En cuanto a la riqueza de especies de abejas silvestres, los lotes que tuvieron mayor
riqueza fueron aquellos que no contaban con manejo de M. rotundata. La riqueza maxima de abejas
(5 especies) fue encontrada en el lote 7 en la segunda temporada de muestreo. Hubo 10 lotes (ocho
en la primera temporada y dos en la segunda) donde no se encontraron especies de abejas silvestres
visitando flores de alfalfa (Tabla A2.1).

2.4.2. Déficit de polinizacion y polinizadores

La presencia de M. rotundata redujo la limitacidn de polen en casi un 40% en el cultivo de alfalfa, ya
qgue la limitacién polinica (L) promedio fue de 0,488 en lotes MR+ y de 0,812 para lotes MR-. El
resultado del GLMM;1 mostré que la reduccidon en la limitacion de polen en lotes MR+ fue
significativamente mayor que en lotes MR- (Chisq=14,26, p=0,0001) (Fig. 2.2).

Figura 2.2. Limitacidn polinica y manejo de polinizadores. Comparacion del déficit polinico (limitacion
polinica) en lotes con diferente manejo de la polinizacién, es decir, con nidos de M. rotundata (MR +)
y sin nidos de M. rotundata (MR-) predicha mediante el GLMM,.1. Cada punto violeta representa los
predichos del modelo para cada uno de los tipos de manejo, mientras que las barras de error asociadas
indican los intervalos de confianza al 95%. Ademas, se muestran mediante puntos grises los residuos
parciales del modelo.
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El modelo GLMM,; seleccionado (m1, Anexo 2), quedo definido como L~ AM + MR + AS + distancia,
donde AM es la tasa de visitas de A. mellifera, MR la tasa de visita de M. rotundata y AS la de las abejas
silvestres. La riqueza de especies y AS tuvieron una alta correlacién (VIF=16,30 y 16,85
respectivamente), por lo que durante la seleccion de modelos se pusieron a prueba modelos solo con
riqueza y solo con AS, no con ambas variables. El GLMM,.; mostré que no hubo relacién entre la tasa
de visitas de M. rotundata y de abejas silvestres y la limitacién de polen (Chisq=0,17, p=0,66 y
Chisq=2,12, p=0,14), aunque el aumento en la tasa de visitas de A. mellifera en lotes MR+ causdé un
aumento en la limitacién de polen en las flores de alfalfa (Chisq=6,91, p=0,009, Fig. 2.3).

Figura 2.3. Tasa de visitas de A. mellifera y déficit de polinizacién. Relacidn entre la limitacion polinica
y la tasa de visitas de A. mellifera. La linea violeta muestra la relacidn entre ambas variables estimada
por el GLMMS,; y el area gris es el intervalo de confianza al 95% estimado por el modelo. Los puntos
corresponden a los residuos parciales del modelo.
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El modelo GLMM,; seleccionado (m7, Anexo 2), quedd definido como L~AM*AS, y mostré una
interaccion significativa entre ambas variables (Chisq=8,26, p=0,004). Segun el modelo, tanto el
aumento en las tasas de visitas de abejas silvestres y como de A. mellifera reduce la limitacién de
polen en la alfalfa siendo mucho mayor la pendiente de la recta estimada por el modelo para abejas
silvestres (-4,08) que para A. mellifera (-0,97). La interaccién entre ambas variables mostré que, la
pendiente de la recta que predice la relacidon entre la tasa de visitas de abejas silvestres y el déficit
polinico es mas negativa a niveles medios y bajos de tasas de visitas de A. mellifera, mientras que se
vuelve positiva cuando la tasa de A. mellifera es alta (Fig. 2.4). Esto podria estar indicando competencia
entre estos dos grupos de polinizadores. La distancia (borde y dentro del cultivo) no tuvo efecto sobre
la limitacion polinica en ninguno de los tres modelos (GLMM;.;, GLMM;; y GLMM33, ver test Chi-
cuadrado en el Anexo 2).

Figura 2.4. Tasa de visitas de abejas y déficit de polinizacién en sitios MR-. Relacion entre la limitacion
polinica y la tasa de visitas de abejas silvestres en interaccién con A. El grafico representa las
predicciones del modelo y los residuos parciales teniendo en cuenta la interaccidon entre ambas
variables. Para ello, una de las variables, en este caso tasa de visitas de A. mellifera, se transforma en
tres categorias (-1 desvio estandar, media y +1 desvio estdndar) y la otra variable explicativa (tasa de
visitas de abejas silvestres) se representa en tres rectas mostrando el cambio en la pendiente de cada
recta a medida que la otra variable crece (desde -1 desvio estandar, pasando por la media y +1 desvio
estandar).
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2.5.Discusion

Un manejo especifico y efectivo de los polinizadores es esencial para mejorar el servicio de
polinizacién para la produccion de semillas de alfalfa, ya que no todos los polinizadores son igualmente
eficientes en el disparo de las flores y el transporte de polen (Bohart, 1957; Cane, 2002). Los resultados
de este capitulo reafirman que M. rotundata es un buen polinizador de alfalfa en la regién principal
de producciéon de semillas en Argentina, ya que como se predijo, la limitacién de polen en las flores
de este cultivo se reduce considerablemente en campos donde se afaden nidos de esta abeja en
cantidades adecuadas (P1 de la H1). Sin embargo, un aumento en la tasa de visitas de M. rotundata
no disminuyd la limitacién de polen (P2 de la H1), por lo que la hipdtesis uno es parcialmente plausible.
En los sitios MR+, las abejas silvestres parecen no tener ningln efecto sobre el servicio de polinizacion.
Esto puede deberse en parte a que los sitios MR+ tienen muy baja tasa de visitas de polinizadores
silvestres, y de 6 sitios solo 3 tuvieron visitas de 1 o 2 especies de abejas silvestres (Tabla A2.1, Anexo
2). Por ultimo, contrariamente a lo que se predijo, en lotes MR+ una alta tasa de visitas de A. mellifera
influyd negativamente en el servicio de polinizacién al aumentar la limitacién polinica.

Por otro lado, en los lotes sin manejo de M. rotundata, el aumento en de las visitas de abejas silvestres
y de A. mellifera disminuyd la limitacién de polen. Ademas, en los sitios MR- se observé una posible
competencia entre las abejas silvestres y A. mellifera, ya que cuando la abeja melifera se encuentra
en altas abundancias, la contribucion de los polinizadores silvestres es menor y viceversa (Fig. 2.4). En
conclusidn, los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que habria una contribucion diferencial
al servicio de polinizacidn por parte de A. mellifera y abejas silvestres dependiendo del tipo de manejo
que tenga el lote analizado. Los resultados otorgan cierta plausibilidad a la segunda hipdtesis
presentada en el capitulo que sostiene que las abejas presentes en los lotes, tanto A. mellifera como
las abejas silvestres, contribuyen positivamente al servicio de polinizacién de la alfalfa. Sin embargo,
se observa que esta contribucién no se manifiesta en los lotes MR+ pero si en los MR-. Los resultados
obtenidos sugieren que es posible tener un servicio de polinizacién adecuado en cultivos de alfalfa en
el VIRC sin la adicién de M. rotundata. Esto Ultimo es interesante ya que la mayoria de los campos de
produccién de alfalfa en esta region no tienen manejo de este polinizador, debido a altos costos para
reproducirlo y mantenerlos, y a la imposibilidad de importar nidos nuevos. Un manejo adecuado tanto
de A. mellifera, como de las abejas nativas puede ser una alternativa rentable para mejorar el servicio
de polinizacidn de alfalfa en esta area de produccion.

2.5.1. Déficit de polinizacién y M. rotundata

De acuerdo con lo esperado, la limitacién de polen se reduce en casi un 50% en lotes con manejo de
M. rotundata. La abeja cortadora de hojas de la alfalfa es reconocida como uno de los polinizadores
mas eficientes de este cultivo, con abejas hembra disparando cerca del 80% de las flores visitadas
(Cane, 2002). Sin embargo, en el sitio de estudio, la variacidn en la tasa de visitas de M. rotundata no
se relaciond con la limitacidon de polen. Estos resultados fueron diferentes a lo esperado, ya que se
predijo que un aumento en la tasa de visitas mejoraria la polinizacién de la alfalfa. Sin embargo, dado
que el manejo de M. rotundata en todos los lotes MR+ estudiados fue realizado por el mismo
agricultor, es probable que el gradiente de abundancia de M. rotundata a través de los sitios no fuera
lo suficientemente amplio como para revelar cambios en el servicio de polinizacion.

Por otro lado, podria haber ocurrido competencia entre M. rotundata y A. mellifera. En los lotes MR+,
la tasa de visitas de M. rotundata y A. mellifera fueron ambas muy altas. La presencia de dos especies
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de abejas muy abundantes en un campo de cultivo puede llevar a la competencia por recursos (es
decir, polen y néctar), alterando el comportamiento de forrajeo de las abejas (Balfour et al., 2015).
Ademads, se ha encontrado que A. mellifera desplaza de las flores a especies mas pequefias mediante
disturbios fisicos (Gross y Mackay, 1998) y M. rotundata es mas pequefia que A. mellifera. Por lo tanto,
ya sea a través de la competencia por recursos o por interferencia directa, las altas tasas de visitas de
A. mellifera podrian afectar el tiempo de forrajeo y/o la eficacia en el disparo de flores de M.
rotundata, lo que afectaria al servicio de polinizacién que este Ultimo brinda. Esto ultimo no se puede
comprobar con los datos obtenidos aqui, pero podria ser una linea de investigacidn para evaluar en el
futuro.

2.5.2. Déficit de polinizacién y A. mellifera

En los sitios de estudio de este capitulo, A. mellifera parece tener un efecto perjudicial en el servicio
de polinizacién de la alfalfa en lotes MR+ y un efecto positivo en lotes MR- siempre y cuando la tasa
de visitas de abejas silvestres sea baja, volviéndose en detrimento del servicio de polinizacién cuando
la tasa de visitas de abejas silvestres es alta. Como mencionamos anteriormente, es posible la
potencial competencia interespecifica (por recursos y/o interferencia) entre A. mellifera y M.
rotundata. Ademds, también podria haber competencia entre A. mellifera y algunas especies de abejas
silvestres (Goulson, 2003; Paini, 2004), aunque esto podria depender del comportamiento y tamafio
de las especies de abejas silvestres (Gross y Mackay, 1998). Probablemente, las abejas meliferas no
desplazan de las flores de alfalfa a abejas mds grandes, como las especies del género Xylocopa, pero
si podrian estar compitiendo por recursos (Paini, 2004; Balfour et al., 2015). Ademas, el
comportamiento de forrajeo y por ende la eficiencia de polinizacion de A. mellifera puede cambiar
dependiendo de la presencia de otras abejas en el campo (Greenleaf y Kremen, 2006; Brittain et al.,
2013). Por ello, la contribucién diferencial al servicio de polinizacién por parte de A. mellifera en lotes
con diferente manejo puede ser explicada por la intensidad de las interacciones que tiene A. mellifera
con las demds especies de abejas. Esta intensidad podria estar modelada por la abundancia y la
identidad de las especies que interacttan. Sin embargo, se deberia realizar un estudio especifico para
probar esta hipdtesis.

Independientemente de las interacciones con otras especies, el efecto limitado de A. mellifera en la
polinizacién de la alfalfa esta relacionado con su comportamiento de forrajeo. Cuando las obreras
disparan las flores, reciben un golpe en la cabeza que no es de su agrado, y rapidamente aprenden a
evitarlo (Delaplane y Mayer, 2000). Ademas, algunas A. mellifera pueden insertar la probdscide en la
base de la corola y beber néctar sin disparar la flor (Reinhardt, 1952). Aunque no hay un dafio obvio
en la corola o el estigma (Johansen, 1966), este comportamiento puede considerarse como un ejemplo
de robo de néctar (Irwin et al., 2010). El robo de néctar tiene efectos negativos en el éxito reproductivo
masculino y femenino de la planta, modificando los costos y la reasignacién de recursos (Navarro,
2001), disminuyendo la longevidad floral (Zhang et al., 2007), o afectando la tasa de visitas de
polinizadores legitimos (Irwin et al., 2010). Aunque no se registroé la frecuencia de robo, se observaron
individuos de A. mellifera robando néctar en flores de alfalfa durante el trabajo de campo. El robo de
néctar por parte de A. mellifera podria afectar directamente el éxito de la polinizacidn de la alfalfa, y
modificar indirectamente las frecuencias de visitas de M. rotundata y/o abejas silvestres en respuesta
a una disminucion de recursos. Ademas, la frecuencia del robo podria ser diferente entre lotes MR+ y
MR-, debido a posibles cambios en el comportamiento de forrajeo de A. mellifera. Hasta ahora, los
efectos potenciales del robo de néctar en la alfalfa por A. mellifera no han sido estudiados.
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Comprender este fendmeno es fundamental para el desarrollo de estrategias mas efectivas en la
produccién de semillas de alfalfa.

2.5.3. Déficit de polinizacién y abejas silvestres

Aunque la limitacién de polen en los campos MR- es mayor que en los campos MR+, un aumento en
las tasas de visitas de las abejas silvestres en los sitios MR- reduce sustancialmente la limitacién de
polen. En los lotes de estudio, la abundancia de abejas silvestres es mucho menor que la de las abejas
manejadas, y la composicion de especies varia entre sitios y afos (Tabla A2.1), lo que dificulta
comparar la efectividad de las abejas silvestres frente a las abejas manejadas. A pesar de su baja
abundancia y en concordancia con otros estudios, los resultados aqui presentados sugieren que las
abejas silvestres podrian contribuir positivamente al servicio de polinizacién de la alfalfa (Rader et al.,
2012; Garibaldi et al., 2013). Es importante tener en cuenta que, en los analisis se han agrupado las
tasas de visitas de todas las especies de abejas silvestres presentes en la region de estudio. Ademas,
se registrd el nimero de visitas de cada abeja en una inflorescencia, pero no se estimé el nimero de
flores disparadas por cada abeja en estas visitas, lo cual estd directamente relacionado con la
efectividad de la polinizacién de cada especie de abeja (Bohart, 1957). Por lo tanto, dentro del
ensamble de abejas silvestres pueden existir abejas mads eficientes que otras y unificar todo a una
variable puede llevar a estimaciones menos precisas sobre el efecto de éstas sobre el déficit de
polinizacién.

Dentro del ensamble de polinizadores de alfalfa en el VIRC, las especies del género Xylocopa parecen
ser buenos candidatos para la polinizacidn de la alfalfa debido a su capacidad de estar activas bajo una
amplia gama de condiciones de temperatura y luz (Keasar, 2010), su comportamiento décil y su facil
aceptacion de nidos trampa (Lucia et al., 2020). Ademads, el mayor tamafio de Xylocopa en
comparaciéon con otras abejas silvestres puede beneficiar su efectividad como polinizador de alfalfa
(Foldesi et al., 2020); sin embargo, se requiere realizar un experimento especifico para probar esta
hipodtesis. En Santiago del Estero, Argentina, se han observado hembras de X. splendidula Lepeletier y
X. atamisquensis (citadas como X. ordinaria Smith, Lucia et al., 2014) disparando entre 20 y 30 flores
de alfalfa por minuto (Ochoa, 1980). Ademas, Watmough (1999) encontré que tres especies de
Xylocopa (X. caffra L., X. scioensis Gribodo y X. sicheli Vachal) son los polinizadores mas efectivos de
alfalfa en Sudafrica, disparando entre el 30% al 90% de las flores visitadas; y en California, se observé
a X. sonorina Smith (citada como X. varipuncta Patton) disparando un promedio de 23 flores por
minuto (Linsley, 1946). En los sitios de estudio de la presente tesis, hay otras especies de abejas, de
las que no hay informacion sobre su efectividad como polinizadores de alfalfa, que podrian estar
proporcionando servicio de polinizacidn de alfalfa en VR, como Colletes sp., Exomalopsis sp., y algunas
especies nativas del género Megachile. Son necesarios nuevos estudios para evaluar la efectividad
especifica de estas abejas, como, por ejemplo, la tasa de disparo floral, la cantidad de polen que
transportan y la deposicion de polen en los estigmas. Ademas de ser efectivas en la entrega de polen,
el polinizador también debe estar presente en alta densidad y ser facilmente manejable, sin el efecto
limitante de parasitos y enfermedades (Watmough, 1999). También es importante identificar los
recursos florales y de nidos que las abejas silvestres necesitan para persistir en un cultivo de alfalfa en
diferentes regiones. Esta informacién ayudara a planificar posibles practicas de campo para mejorar
la polinizacidn del cultivo de alfalfa.
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2.6.Conclusion

Este capitulo resalta la importancia critica de la diversidad y el manejo de polinizadores para la
produccién de semillas de alfalfa. Seguin los resultados obtenidos, diferentes especies de
polinizadores, incluyendo abejas manejadas y silvestres, juegan roles distintos pero complementarios
en el servicio de polinizacion de alfalfa. A pesar de que M. rotundata es un buen polinizador del cultivo
de alfalfa, la tecnologia para mantener sus poblaciones locales es muy costosa, y no todos los
agricultores regionales tienen la capacidad econdmica para soportar este gasto (Renzi et al., 2018).
Sumado a esto, la importacién de especies exdticas de abejas estd prohibida en Argentina, lo que
resalta la importancia de las abejas silvestres en el servicio de polinizacién (Goulson, 2003). También,
los resultados muestran que las abejas silvestres son capaces de polinizar con éxito las flores de alfalfa,
pero sus abundancias son muy bajas en los campos. Ademas, un manejo inadecuado de A. mellifera
podria ser perjudicial para la polinizacion de la alfalfa. Por lo tanto, como resultado de este capitulo
se recomienda enfocar las practicas de manejo hacia el incremento y enriquecimiento de la
abundancia y diversidad de las abejas silvestres (por ejemplo, mediante el manejo de recursos florales,
provision de sitios de anidacidn, entre otros) (Garibaldi et al., 2014). Al mismo tiempo, se sugiere la
utilizacidon de abejas manejadas en la abundancia necesaria para que el efecto no sea el contrario al
esperado. Este enfoque balanceado es esencial para un servicio de polinizacion eficiente y sostenible,
gque maximice los rendimientos de la alfalfa sin comprometer las comunidades locales de
polinizadores.
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3. Efectividad de las especies de abejas
en la polinizacion de alfalfa®

3.1.Introduccién

La demanda global de servicios de polinizacién ha aumentado sustancialmente en los ultimos afios,
sin embargo, la actual crisis de polinizaciéon limita la capacidad de satisfacerla, por lo que la mayoria
de los cultivos se enfrentan a un déficit de polinizacidn (Biesmeijer et al., 2006; Carvalheiro et al., 2013;
Potts et al., 2010; Zattara y Aizen, 2021; Garratt et al., 2021; Aizen et al., 2022). Para mitigar los déficits
de polinizacidn se siguen diferentes estrategias de manejo, como aumentar la abundancia de especies
de abejas domesticadas o gestionar el habitat para preservar los polinizadores silvestres (Garibaldi et
al., 2017). Sin embargo, muy a menudo las estrategias de manejo dirigidas a cerrar las brechas de
rendimiento de los cultivos se aplican a ciegas (Garibaldi et al., 2016), ya que la efectividad de la
polinizacién de cada especie individual para un determinado cultivo suele ser desconocida (Page et
al., 2021). Por ejemplo, una de las practicas mas comunes en la polinizacién de cultivos es aumentar
el numero de colmenas de abejas, sin embargo, la abeja melifera no siempre es un polinizador eficaz
(Garibaldi et al., 2013; Page et al., 2021; Sdez et al., 2022). De hecho, las altas abundancias (Saez et
al., 2014) y/o el manejo ineficiente de abejas meliferas podrian ser perjudiciales para ciertos cultivos
(ver Capitulo 2 de esta tesis). Aunque hay evidencia de que una alta diversidad de polinizadores
silvestres puede mejorar los rendimientos de los cultivos (Dainese et al., 2019), se ha demostrado que
la identidad de las especies, al menos en algunos casos, es mas importante que la diversidad per se
(Bluthgen y Klein , 2011; Gagic et al., 2015; Hoehn et al., 2008; Senapathi et al., 2021). Por lo tanto, la
identificacion de especies de polinizadores clave en términos de efectividad de la polinizacion de
cultivos es esencial para disefiar estrategias adecuadas de gestion del servicio de polinizacién (Eeraerts
et al., 2020; Garratt et al., 2014).

Para estudiar la efectividad de las especies en las interacciones mutualistas, Schupp et al. (2017)
propusieron un marco teérico general llamado Landscape effectiveness framework (de aqui en
adelante paisaje de efectividad). De acuerdo a esta marco teérico, la efectividad del agente que
participa en la interaccidn, en este caso una especie de polinizador, es el producto de un componente
cuantitativo (QNC por sus siglas en inglés), que es una medida de los resultados inmediatos de la
interaccion (por ejemplo, la frecuencia de visitas de una especie) y un componente cualitativo (QLC),
una medida de los resultados retardados de la interaccidon (por ejemplo, el seed set) (Para una
explicacion mas detallada de Landscape effectiveness framework, ver Schupp et al., 2017). Las
especies polinizadoras podrian ser muy diferentes o igualmente efectivas dependiendo de las
contribuciones de cada uno de estos componentes: QNCy QLC. Podria considerarse que el uso de este
enfoque seria muy atil para mejorar los servicios de polinizacidn de cultivos, ya que permite evaluar
el papel de cada especie individual como polinizador e identificar especies clave en las que enfocar las
estrategias de manejo para cerrar las brechas de rendimiento para determinado cultivo. Sin embargo,

3 Haedo, J.P., Graffigna, S., Martinez, L.C., Pérez-Méndez, N., Torretta, J.P., Marrero, H.J.2023. Effectiveness
landscape of crop pollinator assemblages: Implications to pollination service management. Agric. Ecosyst.
Environ. 348.
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la aplicacidn del paisaje de efectividad aln no se ha llevado a cabo para la evaluacién de la efectividad
del ensamble de polinizadores en cultivos.

En esta tesis, se ha demostrado que en el VIRC existe un déficit de polinizacion en los cultivos de alfalfa
gue, aunque es mitigado en algunos casos con el manejo de M. rotundata, en los lotes donde esta
abeja esta ausente el déficit polinico promedia el 80%. Como se concluyé en el Capitulo 2, los distintos
grupos de polinizadores (manejados: M. rotundata y A. mellifera; y silvestres: especies de Xylocopa,
Colletes, entre otras) juegan roles distintos en el servicio de polinizacién de alfalfa. Estas diferencias,
podrian estar relacionadas a la diferente contribuciéon en la tasa de visitas, la tasa de disparo de flores,
o de la cantidad de vainas que se forman luego de la visita de cada una de las especies involucradas.
Una alta tasa de visita de M. rotundata y de abejas silvestres pueden reducir sustancialmente la
limitacion del polen de alfalfa. Por el contrario, a pesar de ser muy abundante en los campos, A.
mellifera contribuye menos de los esperado al servicio de polinizacion de la alfalfay se cree esto podria
ocurrir principalmente debido a su comportamiento de forrajeo que evita el disparo de las flores
(Cane, 2002; Reinhardt, 1952, capitulo 2 de esta tesis). La probabilidad de que una flor visitada se
dispare esta muy relacionada con la formacién de vainas, siendo un paso clave en la polinizacion de la
alfalfa (Capitulo 1). Segun la bibliografia, los polinizadores manejados no son igualmente efectivos
para disparar las flores de alfalfa; por ejemplo, Cane (2002) documenté un 80% de disparo para M.
rotundata y Nomia melanderi en los Estados Unidos, mientras que A. mellifera solo dispard el 22% de
las flores visitadas. Por otro lado, estudios previos han encontrado que A. mellifera a menudo tiene
solo un 5% de éxito de disparo (Bohart, 1957). Como se ha mencionado en capitulos previos de esta
tesis, la estrategia mds comun para mejorar la polinizacion de los cultivos es aumentar la abundancia
de abejas manejadas, cuando no esta claro que este incremento tenga consecuencias positivas para
el servicio de polinizacion. Por otro lado, hay registros de las tasas de disparo de varias especies de
abejas silvestres de los géneros Bombus (revisado en Holm, 1966), Xylocopa y Megachile (Watmough,
1999), disparando entre el 50% y el 95% de las flores que visitaron en cultivos de alfalfa europeos y
sudafricanos, lo que demuestra que distintas especies de abejas silvestres podrian ser tan efectivas
como las manejadas en la polinizaciéon de la alfalfa.

En este sentido, en este Capitulo se considera que la efectividad en la polinizacién de la alfalfa (en
adelante, EP) de cada una de las especies polinizadoras es el producto del componente cuantitativo
(compuesto por dos subcomponentes: la tasa de visita y la tasa de disparo de flores) y un componente
cualitativo: la probabilidad de formacion de vainas, de acuerdo con el paisaje de efectividad definido
por Schupp et al. (2017).

3.2.0bjetivos e hipdtesis

El objetivo de este Capitulo fue evaluar la efectividad de cada una de las especies de abejas manejadas
y las abejas silvestres mds abundantes que visitan los cultivos de alfalfa en el VIRC a través de la
aplicacion del marco tedrico de paisaje de efectividad. Para ello se estimd la efectividad en la
polinizacién de ambas abejas manejadas (M. rotundata y A. mellifera) y de 4 especies/morfoespecies
de abejas silvestres (Augochloropsis sp., Colletes sp., Xylocopa atamisquensis/mendozana y Xylocopa
splendidula). Se hipotetizo que:
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Hipétesis 1. La efectividad de la polinizacion (EP) de las especies de abejas que visitan los cultivos de
alfalfa esta determinada por una contribucién diferencial de los componentes cuantitativos y
cualitativos tanto para los polinizadores manejados como para los silvestres.

Se predijo que:

Prediccidn 1- La tasa de visitas serd mayor para las abejas manejadas que para las silvestres como
resultado de la introduccién de poblaciones manejadas de A. mellifera y M. rotundata;

Prediccidn 2- La tasa de disparo de flores de A. mellifera sera menor que la de M. rotundata y las
abejas silvestres, debido a su comportamiento de forrajeo;

Prediccidn 3 - El nimero de vainas formadas variara entre las especies polinizadoras de acuerdo con
su tasa de disparo de flores.

3.3.Materiales y métodos

Para construir el paisaje de efectividad, se utilizaron los datos de tasas de visitas de los diferentes
grupos de polinizadores recolectados durante las temporadas de diciembre de 2018 a febrero de 2019
(temporada 1) y diciembre de 2019 a febrero de 2020 (temporada 2) en ocho y once campos
respectivamente. Ademas, para aumentar el nimero de observaciones se agregd una tercera
temporada (enero 2021) en el campo experimental de Bahia Blanca, debido que fue uno de los sitios
con mayor riqueza de abejas silvestres.

3.3.1. Definicion del paisaje de efectividad

El paisaje de efectividad es una representacion grafica de la efectividad de la polinizacién (EP), siendo
ésta el producto de QNC*QLC de cada especie de polinizador. A su vez, ambos componentes QNC y
QLC podrian ser producto de distintos subcomponentes. Para una mejor visualizacién de la
contribucidon de cada componente a la efectividad de una especie como polinizador, al paisaje de
efectividad se lo puede graficar compuesto por dos ejes: el eje x representa la variacion en el QNCy
el eje y la del QLC. Ademas, en el grafico se pueden trazar isoclinas que representan todas las
combinaciones de QNCy QLC que dan como resultado la misma EP (Schupp et al., 2017). Las especies
polinizadoras individuales se trazan en el paisaje en funcién de sus componentes QNC y QLC, y sus
ubicaciones en el grafico con respecto a las isoclinas informan sus respectivas EPs. En este Capitulo,
para evaluar la efectividad de las distintas especies de abejas como polinizadores de alfalfa, el QNC se
definié como el producto de dos subcomponentes: 1): la tasa de visitas (medida como n° visitas *
minuto), y 2) la tasa de disparo de flores (medida como n° flores disparadas * n° flores visitadas™).
En este estudio, definimos la tasa de disparo de las flores como la proporcion del total de flores
visitadas que son disparadas, por lo que es una tasa en el sentido estadistico, ya que se mide la
frecuencia relativa de un evento (el disparo de las flores) dentro de un conjunto especifico de eventos
(las visitas a las flores). Este producto (QNC = tasa de visitas * tasa de disparo de flores) representa los
resultados inmediatos de la interaccidon polinizador—flor, indicando el nimero de flores disparadas por
inflorescencia y por unidad de tiempo. Por otro lado, el QLC se definid como la probabilidad de que
una flor disparada produzca una vaina (medido como n° vainas formadas * n° flores disparadas™), lo
que representa el resultado retardado de la interaccion polinizador-flor (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Paisaje de efectividad para las especies polinizadoras de alfalfa.

— Efectividad de polinizacion (EP) —

Componente cuantitativo Componente cualitativa
(QNC): (QLC):
# Flores disparadas x # Vainas formadas * # flores
unidad de tiempo-! disparadas’'
|
|
# flores visitadas x # flores disparadas
unidad de tiempo™! por visita

3.3.2. Estimacion de los componentes y subcomponentes

Para calcular la EP de cada una de las especies estudiadas, por un lado, se estimo el subcomponente
de “tasa de visitas” con los datos obtenidos en los censos de visitas en las primeras dos temporadas
de muestreo (ver Capitulo 2). Por otro lado, se estimaron los subcomponentes de “tasa de disparo de
flores” y el componente de “probabilidad de formacion de vainas” en el campo experimental durante
la tercera temporada. Se seleccioné esta parcela debido a que tiene una alta diversidad y abundancia
de polinizadores silvestres, y ademas es la Unica parcela sin manejo de M. rotundata donde se
registraron visitas de esa especie de abeja. Esta parcela fue visitada dos veces por semana durante el
pico de floracidn de la alfalfa (8 visitas en total) y, en cada visita, se recorrio el lote durante dos horas
en busca de visitas de polinizadores entre las 10:00 y las 14:00 horas. Cuando se observd una abeja
sobrevolando cerca de una inflorescencia de alfalfa, se hizo un seguimiento minucioso de su
interaccion con las flores, en el cual se registré: 1) la especie de abeja, 2) el nimero de flores virgenes
visitadas (es decir, no disparadas previamente) y 3) el nimero de flores disparadas producto de su
visita. Luego, se marcaron las flores disparadas con un hilo de color para luego comprobar la formacién
o no de la vaina. Esta informacion permitié estimar la tasa de disparo de flores y posteriormente la
probabilidad de formacion de vainas de cada una de las especies de abejas. Por otro lado, para tener
una medida de polinizacidn éptima a nivel de inflorescencia en una flor virgen adyacente (es decir, no
disparada) en la misma inflorescencia, se realizd un tratamiento manual de polinizacidn cruzada
(Vaissiere et al., 2011). Para ello, se colecté polen obtenido en flores de otro individuo con un
microcepillo dental (Microbrush®) y se dispard la flor con el cepillo depositando el polen sobre el
estigma (ver capitulo 1, para un abordaje comparable). Luego, la flor manualmente polinizada fue
marcada con un hilo de diferente color. Una vez realizadas las polinizaciones, la inflorescencia se
cubrié con una bolsa de red para evitar otras visitas de insectos y se etiqueté con el nombre del
polinizador que dispard las flores. Este procedimiento se realizé para todas las visitas registradas en
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cada caminata. Finalizada la floracién, se recolectaron las vainas producidas y se estimd la
probabilidad de formacién de vainas para todas las flores disparadas por las diferentes especies de
abejas. Estas estimaciones se utilizaron posteriormente para representar el paisaje de efectividad y
para evaluar la importancia relativa de cada subcomponente para cada especie de polinizador (para
un enfoque similar ver Rodriguez-Rodriguez et al., 2013). Para ver los tamafios de muestra, las medias
y el error estandar de cada subcomponente, ver el cuadro A3.1, Anexo 3.

3.3.3. Anadlisis estadistico

En primer lugar, se evaluaron las diferencias en los distintos subcomponentes y componentes entre
las especies de polinizadores (predicciones P1, P2, P3). Para ello se aplicaron modelos lineales
generalizados mixtos (GLMM) y modelos lineales generalizados (GLM), con el software R (R
Development Core Team, 2023). En todos los modelos, la variable “especie” fue un factor fijo que
incluia la identidad de las diferentes especies de abejas. El primer modelo, se construyé para estimar
diferencias en la tasa de visitas (P1). En este modelo (GLMMs31), que se ejecutd con distribucidn
binomial negativa, el n° de visitas fue la variable respuesta, mientras que el lote fue el factor aleatorio.
Ademas de la variable “especie”, se incluyé las temporadas de muestreo (1 y 2) como factor fijo y un
offset que escalaba el n° de visitas por el tiempo de muestreo en cada censo de visita. Para estimar las
diferencias en la tasa de disparo de flores (P2) se utilizé un GLM (GLMs ) con distribucién binomial,
donde la variable respuesta fue construida como un vector de tipo n° éxito /n° fallos (n° de flores
disparadas / n° flores no disparadas). Por ultimo, para estimar las diferencias en la probabilidad de
formacion de vainas (P3) se utilizé un GLMM (GLMMg3 3) con distribucién binomial, donde la variable
respuesta también fue construida como n° de vainas formadas / n° vainas no formadas, para cada una
de las flores disparadas. Ademas, para el modelo GLMMs3, el tratamiento manual de polinizacidon
cruzada (polinizacién optima) se incluyd como un nivel adicional en la variable “especie”. En este
modelo se agregd una variable aleatoria correspondiente a la inflorescencia donde la abeja disparo la
flor y donde se hizo el tratamiento de polinizacidn cruzada. Para los tres modelos, se realizaron
comparaciones multiples de Tukey mediante la funcidon glht del paquete multcomp para estimar
diferencias entre las especies de abejas (Bretz et al., 2016).

Para construir el paisaje de efectividad, se generaron 100 muestras formadas por vectores de 1000
remuestreos bootstrap de los datos empiricos y se estimaron 100 valores medios para cada
subcomponente (tasa de visitas, tasa de disparo de flores y probabilidad de formacion de vainas).
Luego, los valores medios de tasa de visitas y de tasa de disparo de flores se multiplicaron para estimar
100 valores de QNC. Por otro lado, los 100 valores de QLC fueron igual a los 100 valores medios de
formacidn de vainas. Finalmente se multiplicaron QNC y QLC para obtener 100 valores de EP. Mas
tarde, se estimdé un Unico valor medio para cada subcomponente y componente, promediando sus
100 valores correspondientes. Con estos valores Unicos, se trazo el paisaje de efectividad con el
paquete effect.Indscp en R (Jordano y Rodriguez-Sanchez, 2017).

Finalmente, se evalud la importancia relativa en la EP de cada subcomponente para cada especie de
abeja. Se realizaron modelos lineales (LM) (uno para cada especie de abeja) donde la variable
respuesta fue EP y las variables explicativas fueron cada uno de los subcomponentes. Se calculé la
importancia relativa de cada subcomponente utilizando la métrica Img del paquete relaimpo en R
(Groemping, 2006). La métrica Img mide la importancia relativa de los regresores en un modelo de
regresion lineal promediando sus contribuciones al R? total del modelo a través de todos los posibles
drdenes en los que los regresores pueden ser introducidos.
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3.4.Resultados

3.4.1. Diferencias entre componentes y subcomponentes

El GLMMs31 mostré diferencias significativas en la tasa de visitas entre temporadas de muestreo
(Chisg= 12,26, p=0,0004), siendo mayor en la segunda temporada que en la primera. El factor
“especie” también resultd significativo (Chisq=802,88, p< 2,2e-16, Test de Chi-cuadrado de Wald tipo
I). Entre las abejas manejadas, A. mellifera exhibié la tasa de visitas mds alta (1,27 £ 0,15 visitas por
minuto promedio * EE en la temporada 1,y 3,76 £ 0,36 en la temporada 2) superando a M. rotundata
que visito flores con una tasa de 0,48 + 0,128 visitas por minuto en la temporada 1 y 0,203 £ 0,069
visitas por minuto en la temporada 2. En ambas temporadas, todas las abejas silvestres mostraron
tasas de visitas muy bajas (rango 0,008 — 0,001 visitas por minuto, Fig. 3.2a), por lo que fueron
significativamente mas bajas que las de A. mellifera y M. rotundata, pero no estadisticamente
diferentes entre si (ver valores medios desagregados de tasa de visitas por temporada en la Tabla A3.2
y los estadisticos y valores p ajustados de la prueba de contrastes en la Tabla A3.3, Anexo 3). En el
modelo GLMs,, también resultaron significativas las diferencias entre especies (Chisq= 551,27,
p<2,2e-16), pero contrariamente a las tasas de visitas, las tasas mas altas de disparo de flores se
encontraron para las especies de abejas silvestres Colletes sp. (0,97 + 0,06), Xylocopa spp. (0,96 + 0,02)
X. splendidula (0,91 + 0,05) y una de las abejas manejadas M. rotundata (0,87 + 0,05). Augochloropsis
sp. (0,54 *+ 0,10) mostré un valor intermedio, mientras que A. mellifera tuvo la tasa de disparo floral
mas baja (0,14 + 0,03) (Fig. 3.2b, ver estadisticos y p ajustados en la Tabla A3.4, Anexo 3). Finalmente,
el modelo GLMM3 3 no mostré diferencias en la probabilidad de formacion de vainas entre especies
de abejas (Chisq= 9,92, p=0,1279), Fig. 3.2c y Tabla A3.5, Anexo 3) que, a su vez, no fueron
estadisticamente diferentes a las obtenidas de la polinizacidn cruzada manual (Fig. 3.2c).
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Fig. 3.2. Subcomponentes para cada especie de abeja. Subcomponentes de los componentes de
cantidad (QNC) y calidad (QLC) utilizados para estimar la efectividad de la polinizacién (EP) para cada
especie de polinizador: a) tasa de visitas (QNC) b) tasa de disparo de flores (QNC), c) probabilidad de
formacidn de vainas (QLC). Los puntos violetas corresponden a los valores medios estimados por los
modelos, las barras de error corresponden a los intervalos de confianza al 95% y los puntos grises a
los residuos parciales de los modelos. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (ver Apéndice 3). Para el grafico a) los residuos parciales reflejan la tasa de visitas por
minuto, basada en las estimaciones del modelo para un periodo estandar de observacion, en este caso
10 minutos.
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3.4.2. Paisaje de efectividad de la polinizacién

El producto de los valores medios bootstrap de los subcomponentes cuantitativos (tasa de visitas y
tasa de disparo de flores) resulté en un mayor QNC para las abejas manejadas (0,34 * 6,61%* para A.
melliferay 0,35 + 6,65%*para M. rotundata) que para las abejas silvestres (rango: 0,005 * 2,83%3- 0,007
+ 3,14°°) (Fig. 3. 3a, Tabla A3.6, Anexo 3). Los valores de QLC (es decir, la probabilidad de formacién
de vainas) no fueron estadisticamente diferentes entre las especies de abejas. Ademas, la EP (es decir,
el producto de QNC y QLC) también fue mayor para las especies manejadas (0,22 + 4,30%* para A.
mellifera y 0,12 + 2,50%* para M. rotundata) que para las especies de abejas silvestres (rango: 0,003
1,00%°y 0,004 + 2,00%®) (Fig. 3.3b, Tabla A3.6, Anexo 3).
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Fig. 3.3. a) Descomposicién del componente cuantitativo (QNC) de los polinizadores de alfalfa. En la
esquina derecha hay un detalle ampliado de una seccion del grafico para una observacién mas
detallada de las posiciones de las especies, b) paisaje de efectividad de los polinizadores de alfalfa. Los
puntos representan las especies polinizadoras siendo los circulos los manejados vy los tridngulos las
abejas silvestres. Las isoclinas representan todas las combinaciones de subcomponentes de cantidad
y calidad con los mismos valores de EP. La descomposicidon del componente de calidad (QLC) no se
representa graficamente, ya que se compone de un solo subcomponente.
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3.4.3. Importancia relativa de los subcomponentes y componentes

La particion de la varianza mostré diferencias significativas entre los subcomponentes en su
importancia relativa para explicar la EP. Para la mayoria de las especies polinizadoras, la tasa de visitas
explicé la mayor varianza de EP, excepto para A. mellifera, que tuvo la mayor variabilidad en la tasa
de disparo de flores (56%), mientras que la tasa de visitas explicé el 34% de la varianza y la probabilidad
de formacién de vainas el 10% (Fig. 3.4). Con respecto a M. rotundata, la variabilidad de la EP se explicd
principalmente por la tasa de visitas (73%) seguida de la formacion de vainas (27%), mientras que no
hubo variabilidad explicada por la tasa de disparo de flores (Fig. 3.4). Finalmente, para los
polinizadores silvestres, la tasa de visitas explicd entre el 86% y el 99% de la varianza, seguida por la
formacidn de vainas (1-13%) y la tasa de disparo de flores, que solo explicaron el 0-1% de la varianza
(Fig. 3.4). Las contribuciones relativas de cada subcomponente fueron significativamente diferentes
para todas las especies polinizadoras (ver Tabla A3.7, Anexo 3).

Fig. 3.4. Contribucidn relativa de los subcomponentes de los componentes de cantidad (QNC) y calidad
(QLC) a la varianza total de la EP por especie polinizadora. Los valores corresponden a la importancia
relativa de cada subcomponente (métrica Img) * los intevalos de confianza al 95 %. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas.
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3.5.Discusién

La construccidn del paisaje de efectividad del conjunto de polinizadores del cultivo de alfalfa permitid
demostrar que las abejas son diferencialmente efectivas en la polinizacién de este cultivo. El
componente cuantitativo (QNC) explicé la mayor variacién en la efectividad de la polinizacién de las
especies, mientras que los valores del componente cualitativo (QLC, en este caso, la produccién de
vainas) variaron muy poco entre las especies. Por lo tanto, en los cultivos de alfalfa, las interacciones
previas a la fertilizacion, como la tasa de visitas y/o el nimero de flores que las abejas disparan por
visita, son las determinantes principales de la efectividad de los polinizadores. Ambas abejas
manejadas exhibieron los valores mas altos de EP, pero M. rotundata tuvo una alta tasa de visitas y
una alta tasa de disparo de flores, mientras que A. mellifera tuvo una tasa de disparo de flores muy
baja (disparando solo el 14% de las flores que visitd) y una tasa de visitas muy alta. En este sentido, la
tasa de visitas desproporcionadamente alta de A. mellifera compenso la baja tasa de disparo de flores,
mostrando asi un valor de EP similar al de M. rotundata. Esto Ultimo puede sonar extrafio ya que,
como se vio en el Capitulo 2 los rendimientos de los campos polinizados con A. mellifera rara vez
alcanzan los de M. rotundata, incluso con altas abundancias de A. mellifera. Se ha demostrado que la
tasa de disparo de flores de una abeja melifera que nunca visitd un lote de alfalfa puede ser alta al
principio, pero disminuye en un lapso de pocos dias, porque las abejas aprenden a beber néctar sin
disparar la flor (Reinhardt, 1952). Es por ello que, se debe hacer un manejo especial de las colmenas
para lograr un mayor nivel de produccion de semillas de alfalfa (Basigalup, 2007). Para un manejo
eficiente de colmenas en campos de alfalfa, es crucial garantizar la disponibilidad de reinas jovenes y
al menos ocho a diez cuadros en una colmena de dos pisos (Martinez, 1988). Estas colonias con
abundante cria joven incitan a las obreras a buscar polen, mejorando la polinizacién de la alfalfa. Sin
embargo, los grandes nidos de cria requieren polen de alta calidad, que no se encuentra en los cultivos
de alfalfa, por lo que la proporcidn de fuentes de alimentacion complementarias puede ser de ayuda
(Somerville, 2002). Ademas, se recomienda introducir las colmenas en dos etapas durante la floracion
de la alfalfa, empezando cuando un 10-20% de las flores estdn en floracién y completando la
introduccion en plena floracion (Basigalup, 2007). Finalmente, se aconseja evitar las colmenas en filas
largas, optando por patrones de disposicidn irregular con colmenas separadas y orientadas en diversas
direcciones (Somerville, 2002). Este tipo de manejo no se suele hacer en Argentina, y la efectividad de
la abeja melifera como polinizador de alfalfa puede ser diferente en cada lote dependiendo de las
decisiones de manejo que hayan tomado los apicultores. Por lo tanto, aunque los resultados aqui
obtenidos parecen mostrar que, a altas tasas de visita, la EP de A. mellifera puede ser tan alta como
la de M. rotundata, esto rara vez se ve en los lotes. De hecho, los sitios con manejo de M. rotundata
presentaron menos déficit de polinizacion comparado con los que no lo tenian, mientras que las altas
tasas de A. mellifera parecen perjudicar el servicio de polinizacion al aumentar la limitacidn polinica
en sitios con M. rotundata y competir con las abejas silvestres en sitios sin ella. Independientemente
de lo referido al manejo de las colmenas, es importante destacar que evaluar la efectividad a través
de este enfoque de componentes no permite evidenciar las posibles interferencias entre especies,
como podria ser la competencia entre A. mellifera y otras abejas (ver Capitulo 2). Finalmente, a pesar
de que las abejas silvestres fueron altamente eficientes en la tasa de disparo de las flores (por ejemplo,
mucho mas eficientes que A. mellifera) exhibieron la EP mas baja, como resultado de sus tasas de
visitas muy bajas en los lotes de estudio.

Como era de esperarse, A. mellifera fue la especie mds abundante, ya que es una de las especies de
abejas mas abundantes y ubicuas del mundo, principalmente como resultado de una introduccion
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masiva de individuos a través de colmenas manejadas o la naturalizacién de colmenas salvajes
(Delaplane y Mayer, 2000). En este sentido, Argentina se encuentra entre los principales paises del
mundo que experimentan los mayores aumentos de las poblaciones de abejas meliferas (Aizen et al.,
2022), muy probablemente como respuesta compensatoria a la crisis de polinizacion agricola (Aizeny
Harder, 2009).(Aizen and Harder, 2009)(Aizen and Harder, 2009)(Aizen and Harder, 2009) Por otro
lado, M. rotundata (una especie solitaria) fue la segunda especie mas abundante, especialmente en
lotes donde se manejaban sus nidos, ya que implicd la introduccién de aproximadamente 45.000
hembras por hectdrea (Capitulo 2). Sin embargo, contrariamente a lo que se piensa, esta especie esta
ampliamente naturalizada en Argentina (Roig-Alsina, 2006), y aunque puede encontrarse en menor
abundancia, estd presente en ambientes donde no hay nidos colocados por los agricultores (por
ejemplo, el campo experimental Guasch en Bahia Blanca). Ademas, registramos una alta cantidad de
nidos de M. rotundata en hoteles de abejas ubicados en paisajes urbanos, naturales y agricolas en
diferentes localidades de la provincia de Buenos Aires (Haedo, Marrero pers. obs.). Finalmente, la baja
abundancia de especies de abejas silvestres era esperable, ya que la abundancia de organismos
silvestres depende de la disponibilidad de alimentos y recursos de nidos en el paisaje (Carrié et al.,
2018; Roulston y Goodell, 2011). En el escenario agricola actual, con la expansién de las tierras
agricolas y la adopcion de la intensificacion convencional (que depende de fertilizantes y pesticidas)
estos recursos se vuelven escasos, lo que implica una degradacidon ambiental generalizada y la pérdida
de biodiversidad (Garibaldi et al., 2017; Potts et al., 2016). Por lo tanto, las poblaciones de abejas
nativas y silvestres dentro de agroecosistemas altamente modificados estdn en riesgo.

Dentro del paisaje de efectividad, hubo tres grupos de polinizadores en términos de efectividad en el
disparo floral. Primero, las especies altamente efectivas (Xylocopa spp., X. splendidula, Colletes sp.y
M. rotundata) con una tasa de disparo floral igual o superior al 87%, Augochloropsis sp. con una
efectividad intermedia (tasa de disparo floral de 53%) y finalmente A. mellifera con muy baja
efectividad de disparo (solo 14%). En el capitulo anterior, se ha reportado una menor limitacién de
polen en los campos de alfalfa donde se maneja M. rotundata lo que es resultado no solo del mayor
numero de individuos, sino también de las altas tasas de disparo floral mediadas por esta especie
(Cane, 2002). Con respecto a las abejas silvestres, aunque existen pocos estudios, ha habido registros
de especies de Xylocopa que son efectivas para disparar las flores de alfalfa (Watmough, 1999). Mas
aun, en el Capitulo 2, se ha demostrado que la limitacion del polen de la alfalfa disminuye con una
creciente tasa de visitas de abejas silvestres. La alta efectividad de las especies de abejas carpinteras
(Xylocopa spp.) en términos de tasa de disparo de flores probablemente se relacione con sus grandes
tamanos corporales, ya que les permite manejar las flores de alfalfa de manera mas eficiente y
hacerlas disparar de inmediato cuando visitan las inflorescencias (Foldesi et al., 2021). Por otro lado,
no hay registros previos de efectividad de disparo de las especies Colletes y Augochloropsis en cultivos
de alfalfa. La tasa diferencial de disparo floral de cada especie podria estar relacionada también con
el tipo de recurso que la abeja estd recolectando en la alfalfa (Reinhardt, 1952). Si la abeja esta
recolectando polen, la flor debe dispararse, pero si la abeja estd recolectando néctar, la ocurrencia
del disparo depende de la capacidad de la abeja para beber néctar sin disparar la flor. Por lo tanto,
ciertas especies podrian estar recolectando néctar, pero aun asi disparan la flor, tal vez
accidentalmente, y otras especies pueden robar néctar. Este Ultimo es el caso de A. mellifera, para el
cual hay registros de una tasa de disparo inferior al 5% (Bohart, 1957; Cane, 2002) debido a su
capacidad para tomar néctar sin disparar la flor (Reinhardt, 1952).
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Aunque no se encontraron diferencias estadisticas en la probabilidad de formacion de vainas entre las
especies de abejas (tal vez debido a un valor bajo de observaciones para ciertas especies, ver Tabla
A3.1, Anexo 3), Colletes sp. y M. rotundata mostraron la tasa de produccion de vainas mas bajas en
comparacién con otras especies a pesar de que tienen una alta tasa de disparo (0,97 y 0,87,
respectivamente). El desarrollo de la vaina de alfalfa no solo depende del disparo de la flor, sino
también de la calidad del polen depositado. Aunque la autopolinizacién es posible, es menos probable
que la polinizacién cruzada, ya que la alfalfa es una especie parcialmente autoincompatible y
autoestéril (Cooper y Brink, 1940; Viands et al., 1988). En el Capitulo 1 se reportd que la tasa de
formacidn de vainas por autopolinizacion fue de solo el 11%, lo que contrastaba marcadamente con
el 70% de las flores de polinizacién cruzada. Esto Ultimo sugiere que las diferencias menores
encontradas podrian deberse a la calidad del polen depositado en los estigmas. Las especies de abejas
difieren en su comportamiento de busqueda de alimento y distancias de forrajeo, y algunas especies
podrian ser mas propensas a visitar flores del mismo racimo o individuo, aumentando la probabilidad
de autogamia o geitonogamia (Strickler y Vinson, 2000). Sin embargo, estas afirmaciones podrian ser
especulativas, ya que las diferencias encontradas no estan respaldadas estadisticamente.

3.5.1. Contribucion relativa de subcomponentes y componentes

La tasa de visitas fue el subcomponente que agregd mas variabilidad a los valores de EP para la mayoria
de las especies de abejas (excepto A. mellifera). Esto podria deberse a que la tasa de visitas fue la Unica
variable que fue medida en mas de un lote y en diferentes afios. Ademas, la contribucion a la tasa de
visitas fue mas importante para las abejas silvestres que para las manejadas (Fig. 3.4). Esto podria ser
un efecto de la variabilidad entre lotes, porque habia especies de abejas silvestres que estaban
ausentes en algunos lotes y presentes en otros (Tabla A3.2, Anexo 3), lo que generd una mayor
variacion cuando todos los datos fueron unificados para estimar el subcomponente de tasa de visitas
para las especies de abejas silvestres. La tasa de disparo de flores fue bastante consistente para todas
las especies, excepto para A. mellifera, para la cual este subcomponente contribuyd con la mayor
varianza a la EP (Fig. 3.4). La alta variacion en la tasa de disparo de las flores de A. mellifera podria
deberse a que, como se menciond anteriormente, el robo de néctar es un comportamiento aprendido
(Reinhardt, 1952). Por lo tanto, en un campo al mismo tiempo, se podrian encontrar abejas meliferas
inexpertas y experimentadas con diferentes efectividades de disparo, lo que podria explicar la mayor
variabilidad de |a tasa de disparo de flores para esta especie. Finalmente, la probabilidad de formacién
de vainas contribuyd muy poco a la variabilidad de la EP para todas las especies. Como se mencioné
anteriormente, estos resultados sugieren que las interacciones pre-polinizacién estarian
determinando la EP de cada especie polinizadora, siendo la tasa de visitas una variable decisiva que
determina la EP final. La tasa de disparo de flores es el proceso clave en la polinizacion de la alfalfa, ya
gue se ha demostrado que una vez que se dispara una flor, existe una alta probabilidad de que se
convierta en una vaina (Capitulo 1). Por lo tanto, si la variabilidad interespecifica en la tasa de disparo
de las flores es muy baja para la mayoria de las especies, no es raro que la variabilidad interespecifica
en la producciéon de vainas también sea baja. Sin embargo, se ha estimado una mayor variabilidad en
los valores de probabilidad de formacidn de vainas para Colletes sp. y M. rotundata; sin embargo, se
obtuvieron pocas observaciones para estas dos especies, por lo que esta podria ser la razén de la
mayor variabilidad.
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3.5.2. Implicaciones del paisaje de efectividad para la gestion de la polinizacion de

cultivos

La aplicacion de este enfoque en cultivos dependientes de la polinizacién seria util para desarrollar
estrategias para mejorar el servicio de polinizacidon de estos. La estimacion del paisaje de efectividad
de la polinizacidn de los cultivos permite evaluar qué componentes y subcomponentes (por lo tanto,
que partes del proceso de la interaccion biética) hacen que las especies polinizadoras sean mas o
menos efectivas, proporcionando asi informacién valiosa para identificar las especies clave y para
evaluar qué aspectos del manejo deben mejorarse para ayudar a cerrar las brechas de rendimiento.
En este caso de estudio, por ejemplo, se podria mejorar el servicio de polinizacién de la alfalfa
aumentando el nimero de abejas manejadas. Sin embargo, los resultados obtenidos, especialmente
el componente QNC, sugieren que A. mellifera alcanzé su maxima efectividad. Incluso si la tasa de
visitas de A. mellifera aumentara sustancialmente, nunca alcanzaria la isoclina 0,49 de QNC (Fig. 3.3a)
debido a su muy baja efectividad de disparo de flores. Sin embargo, podria ser posible aumentar la
tasa de disparo de flores de A. mellifera a través de un adecuado manejo de las colmenas, que las
incentive a colectar polen. Por otro lado, el QNC de M. rotundata podria aumentarse, promoviendo el
aumento de su tasa de visitas. Sin embargo, el componente cualitativo de M. rotundata se redujo
debido a la menor produccién de vainas en comparacién con A. mellifera y algunas abejas silvestres
(aunque este valor debe tomarse con cuidado, como se menciond anteriormente). Por lo tanto, de
acuerdo con los resultados, la EP global de M. rotundata alcanzé un maximo de 0,14. Ademas, si se
quisiera aumentar la EP de M. rotundata incrementando la densidad de nidos, podria no ser posible.
Se ha demostrado que las altas densidades de M. rotundata en campos abiertos de alfalfa (100,000 -
150,000 abejas x ha-1) afectan negativamente el establecimiento de los nidos y el éxito reproductivo
de estas especies de abejas (Pitts-Singer y Bosch, 2010).(Pitts-Singer and Bosch, 2010)(Pitts-Singer and
Bosch, 2010)(Pitts-Singer and Bosch, 2010) Esto ultimo se explica por la limitada disponibilidad de
recursos florales con respecto al nimero de abejas liberadas en el campo. Por lo tanto, intentar
mejorar los valores de efectividad de la polinizacion aumentando la tasa de visitas de las abejas podria
tener limitaciones y debe hacerse con precaucién, no solo para M. rotundata sino para cualquier
especie de abeja.

Por otro lado, las especies de abejas silvestres podrian mejorar su efectividad general al aumentar su
abundancia, especialmente especies como el género Xylocopa, que tienen una alta tasa de disparo de
flores y una alta productividad de vainas. Por lo tanto, la implementacidn de estrategias que
incrementen la abundancia de especies de Xylocopa (por ejemplo, aumentar la disponibilidad de sitios
de anidacién) seria mas util para mejorar el servicio de polinizacion de la alfalfa que el incremento de
colmenas de abejas meliferas o nidos de M. rotundata. No obstante, es dificil para las abejas silvestres
alcanzar los valores de EP de las especies manejadas, ya que su tasa de visitas debe ser tan alta como
la de M. rotundata, y es muy dificil lograr estos valores de tasa de visita con polinizadores no
manejados. Sin embargo, aunque las abejas silvestres no tienen una efectividad tan alta, el paisaje de
efectividad mostré que una mayor tasa de visitas de especies de abejas silvestres serd beneficiosa
para la polinizacion de la alfalfa. En general, los resultados obtenidos apoyan la idea de que un manejo
integrado de la polinizacidn, compuesto por abejas manejadas y silvestres, podria ser apropiado para
los cultivos de alfalfa. La aplicacion del paisaje de efectividad permitié hacer este tipo de razonamiento
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para esta especie de cultivo y es perfectamente aplicable a cualquier sistema de cultivo dependiente
de polinizadores.

3.6.Conclusion

El paisaje de efectividad de la polinizacién proporciona informacion valiosa para identificar especies
clave para mejorar la polinizacidn de los cultivos y cerrar las brechas de rendimiento. Este enfoque
permite evaluar las diferencias en la efectividad entre las especies de polinizadores, sabiendo qué
subcomponentes de efectividad hacen que las especies sean mas o menos efectivas. Los resultados
de este capitulo mostraron que las especies de polinizadores de un determinado cultivo pueden diferir
en su efectividad o ser igualmente efectivas debido a diversas caracteristicas, como su tasa de visita o
su comportamiento de forrajeo. La aplicacién del paisaje de efectividad seria util para desarrollar
estrategias para mejorar el servicio de polinizacién de cultivos en sistemas de cultivos dependientes
de polinizadores.
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4. Reservorios de Dbiodiversidad en
agroecosistemas: el papel de los bordes
de cultivo

4.1.Introduccién

La intensificacidon agricola y la simplificacion de los agroecosistemas han sido catalogados como
amenazas significativas para la biodiversidad y, por ende, para las contribuciones que esta aporta a
los seres humanos (Foley et al. 2005). El servicio de polinizacion no es la excepcidn, y el mundo esta
enfrentandose a un declive global de la biodiversidad de polinizadores (Potts et al. 2010). Esto se
atribuye en gran medida a los cambios en el uso del suelo que llevan a la homogeneizacion de los
paisajes y la reduccion de la diversidad floral, afectando los habitats y recursos necesarios para los
polinizadores, como polen, néctar y sitios de nidificacion (Holzschuh et al., 2007; Kremen et al., 2007).
La reduccidn de la disponibilidad de recursos no solo causa un declive en la diversidad y abundancia
de polinizadores, sino también puede influir en el comportamiento de éstos, por ejemplo,
aumentando las distancias de forrajeo en busqueda de recursos (Birkenbach et al., 2023).

En los ambientes agricolas altamente simplificados (como los agroecosistemas bajo produccion
dependiente de insumos), los ambientes seminaturales actan como reservorios de biodiversidad
(Hendrickx et al. 2007; Billeter et al. 2008). Los bordes de cultivo, definidos como franjas no cultivadas
de vegetacion arbustiva o herbacea ubicadas en la interfaz entre un campo y otra caracteristica del
paisaje (como otro campo, un camino o una senda), son de particular importancia ya que no solo
actian como refugios para la biodiversidad (Marshall y Moonen, 2002) sino también son puntos de
enlace para la conectividad entre los cultivos y el paisaje (Guiller et al. 2016). Es asi como, en varias
partes del mundo se estan implementado esquemas agroambientales a nivel local, como el cultivo de
franjas florales, destinadas a mejorar la biodiversidad y los servicios ecosistémicos (Scheper et al.,
2015; Tschumi et al., 2015; Williams et al., 2015; Sidhu y Joshi, 2016; Dainese et al., 2017; Kremen et
al., 2019). Los bordes de cultivo ya sean seminaturales o implantados, son la fuente mas cercana de
recursos florales complementarios al cultivo para la comunidad de polinizadores que habitan los
agroecosistemas.

La diversidad de flores determina la disponibilidad de recursos alimenticios y, por ende, afecta la
composicion de las comunidades de polinizadores (Ghazoul, 2006; Friind et al., 2010). Una mayor
riqueza de plantas a nivel local conduce a una mayor diversidad de insectos polinizadores a través de
un aumento en la complementariedad de recursos en la comunidad de plantas (M’Gonigle et al. 2015;
Sutter et al. 2017). La diversidad floral no solo influye en la cantidad y riqueza de polinizadores, sino
gue también afecta las interacciones entre ellos y las plantas. Una mayor diversidad floral puede
proporcionar recursos complementarios para los polinizadores, lo que fomenta la segregacion de
nichos, permitiendo una mayor eficiencia en la alimentacion y/o la reduccion de la competencia
(Blithgen y Klein, 2011; Friind et al., 2013; Venjakob et al., 2016). Esto, a su vez, conduce a redes de
interaccion mas especializadas y modulares (Ebeling et al., 2011; Gémez-Martinez et al., 2022). Sin

56



embargo, un incremento en la diversidad también podria ofrecer recursos redundantes para los
polinizadores, resultando en redes mas interconectadas (Fortuna et al., 2010). Estas caracteristicas
estructurales de las redes de interaccion tienen consecuencias directas en el funcionamiento del
ecosistema, como la reproduccion de plantas y polinizadores, y en la resistencia y resiliencia de las
comunidades ante posibles disturbios (Ponisio, 2020). Por ejemplo, se ha demostrado que la
complementariedad de nichos entre polinizadores esta positivamente relacionada con el éxito
reproductivo de las plantas (Magrach et al., 2019). Por lo tanto, la estructura de la red de interacciones
planta-polinizador en el sistema borde-cultivo podria tener implicaciones significativas para el servicio
de polinizacién.

Otra consecuencia del aumento en la diversidad de plantas es el incremento en la proporcién de
interacciones seleccionadas activamente, es decir, un mayor nimero de plantas son elegidas por los
polinizadores con mas frecuencia de lo que se esperaria al azar o simplemente debido a su abundancia
relativa (GOmez-Martinez et al., 2022). Estas especies son denominadas especies clave y juegan un
papel crucial en la estructuracién de las interacciones ecolédgicas dentro de la comunidad de
polinizadores (Russo et al., 2013; Sutter et al., 2017). Estas ultimas podrian tener un importante rol en
el manejo de los bordes de cultivo de los agroecosistemas para aumentar la abundancia de un grupo
particular de polinizadores, ya que se ha sugerido que el éxito del uso de los bordes de cultivo como
medidas de conservacion y de mejoramiento del servicio de polinizacion se determina por la
combinacion entre una alta complementariedad funcional y una alta riqueza de especies clave (Sutter
et al., 2017).

No obstante, aunque la mayoria de los estudios revelan que un aumento en la diversidad floral en los
bordes de cultivo tiene un efecto sobre la diversidad de polinizadores en el mismo borde, aun es
inconsistente la informacién acerca de cdmo esto se traduce en mejores servicios de polinizacién en
los cultivos adyacentes (Venturini et. al, 2017; Albrecht et al., 2020; Zamorano et al. 2020). Por un
lado, podria haber un efecto facilitador a través del desbordamiento funcional que mejore los servicios
de polinizaciéon en el cultivo (i.e. hipdtesis del exportador, Morandin y Kremen 2013; Kremen et al.
2019). Por otro lado, las plantaciones florales ricas en recursos podrian competir con los cultivos y
concentrar a los polinizadores (i.e. hipdtesis del concentrador, Kremen et al., 2019). Es por ello por lo
gue en este capitulo se evalud el efecto de la diversidad floral de los bordes de cultivo sobre la
comunidad de abejas silvestres y manejadas que visitan los cultivos de alfalfa del VIRC.

4.2.0bjetivos e hipétesis

En el presente capitulo, se evalué como la diversidad floral afecta a la abundancia y la diversidad de
polinizadores y a la complejidad de las redes de interacciones planta-polinizador. Para ello, se estimd
la disponibilidad de recursos florales en los bordes de cultivo de los lotes de alfalfa, se construyeron
las redes de interaccion planta-polinizador de los bordes de cultivo y se estimaron los diferentes
indices de complejidad de las redes. Luego se evalud el efecto de la diversidad y abundancia de
polinizaodres en los bordes sobre la diversidad y abundancia de polinizadores en el cultivo. Se
hipotetizé que:

Hipétesis 1. Los bordes de cultivo son reservorios de biodiversidad atrayendo una mayor cantidad de
polinizadores que el cultivo y complejizando las interacciones entre los polinizadores y las plantas.
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Prediccidn 1. La tasa de visitas y riqueza de polinizadores es mayor en el borde de cultivo que en
el cultivo adyacente.

Prediccidn 2. El aumento de la riqueza de plantas en el borde de cultivo incrementa la riqueza de
polinizadores silvestres en el borde.

Prediccidn 3. El aumento de la riqueza de plantas en el borde de cultivo aumenta el anidamiento,
la modularidad, la complementariedad funcional y la proporcion de especies “clave” en las redes
de interaccién planta-polinizador.

Hipdtesis 2. Los bordes de cultivo tienen un efecto sobre la tasa de visitas y la riqueza de polinizadores
en el cultivo adyacente, que puede ser facilitador o concentrador.

Prediccidn 1. Si el efecto es facilitador, una mayor tasa de visitas y riqueza de abejas en el borde
de cultivo aumentara la tasa de visitas y riqueza de polinizadores en el cultivo adyacente.

Prediccidn 2. Si el efecto es concentrador, una mayor tasa de visitas y riqueza de abejas en el
borde de cultivo disminuird la tasa de visitas y riqueza de polinizadores en el cultivo adyacente.

4.3.Metodologia

4.3.1. Sitios de estudio

Los datos fueron tomados durante una temporada de floracién de la alfalfa (de diciembre de 2018 a
febrero de 2019) en ocho (temporada 1) campos en el VIRC (mismos campos que el capitulo 1y 2, Fig.
1.1). Como se menciond en los capitulos anteriores, en cada campo se seleccionaron dos lotes
separados por mas de 200 metros entre si. En cada uno de los lotes se selecciond un borde de cultivo
(16 bordes de cultivo en total) y se realizaron censos de polinizadores sobre todas las especies de
plantas entomofilas presentes, ademas se estimo la abundancia relativa de las mismas.

4.3.2. Censos de polinizadores

En cada borde, se realizaron censos de polinizadores en una transecta de 50 x 2 m (100 m?). Los censos
fueron quincenales, el mismo dia que los censos dentro del cultivo (ver Capitulo 2), y consistieron en
una caminata lenta de 20 minutos sobre la transecta, donde se observaron todos los visitantes florales
que estaban sobre las flores. Esto resulté en 80 minutos por lote muestreado (aparte de los censos
realizados dentro del cultivo). Los visitantes florales (polinizadores sensu lato) fueron capturados,
sacrificados y llevados al laboratorio, donde fueron montados en alfileres entomoldgicos vy
determinados al nivel taxondmico mas bajo posible. Los especimenes se depositaron en la Coleccion
Entomoldgica de LIBA (CERZOS) y en la Coleccién Entomolégica de la Catedra de Botanica General
(FAUBA), Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Argentina. Por otro lado, los datos de
frecuencias de visitas y diversidad de polinizadores dentro del cultivo se obtuvieron mediante los
censos que ya se han detallado en el Capitulo 2. Estos censos se realizaron sobre alfalfa y otras
especies que se encontraban sobre la transecta dentro del cultivo (i.e., especies espontaneas o
malezas).

4.3.3. Abundancia relativa de las especies de plantas

El mismo dia del censo, se estimd la abundancia floral de las distintas especies de plantas contando el
numero de flores (o inflorescencias para las Asteraceas) presentes a lo largo de toda la transecta (100
m?2). Al finalizar la temporada de muestreo, las abundancias florales de cada especie en cada borde se
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sumaron (abundancia acumulada por borde). Luego, se estimd la abundancia relativa calculada como
la proporcién de flores de cada especie con respecto al total de flores que habia en cada borde.

4.3.4. [ndices de diversidad

Para cada lote se calculé el nimero efectivo de especies, en particular, la riqueza de especies (q=0,
Hill, 1973). Se estim¢ la riqueza de plantas del borde, la riqueza de polinizadores del borde y la riqueza
de polinizadores del cultivo. La riqueza se estimd a partir de estimaciones basadas en la cobertura de
la muestra (Chao y Jost, 2012) utilizando el paquete iNext con 1000 remuestreos (Hsieh et al., 2016).
La cobertura de la muestra es una métrica que refleja cuantos individuos (en porcentaje) de una
comunidad estan incluidos en la muestra. Para el calculo del indice, se establecié un criterio de parada
gue consistia en alcanzar una cobertura de muestra predeterminada, tomando como referencia la
cobertura mas baja observada para cada estimacidn. Esto permitié estimar la riqueza de especies de
cada borde a un nivel de cobertura uniforme, lo que permitié hacer comparaciones entre los lotes
(Chao vy Jost, 2012). Para el calculo de la riqueza de polinizadores, se excluyeron a las especies de
abejas manejadas A. mellifera y M. rotundata, ya que ambas se encontraban en grandes abundancias
en los sitios donde habia colmenas y/o domicilios con nidos de M. rotundata independientemente de
la abundancia y/o riqueza de flores (ver Capitulo 2).

4.3.5. Construccion de las redes de interaccién planta-polinizador

Para cada lote, se construyé una red cuantitativa de interacciones planta-polinizador, para ello se
construyeron matrices (una para cada lote) en donde cada columna representd a una especie de
polinizador y cada fila una especie de planta entomoéfila. Para construir las redes, se inluyeron todas
las especies de visitantes florales que se registraron en los censos Dentro de la matriz, las
intersecciones entre cada columna y fila representaron las interacciones entre las especies, que para
estas matrices fueron la sumatoria de las visitas de todos los censos que se realizaron sobre cada
borde. Se estandarizé por el esfuerzo de muestreo teniendo en cuenta el tiempo de muestreo de cada
borde (entre 60 y 80 minutos) y se llevaron todas las visitas a visitas/hora (Garibaldi et al., 2020).

Con el paquete bipartite del software R se calcularon tres indices a nivel de red: el anidamiento
cuantitativo, la modularidad y la complementariedad funcional. El anidamiento en redes mutualistas
se refiere a un patrén estructural donde las especies con pocas interacciones (especialistas) tienden a
interactuar con un subconjunto de las especies que interactian con aquellas que tienen muchas
interacciones (generalistas), formando un patrdén anidado (Fortuna et al., 2010). La modularidad es la
division de las especies en compartimentos o mddulos, donde las especies dentro de los mdédulos
comparten mas interacciones entre si de lo que lo hacen con especies de otros mdédulos (Carstensen
et al,, 2016). La complementariedad funcional es una medida de la diferenciacién de nichos de las
abejas de acuerdo con las especies de plantas que estas visitan (Devoto et al., 2012). Las redes de
interacciones de los diferentes lotes fueron variables en tamario, por ello para poder compararlas, se
calcuaron los z scores para cada uno de los indices a nivel de red. Para cada una de las 16 redes, se
construyeron 1000 modelos nulos mediante la funcién vaznull (Vazquez et al., 2007). Estos modelos
nulos mantienen la conectividad, el nimero de interacciones y la riqueza de plantas y polinizadores,
mientras que aleatorizan las interacciones individuales dentro de la red. Se calcularon los z scores
como [x — p]/o, donde x es el valor observado del indice, p es la media y o la desviacion estandar del
valor del indice para los 1000 modelos nulos. Los valores z negativos significan que el indice observado
es menor que el esperado si las interacciones estuvieran distribuidas al azar, mientras que los valores
z positivos significan que los valores observados son mayores que los esperados por azar. Ademas,
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para cada red se calculd la proporcidn de especies clave, definida como el numero de interacciones
fuertes en relacién con el numero total de interacciones de la red. Las interacciones fuertes son
aquellas interacciones observadas que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado, en este caso,
por la abundancia relativa de las especies (para un abordaje similar, ver Gdmez-Martinez et al., 2022).
Por otro lado, esas especies de plantas que son visitadas mas frecuentemente de lo esperado se
consideran “especies clave” para la especie de polinizador en particular (Russo et al., 2013, Sutter et
al., 2017).

Para estimar la fuerza de cada interaccién polinizador-planta en relacion con la abundancia relativa
de las especies de plantas, se construyeron 100 modelos nulos a partir de las 16 redes de interacciones
y las abundancias relativas de cada una de las especies de plantas que las componen utilizando el
paquete econullnet (R). Mediante la funcidn test interactions, se determiné qué interacciones son
estadisticamente mas fuertes de lo esperado por los modelos nulos. En la funcién test interactions la
significancia estadistica estd determinada para cada interaccion planta—polinizador de acuerdo con
cuanto se aleja la cantidad de interacciones observadas con respecto a los intervalos de confianza
calculados para los modelos nulos. Para cada lote, se estimd la proporcidon de interacciones
activamente seleccionadas (n° visitas significativamente mayores que el azar / n° visitas totales).

4.3.6. Analisis estadistico

Para poner a prueba las hipétesis, se realizaron modelos lineales y generalizados (LM, LMM, GLM y
GLMM). Los modelos fueron construidos con las funciones Im y glm del paquete Imer4 y gimmTMB
del paquete gimmTMB del software R. Para todos los modelos, utilizamos el paquete DHARMa (Hartig,
2020) para verificar los supuestos de los modelos. Para evaluar la significancia de las variables,
utilizamos Pruebas de Razén de Verosimilitud (LRT) mediante la funcidon Anova del paquete car (Fox y
Weisberg, 2018).

En primer lugar, para evaluar si la frecuencia de visitas y la riqueza de polinizadores en el borde son
mayores que dentro del cultivo (prediccién 1 de H1), se realizaron dos modelos: uno para estimar las
diferencias en la tasa de visitas de polinizadores (GLMMa41) y otro para la riqueza de polinizadores
(LM4,). EI LMM431, tuvo como variable respuesta el promedio de visitas por hora de las distintas
especies de polinizadores para cada lote. Las variables explicativas fijas para elLMMs; fueron la
distancia (borde o cultivo) en interaccién con el grupo de polinizador (abejas manejadas, abejas
silvestres, coledpteros, dipteros, lepiddpteros y otros himendpteros (i.e. véspidos, pompilidos, etc)).
El sitio, el lote anidado al sitio y la especie de polinizador fueron variables aleatorias en el LMM,1 Por
otro lado, en el LMy, la variable respuesta fue la riqueza de polinizadores y la variable explicativa la
distancia (borde o cultivo).

Para estimar el efecto de la riqueza de las plantas del borde sobre tasa de visitas y riqueza de
polinizadores (prediccion2, H1) se realizaron otros dos modelos, un para la tasa de visitas de
polinizadores (LMMa3) y un LM para la riqueza de polinizadores (LM4.4). El LMMa 3 tuvo como variable
respuesta el promedio de visitas por hora de las distintas especies de abejas del borde. El sitio, el lote
anidado al sitio y la especie de polinizador fueron las variables aleatorias. Las variables fijas fueron la
riqueza de plantas en interaccidn con el grupopolinizador. El LM4.4tuvo como variable respuesta la
riqueza de polinizadores en el borde y como fija la riqueza de plantas.
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También se estimo el efecto de la riqueza de plantas del borde sobre las variables de complejidad de
las redes de interaccidn (prediccion 3, H1): modularidad (LM, s), complementariedad funcional (LMyg),
el anidamiento (LMa~), la proporciéon de interacciones seleccionadas activamente (GLMMas, con
distribucién binomial). En todos estos modelos, la variable explicativa fue la riqueza estimada de
plantas en los bordes de cultivo. En los modelos LMss LMas y LM47 las variables respuestas
correspondieron a los z scores estimados para cada indice. Se utilizaron los datos correspondientes a
los lotes donde el z score resulté positivo, es decir, donde se observaron diferencias significativas en
comparacion con los indices de los modelos nulos.La variable respuesta del GLMMa, s, fue construida
como un vector de éxitos y fracasos, en este caso (n° interacciones fuertes, n° de interacciones “no
fuertes”), las interacciones “no fuertes” son el resultado de la suma de las interacciones débiles
(interacciones que ocurrieron con menor frecuencia de lo esperado) y las interacciones cuya fuerza
resultd no significativa en la comparacion con los modelos nulos mediante la funcién test interactions.

Para poner a prueba la H2, se realizaron dos modelos, uno para la tasa de visitas de polinizadores en
el cultivo (LMMa,, distribucién binomial negativa) y otro para la riqueza de polinizadores en el cultivo
(LMg.10). EI LMM,, tuvo como variable respuesta el promedio de visitas por hora de polinizadores en
el cultivo. El sitio, el lote anidado al sitio y la especie de polinizador fueron variables aleatorias. El
LM4.10, tuvo como variable respuesta la riqueza de abejas en el cultivo y como variable fija la riqueza
de abejas en el borde.

4.4 Resultados

4.5. Censos de polinizadores

En los 16 bordes de cultivo, en un total de 1100 minutos de censos (entre 60 y 80 minutos por borde)
se registraron un total de 2420 visitas de 82 especies de visitantes florales. En el caso particular de las
abejas, se registraron altas tasas de visitas de ambas abejas manejadas A. mellifera (1171,83
visitas/hora) y M. rotundata (158,50 visitas/hora). Ademas, se registraron 265,14 visitas/hora de
abejas silvestres: correspondientes a 14 especies de Apidae, 4 especies de Halictidae y Andrenidae, 3
especies de Megachilidae y 2 especies de Colletidae (Tabla A4.1, Anexo 4). Por otro lado, aunque no
se utilizaron los datos para este capitulo, se registraron en menor abundancia visitas de otras familias
de Himendpteros, como los Vespidae, Sphecidae y Crabronidae. El segundo grupo mas importante
fueron los Dipteros (198 visitas/hora), destacdndose los de la familia Bombyliidae (7
especies/morfoespecies), Syrphidae (6 especies) y Sarcophagidae (4 especies/morfoespecies) (Tabla
A4.1). Ademas, se registraron visitas de Coledpteros (231 visitas/hora, 5 especies) y Lepiddpteros (44
visitas/hora, 11 especies) (Tabla A4.1).

Por otro lado, dentro del cultivo en un total de 870 minutos de muestreo, se registraron 1952,46
visitas/hora de 39 especies de visitantes florales. El 82% de las visitas registradas correspondieron a
ambas abejas manejadas (1436,20 visitas/hora para A. mellifera y 173,40/hora para M. rotundata).
Ademas, se registraron 67,49 vistas/hora de abejas silvestres, distribuidas entre las familias Apidae (6
especies), Halictidae (3 especies), Andrenidae (2 especies) y Colletidae (1 especie). Dentro de los
Himendpteros también se registraron unas pocas visitas de especies de las familias Crabronidae,
Pompilidae y Vespidae (Tabla A4.1). El segundo grupo mas importante fueron los Dipteros (139,14
visitas/hora), entre los cuales se destacaron las familias Syrphidae (6 especies) y Sarcophagidae (4
especies/morfoespecies) (Tabla A4.1). Por Gltimo, se registraron 105 visitas/hora de una Unica especie
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de Coledptero (Chauliognathus scriptus) y 21,71 visitas/hora de 5 especies de Lepiddpteros (Tabla
A4.1). Dentro del cultivo, el 68 % de las visitas registrados fueron hacia el cultivo propiamente dicho,
mientras que el resto se registraron sobre especies espontaneas o malezas que se encontraban en
muy baja abundancia dentro de los lotes.

4.5.1. Abundancia relativa de las especies de plantas

En los 16 bordes, se registraron un total de 41 especies de plantas, las especies Centaurea soltistialis
L., Diplotaxis tenuifolia (L.) DC., Hirschfeldia incana (L.) Lagr.-Foss. y Tessaria absinthioides (Hook. &
Arn.) DC fueron las mas abundantes con una abundancia acumulada promedio que rondd entre las
1000 y 2000 flores o inflorescencias en 100 m2 y una abundancia relativa promedio entre 0,20y 0,27
Tabla A4.2, Anexo 4). Ademas, Diplotaxis tenuifolia y Centaurea soltistialis estuvieron presentes en
todos, o la mayoria de los bordes (16 y 14 bordes respectivamente), mientras que Carduus nutans L.
estuvo presente en 15 bordes, pero en abundancias mucho mas bajas (abundancia relativa de 0,04
inflorescencias). En 14 de los 16 bordes encontramos individuos del cultivo en estudio, Medicago
sativa L., en abundancias relativamente altas con respecto a las demas especies de plantas (0,13). El
63% de las especies de plantas fueron adventicias o introducidas y el 36% fueron plantas nativas. Por
otro lado, el 46% fueron herbaceas anuales o bianuales, mientras que el 54% fueron herbdceas o
arbustivas perennes (Tabla A4.2, Anexo 4).

4.5.2. [ndices de diversidad

En la estimacién de la diversidad de plantas en los bordes de cultivo, todos los lotes tuvieron mas del
99,73% de cobertura de la muestra por lo que se utilizé este porcentaje como criterio de parada (Tabla
A4.3, Anexo 4). La riqueza estimada de plantas fue en promedio de 7,37 + 0,44 por borde (Tabla 4.1).
Por otro lado, la estimacién de diversidad de polinizadores silvestres se realizdé con un criterio de
parada del 66,57% de cobertura (Taba A4.3, Anexo 4). La riqueza estimada promedio de especies de
polinizadores silvestres por borde fue de 3,22 + 0,57 (Tabla 4.1). Por ultimo, la diversidad de
polinizadores silvestres dentro del fue en promedio 1,28 + 0,24.

Tabla 4.1. Riqueza de especies. Riqueza estimada de plantas de los bordes de cultivo, de abejas en los

bordes de cultivo y de abejas dentro del cultivo.

Lote Plantas en los bordes de Polinizadores silvestres en | Polinizadores silvestres en el
cultivo los bordes de cultivo cultivo

Riqueza 95%IC | 95%IC Riqueza 95% IC 95% IC Riqueza 95% IC 95% IC

estimada | inferior | superior | estimada | inferior | superior | estimada | inferior | superior
L1 5,24 4,93 5,55 12,84 5,19 20,48 3,16 0,24 6,09
L2 8,70 8,20 9,20 31,38 0,00 78,54 1,24 1,01 1,46
L3 9,87 9,33 10,40 28,08 0,00 77,95 5,89 1,40 10,37
L4 9,15 8,31 9,99 12,73 0,00 28,98 1,21 0,68 1,74
L5 5,60 5,39 5,81 5,94 2,53 9,34 1,45 0,93 1,97
L6 4,71 4,53 4,89 7,68 3,78 11,58 5,56 4,26 6,87
L7 6,56 6,41 6,72 2,16 1,20 3,12 5,08 2,45 7,71
L8 9,20 8,78 9,62 16,76 0,00 40,47 9,19 0,70 17,69
L9 6,45 6,23 6,67 3,19 2,13 4,25 4,56 1,66 7,47
L10 8,63 8,50 8,76 2,37 1,45 3,29 2,47 1,75 3,18
L11 6,90 6,38 7,42 17,92 11,91 23,93 7,60 4,86 10,34
L12 8,32 7,89 8,75 4,61 3,50 5,72 3,11 2,22 3,99
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L13 4,71 4,28 5,15 6,67 3,60 9,73 14,01 1,19 26,82
L14 7,06 6,80 7,33 3,66 1,81 5,50 2,78 1,87 3,70
L15 6,97 6,75 7,19 10,23 3,88 16,58 8,67 2,02 15,31
L16 9,89 9,69 10,09 13,32 8,20 18,45 11,13 0,00 33,79

4.5.3. Abundanciay diversidad de abejas en el borde y el cultivo

El modelo LMMa,;, correspondiente a la prediccion 1 de la Hipdtesis 1, reveld una interaccidon
estadisticamente significativa entre la distanciay el grupo de polinizador, con un valor de Chi cuadrado
de 19,69 y un p-valor de 0,001. En el caso de las abejas silvestres y el grupo “otros himendpteros”, se
observd una tasa de visitas significativamente mayor en los bordes de los cultivos comparada con los
cultivos adyacentes (p=0,001 y 0,0009 respectivamente Fig.4.1). Sin embargo, para las abejas
manejadas, los lepiddpteros, dipteros y coledpteros, la tasa de visitas no presenté diferencias
significativas entre los bordes y los cultivos adyacentes (Fig. 4.1). Por otro lado, el modelo LM,_;,
también enfocado en la prediccidn 1-H1, indicd que la riqueza de polinizadores silvestres fue mayor
en los bordes de cultivo en comparacidon con los cultivos adyacentes (Chisg=6,30 y p= 0,012, Fig. 4.2),

Fig. 4.1. Tasa de visitas de polinizadores. Difrencia en la tasa de visitas (n° visitas x hora™) promedio
por grupo entre el borde y el cultivo. Los puntos reflejan los residuos parciales estimados por el
modelo LMM, 1, ademds se presenta el valor medio estimado con sus respectivos intervalos de
confianza al 95%. La variable ha sido transformada para mejorar el ajuste del modelo.

Distancia @ voce @ cuiivo

o

Frecuencia de visitas promedio
(datos transformados)

B

Abejas manejadas Abejas silvestres Coleopteros Dipteros Lepidopteros  Otros himenépteros
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Fig. 4.2. Riqueza de polinizadores silvestres. Difrencia riqueza de polinizadores entre el borde vy el
cultivo. Los puntos reflejan los residuos parciales estimados por el modelo LMM,,, ademas se
presenta el valor medio estimado con sus respectivos intervalos de confianza al 95%.

N w
o o

Riqueza de polinizadores
o

o

bofde culfivo
Distancia

Por otro lado, el LMM, 3 (prediccién 2 H1) no mostrd ninguna relacion entre la riqueza de plantas en
los bordes de cultivo y la tasa de visitas de los polinizadores (Chisq=0,78, p=0,38). En cuanto a la
riqueza de polinizadores en el borde, el modelo LMy4 (prediccion 2 H1) mostré una relacion
marginalmente significativa con la riqueza de plantas (F=4,09, p=0,06), siendo la tendencia positiva
(Estimador= 2,36, Fig. 4.3).

Fig. 4.3. Riqueza de plantas y polinizadores en los bordes de cultivo. Relacion estimada por el modelo
lineal entre la riqueza de plantas en el borde y la riqueza de polinizadores silvestres en los bordes de
cultivo. La linea violeta corresponde a la relacién estimada por el modelo con sus respectivos
intervalos de confianza al 95%. Los puntos grises corresponden a los residuos parciales del modelo.

— M w
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Riqueza de polinizadores
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E 8 10
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4.5.4. Redes de interaccion planta — polinizador

Los z scores de la modularidad de la red fueron todas positivas y significativas (Anexo 4, tabla A4.4),
lo que indica valores mds altos de lo esperado al azar. Por otro lado, los z scores de la
complementariedad funcional resultaron todos significativas excepto para un lote (L14, Anexo 4, tabla
A4.4). Por ultimo, con respecto al anidamiento sélo el 50% de los lotes tuvieron redes con z scores
positivos, indicando que la mitad de las redes tuvieron valores mas altos que los esperados por azar
(Apnexo 4, tabla 4.4). Las abejas silvesres y los himendpteros agrupados en “otros himendpteros”
tuvieron la mayor proporcion de interacciones seleccionadas activamente (0,77 y 0,87
respectivamente), mientras los lepiddpteros tuvieron la menor proporcién (0,44) (Anexo 4, Tabla
A4.5). Sin embargo, ninguno de los indices de complejidad de las redes mostré una relacion
significativa con la riqueza de plantas del borde (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Resultados de los modelos lineales (LM) y modelos lineales generalizados (GLMM) donde
se evalud la relaciéon entre los distintos indices de complejidad de las redes y la riqueza de plantas.

. F value (LM) /

Modelo Variable respuesta Chisq (GLMM) p value
LMys Modularidad (z scores) 0,011 0,92
LMy6 Complementariedad funcional (z scores) 0,043 0,84
LMy Anidamiento (z scores) 2,27 0,18
GLMMgs Prop. de interaciones seleccionadas activamente 0,46 0,50

4.5.5. Efectos del borde sobre las visitas del cultivo

En el caso de los modelos construidos para poner a prueba la H2, se encontré una relacidn positiva y
significativa entre la tasa de visitas de polinizadores en el borde y en el cultivo (LMMa4, Chisq=13,87,
p=0,0002, Fig. 4.4). Sin embargo, no se registré ninguna relacién entre la riqueza de polinizadores del
borde y del cultivo (LMa.10, Chisq=0,009, p=0,92).

Fig. 4.4. Frecuencia de visitas del borde y del cultivo. Relacion estimada por el modelo lineal entre

la frecuencia de visitas de polinizadores en el borde y en el cultivo. La linea violeta corresponde a la

relacion estimada por el modelo con sus respectivos intervalos de confianza al 95%. Los puntos
grises corresponden a los residuos parciales del modelo.
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4.6.Discusion

Los resultados del presente capitulo permiten reafirmar la idea de que los bordes de cultivo son
reservorios de biodiversidad al albergar una mayor cantidad de especies de polinizadores que el
cultivo. Sin embargo, la complejidad de las interacciones parece no depender de la diversidad de
plantas. Los resultados de los modelos estadisticos mostraron que la primera hipdtesis es
parcialmente plausible ya que: los bordes de cultivo tuvieron una mayor tasa de visitas de
Himenopteros silvestres y una mayor riqueza de polinizadores silvestres que el cultivo adyacente
(prediccidn 1, H1). Por otro lado, una mayor disponibilidad de recursos (en términos de riqueza de
plantas) en los bordes de cultivo no se relaciond con una mayor tasa de visitas de polinizadores
silvestres, pero si hubo una tendencia positiva al aumento de la riqueza de estos (prediccién 2, H1).
Por ultimo, la segunda hipdtesis de estudio también fue parcialmente plausible, ya que el aumento de
la la tasa de visitas de polinizadores en el cultivo se relaciond positivamente con la tasa de visitas del
cultivo, sin embargo, una mayor diversidad de polinizadores en el borde no condujo a un aumento de
la diversidad de polinizadores en los cultivos adyacentes.

Una mayor diversidad floral en los bordes de cultivo ofrece una mayor variedad de recursos
alimenticios lo que atrae a una mayor cantidad y diversidad de polinizadores. Distintas especies de
plantas pueden proporcionar alimento en diferentes momentos (complementariedad temporal) o
proporcionar diferentes nutrientes (complementariedad de recursos) (Blithgen y Klein, 2011). Esto
permite una mayor diferenciacién de nicho de los polinizadores para reducir la competencia lo que
mejora significativamente el servicio de polinizacidn (Inouye, 1978; Friind et al., 2013). Por otro lado,
en sitios donde la diversidad de plantas es alta, la probabilidad de que en el conjunto de plantas existan
aquellas que son preferidas por los polinizadores es mayor. En este capitulo, la diferencia en la tasa
de visitas entre el borde y el cultivo esta marcada principalmente para las abejas silvestres y otros
Hymenopteros, como ciertas especies de avispas. Sin embargo, grupos como los dipteros y los
coledpteros no mostraron diferencias en sus tasas de visitas entre el borde y el cultivo. Esto puede
estar relacionado con los diferentes habitos alimenticios y por la selectividad de recursos (néctar y
polen) por parte de los distintos grupos de polinizadores, y tambien con la baja atractividad que tiene
el cultivo de alfalfa para ciertas especies. Conocer cudles son las especies preferidas para los
polinizadores particulares de un cultivo (i.e., especies clave), es un aspecto fundamental para asegurar
el éxito de una medida de manejo enfocada no solo en aumentar la biodiversidad sino también el
servicio de polinizacion (Sutter et al, 2017).

En los lotes de estudio, todas las redes fueron modulares, pero sélo la mitad estuvieron anidadas.
Ambas caracteristicas son cruciales para la supervivencia de las comunidades: el anidamiento las hace
mas resistentes a extinciones y pérdidas de habitat, mientras que la modularidad aisla los impactos
de una perturbacion a un solo mddulo (Olensen et al., 2007; Song et al., 2017; Cartensen et al. 2016;
Guzman et al. 2021). La coexistencia de ambas caracteristicas depende del nivel de conectividad que
tengan las redes. Se ha demostrado que, para comunidades con baja conectancia, cuanto mayor es el
anidamiento, mayor es la modularidad (Olesen et al., 2007; Fortuna et al., 2010). Mientras que las
redes que estan muy conectadas suelen ser altamente anidadas pero muy poco modulares (Olesen et
al., 2007; Fortuna et al., 2010). En los bordes de cultivo que se evaluaron en este capitulo, donde la
mitad de las redes son modulares pero no son anidadas, indica que estas podrian estar muy poco
conectadas. Esto coincide también con un alto grado de complementariedad funcional de las redes
(Ponisio et al., 2020). Este patron puede estar relacionado con el contexto del habitat donde se estan
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desarrollando estas interacciones, es decir, agroecosistemas con alto grado de intervencidn antrdpica.
Los bordes de cultivo que se han estudiado en este capitulo corresponden a lotes que estdn expuestos
continiamente a disturbios, como cortes, desmalezado y aplicacién de agroquimicos, por lo que, la
estabilidad de las interacciones planta-polinizador en estos ecosistemas puede verse afectada
(Goulson et al., 2015; Xiao et al. 2016). Sin embargo, ninguno de los patrones estructurales
mencionados se vié afectado por un aumento en la riqueza de plantas en los bordes de cultivo. Una
mayor diversidad de plantas estd relacionada positivamente con una mayor diversidad de
polinizadores, sin embargo. Al agregarse nuevas especies de plantas a la comunidad, también se
agregan nuevos polinizadores, nacendo nuevas interacciones en la red. Estas nuevas interacciones
parecerian no aumentar la conectividad de la red en los agroecositemas que evaluamos en este
capitulo. En este sentido, seria interasante evaluar como se estructuran estas redes en relacién con
el grado de generalizacidon de las especies y cdmo esto cambia a medida que se agregan nuevas
especies a la comunidad (Friind et al., 2013). Por otro lado, seria interesante evaluar el efecto que
tiene el manejo de los bordes de cultivo sobre las interacciones planta-polinizador que ocurren en los
agroecosistemas. Por ejemplo, si se hace un desmalezado, habria que evaluar en que momentos de la
floraciéon se hacen, que plantas se remueven (i.e., las consideradas “malezas” para el cultivo) y cémo
esto cambia la estructura de las interacciones que ocurren en el borde de cultivo (Guzman et al., 2021).
Por ultimo, seria interesante evaluar cual es el rol del cultivo y de las especies de polinizadores
manejados como conectores de las interacciones entre el borde y el cultivo.

En el presente capitulo, se pudo comprobar parcialmente que existe un efecto facilitador del borde
hacia el cultivo (hipdtesis 2). En primer lugar, los bordes de cultuvo que tuvieron una mayor tasa de
visitas de polinizadores derivé en cultivos adyacentes con una mayor tasa de visitas. Sin embargo, la
diversidad no se transladé de la misma forma al cultivo. Esto puede deberse a que, ciertas especies de
polinizadores, las mas abundantes y probablemente generalistas, sean las que estan haciendo la
diferencia al trasladarse hacia el cultivo. Un aumento en la diversidad en el borde, debido, por
ejemplo, a la presencia de otras especies mas especialistas probablemente no se refleje en un
aumento de la diversidad en el cultivo adjacente. Por otro lado, aunque el cultivo es mucho mds
abundante que cualquiera de las plantas del borde, y por ende es una oferta de una gran cantidad de
recursos alimenticios para las abejas, la calidad de estos recursos puede no ser la preferida por ciertas
especies de polinizadores. Para la alfalfa en particular, se ha observado que la calidad del polen no es
la preferida para la abeja de la miel y se han propuesto estrategias de suplementaciéon de la
alimentaciéon para mejorar el servicio de polinizacién del cultivo (Somerville, 2002). Para abejas
silvestres y otros grupos de insectos, no se tiene informacién acerca de las preferencias por el cultivo
de alfalfa. Esto ultimo puede ser una de las causas de que, a pesar de que el borde de cultivo atrae a
una gran diversidad de polinizadores, estos no migran hacia el cultivo adyacente. De todas formas,
existen registros de especies silvestres de abejas que utilizan polen de alfalfa para alimentar a su
progenia, como Megachile (Chrysosarus) jenseni Friese (Torretta et al., 2024). Por ultimo, hay que
tener en cuenta un posible efecto de las abejas manejadas, principalmente A. mellifera que, como se
mostré en capitulos anteriores de la tesis (Capitulo 2). podrian estar compitiendo por los recursos
ofrecidos por las flores del cultivo con los polinizadores silvestres. Las abejas manejadas se encuentran
en altas abundancias dentro del cultivo, por lo que los polinizadores silvestres podrian verse
desplazadas hacia los bordes ya que alli encuentran no solo mayor diversidad de recursos sino también
menos competencia con las silvestres. El manejo integrado de polinizadores silvestres y manejados,
deberia contemplar no solo la disponibilidad de recursos para las abejas silvestres en el borde de
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cultivo sino también la abundancia y disposicion de las colmenas de abejas manejadas para evitar un
efecto inesperado sobre las visitas de las abejas al cultivo.

Es importante destacar las limitaciones del presente capitulo, ya que los analisis de han realizado sobre
16 conjuntos de redes de interaccidén planta-polinizador, provenientes de una sola temporada de
muestreo. La cantidad limitada de datos puede llevar a conclusiones apresuradas sobre los resultados.
Para tener conclusiones mas sélidas es necesario aumentar no solo la cantidad de lotes donde se
toman los datos, sino también disponer de datos pertenecientes a diferentes temporadas.

4.7.Conclusién

En este este capitulo se sugiere la importancia critica de los bordes de cultivo como reservorios de
biodiversidad para polinizadores en agroecosistemas (Torretta y Poggio, 2013). A través del analisis
de redes de interaccién planta-polinizador, se ha establecido que los bordes de cultivo albergan una
mayor abundancia y diversidad de polinizadores comparados con areas de cultivo adyacentes. Esto
subraya el valor de los bordes de cultivo no solo en la conservacién de la biodiversidad, sino también
en el mantenimiento de servicios ecosistémicos como la polinizacion.

En este capitulo también se ha demostrado que el efecto facilitador de los bordes de cultivo sobre la
abundancia y diversidad de polinizadores en cultivos adyacentes no es tan directo como se esperaba,
lo que sugiere la necesidad de estrategias de manejo que optimicen la atraccidon y el movimiento de
polinizadores hacia los cultivos.

Por ultimo, se resalta la importancia de adoptar un enfoque integrado en el manejo de paisajes
agricolas, donde se considere tanto la conservacion de la biodiversidad como la optimizacion de los
servicios ecosistémicos. Futuras investigaciones deberian enfocarse en expandir la escala espacial y
temporal de los estudios de redes de interaccién planta-polinizador y en explorar los efectos de
diferentes practicas de manejo en la funcionalidad de estas redes. Ademas, es crucial investigar mas
a fondo las preferencias alimenticias y los patrones de movimiento de los polinizadores entre bordes
de cultivo y cultivos adyacentes para desarrollar estrategias que maximicen los beneficios de los
bordes de cultivo. Finalmente, este capitulo contribuye a nuestra comprension de la complejidad de
las interacciones entre polinizadores y plantas en agroecosistemas, lo que es de vital importancia para
promocién de practicas agricolas que sostengan tanto la produccién agricola como la conservacion de
la biodiversidad.
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Conclusion

A lo largo de cuatro capitulos, la presente tesis ha explorado diversas facetas de la ecologia de la
polinizacién en el cultivo de alfalfa en el Valle Inferior del Rio Colorado, proporcionando informacion
valiosa para la produccion de semillas.

En el primer capitulo, se evalud la dependencia de los cultivos de alfalfa en el servicio de polinizacidn,
demostrando que la alfalfa necesita de los polinizadores no sélo para el disparo de las flores sino
también para el transporte de polen alégamo, lo que incrementa significativamente la producciéon de
vainas y semillas con respecto a la autopolinizacién. Por otro lado, se determind que el servicio de
polinizacién de los cultivos de alfalfa en el Valle Inferior del Rio Colorado es deficiente, reflejado en el
alto déficit polinico de la mayoria de los lotes de estudio. Estos resultados subrayan la importancia
critica de los polinizadores para la produccién de semillas de alfalfa y la necesidad de adoptar practicas
agricolas que apoyen y fomenten su abundancia y diversidad.

El segundo capitulo se centrd en identificar los polinizadores principales de la alfalfa en el area de
estudio y evaluar su contribucion al servicio de polinizacidn. Este andlisis reveld que tanto las abejas
manejadas como las silvestres juegan roles complementarios en la polinizacién de la alfalfa. Por un
lado, los sitios donde se hace un manejo mediante la incorporacién de nidos de Megachile rotundata
tuvieron un déficit polinico mucho menor que los lotes donde este manejo no se realiza. Por otro lado,
un incremento en la tasa de visitas de abejas silvestres mejord significativamente el servicio de
polinizacién a través de una disminucién del déficit de polinizacion de los lotes. Sin embargo, el rol de
Apis mellifera para la polinizacion del cultivo de alfalfa parece no ser del todo positivo, debido por un
lado a su comportamiento de forrajeo que le permite tomar néctar sin disparar las flores y por otro a
una posible competencia con los demas polinizadores. Los resultados de este capitulo sugieren que la
conservacién de la diversidad de polinizadores y el manejo adecuado de las especies manejadas a
través de un enfoque integral, son esenciales para optimizar la polinizacién del cultivo de alfalfa.

En el tercer capitulo, se investigd la efectividad de diferentes especies de abejas como polinizadores
de la alfalfa. Para ello, se construyd el paisaje de efectividad de polinizaciéon de las dos especies
manejadas (Apis mellifera y Megachile rotundata) y cuatro especies/morpho-especies de abejas
silvestres (Augochloropsis sp., Colletes sp., Xylocopa spp. y Xylocopa splendidula). Mediante este
enfoque, se pudo determinar la contribucién diferencial de los componentes cuantitativos (i.e., la tasa
de visitas) y cualitativos (i.e., tasa de disparo de flores y tasa de formacién de vainas) a la efectividad
de la polinizacién de las distintas especies. Los resultados indicaron que la tasa de disparo de flores es
el aspecto clave en la efectividad de la polinizacidn y tanto M. rotundata como las abejas silvestres
tienen una alta contribucién este componente. Sin embargo, debido a la baja abundancia de abejas
silvestres en los lotes, la efectividad total exhibida por estas es menor que para las abejas manejadas.
Este resultado indica que si se aplican ciertas estrategias de manejo para aumentar la abundancia de
las abejas silvestres se podria aumentar significativamente la efectividad de polinizacién de estas. Por
otro lado, A. mellifera exhibié una muy baja tasa de disparo de flores, pero su alta abundancia actud
como compensador y su efectividad fue tan alta como las demas especies. Sin embargo, el estudio del
paisaje de efectividad permitié concluir que A. mellifera se encuentra en su “tope” de efectividad y
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gue la Unica forma de poder ser mas efectiva es mediante un aumento en su tasa de disparo de flores
y no mediante un aumento en su abundancia. Este capitulo refuerza los conceptos del capitulo dos y
destaca nuevamente la importancia de un manejo integrado de la polinizacién mediante la
introduccion de abejas manejadas y el manejo de abejas silvestres, teniendo en cuenta los aspectos
que afectan su efectividad como también las posibles interacciones entre las diferentes especies.

Finalmente, el cuarto capitulo examiné el papel de los bordes de cultivo como reservorios de
biodiversidad y su influencia en el servicio de polinizacién. Se demostré que los bordes de cultivo con
mayor riqueza de plantas pueden aumentar la diversidad de polinizadores y tener un efecto sobre la
tasa de visitas del cultivo. Sin embargo, no se pudo demostrar que la presencia de bordes de cultivo
diversos tenga un efecto sobre las caracteristicas de las redes de interacciones. Esto subraya la
relevancia seguir estudiando los aspectos tanto de composicidn de especies, estructura de las redes
de interacciones, y del manejo espacial y temporal de los ambientes seminaturales en los sistemas
agricolas para mejorar los servicios ecosistémicos.

Esta tesis pretende ser una contribucién significativa al entendimiento de cdmo mejorar los servicios
de polinizacién en cultivos de alfalfa mediante el manejo de los polinizadores y del habitat para estos.
La tesis en su conjunto proporciona una base para el desarrollo de estrategias de manejo que mejoren
la polinizacion en cultivos de alfalfa, contribuyendo asi a la sostenibilidad agricola y la conservacion
de la biodiversidad. Se espera, en el futuro, poder explorar la implementaciéon practica de las
estrategias de manejo integrado de polinizadores silvestres y manejados. Ademds, seria beneficioso
investigar los efectos a largo plazo de estas practicas en la produccion agricola y la biodiversidad de
polinizadores, asi como identificar y abordar posibles barreras para su adopcién por parte de los
agricultores.
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Anexo 1

GLMMs. Detalle de los modelos utilizados en el capitulo 1.

GLMMy.1:

MOD1 = Produccion de frutos ~ (1[campo/lote/individuo) + Tratamiento + Distancia, family=binomial
MOD?2 = Produccion de frutos ~ (1[campo/lote/individuo) + Tratamiento, family=binomial
AlCmop1=3338,561

AlCmop1=3336,628 (modelo seleccionado)

Analysis of Deviance Table (Type Il Wald chisquare tests)

Chisq Df Pr(>Chisq)
Tratamiento 601,98 4 < 2,2e-16 ***

Tabla Al.1. Prueba de contrastes de Tukey GLMM1,1

Contraste Estimacion Error Valor z Valor p
Estandar Ajustado
Polinizacidn cruzada - Autopolinizacion 2,3649 0,2425 9,751 <0,001
Polinizacidn Libre - Autopolinizacién -0,4049 0,2532 -1,599 0,478
Polinizacion cruzada abierta - 1,9771 0,2626 7,528 <0,001
Autopolinizacion
Exclusion — Autopolinizacion -1,9068 0,3258 -5,853 <0,001
Polinizacion Libre - Polinizacion cruzada -2,7697 0,1855 -14,932 <0,001
Polinizacidn cruzada abierta- Polinizacion -0,3878 0,1947 -1,992 0,253
cruzada
Exclusidn - Polinizacién cruzada -4,2717 0,2883 -14,817 <0,001
Polinizacion cruzada abierta - 2,3820 0,1286 18,522 <0,001
Polinizacidn Libre
Exclusion - Polinizacion Libre -1,5019 0,2890 -5,197 <0,001

Exclusion - Polinizacion cruzada abierta -3,8839 0,2989 -12,996 <0,001




QQ plot residuals
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simulationOutput$scaledResiduals
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@ |
o
@ |
g o
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Levene Test for homogeneity of variance significant
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

catPred

0.627368421052632

MOD1 = Numero de semillas ~ (1[campo/lote/individuo) + Tratamiento + Distancia, family=poisson

MOD2 = Numero de semillas ~ (1[campo/lote/individuo) + Tratamiento, family=poisson

Como los modelos resultaron singulares, y el campo aportaba una variabilidad muy baja, se saco el
campo de los efectos aleatorios.

MOD3 = Numero de semillas ~ (1]lote/individuo) + Tratamiento + Distancia, family=poisson

MOD3 = Numero de semillas ~ (1[lote/individuo) + Tratamiento, family=poisson

A|C|v|o[)1= 7447,95
A|C|v|o[)2= 7446,54
A|C|v|o[)3= 7445,90

AlCnvops= 7444,54 (modelo seleccionado)

Analysis of Deviance Table (Type Il Wald chisquare tests)

Tratamiento

Chisq
36,06

Df
4

Pr(>Chisq)
2,812e-07 ***
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QQ plot residuals
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KS test p= 5e-05
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Tabla Al1.2. Prueba de contrastes de Tukey GLMM; ,

Within-group deviations from uniformity significant (red)

Levene Test for homogeneity of variance n.s.
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H

H T
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.0138352638352638 0.6833976833987683

catPred

Contraste Estimador Error estandar valor z Yalor P
ajustado

Autopolinizacién — Exclusion -0,986109 0,590564 -1,66977 0,452791
Autopolinizacidn - Polinizacion -1,46144 0,353347 -4,13599 0,000341
Cruzada
Autopolinizacidn - Polinizacion -1,634502 0,334094 -4,89234 9,86E-06
Cruzada Abierta
Autopolinizacidn - Polinizacion -0,9949 0,324672 -3,06432 0,018559
Libre
Exclusion - Polinizacion Cruzada -0,475331 0,528675 -0,8991 0,897332
Exclusidon - Polinizacién Cruzada -0,648393 0,512866 -1,26426 0,713221
Abierta
Exclusion - Polinizacion Libre -0,008792 0,507998 -0,01731 1
Polinizacion Cruzada - Polinizacion -0,173062 0,207017 -0,83598 0,91947
Cruzada Abierta
Polinizacion Cruzada - Polinizacion 0,4665396 0,192542 2,423055 0,109132
Libre
Polinizacion Cruzada Abierta - 0,6396017 0,144611 4,422924 9,52E-05

Polinizacion Libre
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Tabla A1.3. Polinizacidn libre y Limitacion polinica por lote y temporada de muestreo.

Produccidn de vainas Limitacién
Temporada Lote polinizacion libre polinica

n Media E.E. Media E.E.
1 S1.1 18 0,37 0,07 0,31 0,08
1 S1.2 17 0,38 0,07 0,41 0,09
1 S2. 1 12 0,05 0,02 0,91 0,04
1 S22 13 0,32 0,04 0,59 0,06
1 S3_1 21 0,28 0,06 0,46 0,08
1 S3 2 17 0,41 0,06 0,35 0,08
1 S4 1 23 0,12 0,03 0,83 0,04
1 S4 2 20 0,03 0,02 0,88 0,06
1 S5_1 13 0,07 0,02 0,88 0,03
1 S5 2 20 0,12 0,04 0,84 0,05
1 S6_1 16 0,11 0,06 0,86 0,07
1 S6_2 21 0,08 0,02 0,79 0,05
1 S7_1 11 0,11 0,05 0,82 0,08
1 S7_2 26 0,36 0,04 0,38 0,06
1 S8 1 23 0,12 0,03 0,84 0,04
1 S8 2 12 0,31 0,05 0,61 0,06
2 S10 9 0,24 0,07 0,66 0,11
2 S11 18 0,05 0,02 0,8 0,08
2 S12 11 0,17 0,08 0,76 0,12
2 S13 9 0,04 0,01 0,86 0,06
2 S14 11 0,4 0,07 0,44 0,07
2 S15 16 0,08 0,02 0,9 0,03
2 S22 19 0,27 0,05 0,61 0,07
2 S3_3 19 0,39 0,06 0,38 0,08
2 sS4 1 23 0,07 0,01 0,9 0,02
2 S6_2 18 0,05 0,02 0,82 0,07
2 S9 29 0,06 0,02 0,83 0,04
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GLMM1_3.’
MOD1 = Produccion de frutos ~ (1]individuo) + Tratamiento, family=binomial

Analysis of Deviance Table (Type Il Wald chisquare tests)

Response: frutos
Chisq Df Pr(>Chisq)
tratamiento 17,303 4 0,001687 **

Signif, codes: 0 “***’ (0,001 “**’ 0,01 “*'0,05‘°0,1°"1

DHARMa residual

QQ plot residuals Within-group deviation from uniformity n.s.

Levene Test for homogeneity of variance n.s.

1.0

7 KS test p=0.89983
Deviation n.s.

R
i

08
I

06
1

Dispersion test: p= 0.96
Deviation n.s.

Observed

04

simulationOutput$scaledResiduals
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Outlier test: p=1

Deviation n.s. g | T L
=

T T T T T ] T T T T ]
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0.0
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Tabla Al1.4. Prueba de contrastes de Tukey GLMM, 3

Comparacion Estimacion Error Estandar Valor z Valor p
T1-TO 4,728 1,295 3,651 0,00240 **
T2-T0 4,728 1,295 3,651 0,00227 **
T3-T0 2,354 1,072 2,196 0,17716
T4-T0 3,793 1,170 3,241 0,01021 *
T2-T1 1,057e-05 1,045 0,000 1,00000
T3-T1 -2,374 1,015 -2,340 0,12919
T4-T1 -9,346e-01 9,945e-01 -0,940 0,87854
T3-T2 -2,374 1,015 -2,340 0,12930
T4-T2 -9,346 9,945e-01 -0,940 0,87855
T4-T3 1,440 8,889e-01 1,620 0,47827

Tabla A1.5. Numero de flores disparadas por inflorescencia, proporcién de flores disparadas
promedio (# flores disparadas /# flores totales por inflorescencia) y promedio flores en antesis por
inflorescencia de cada lote, con su error estandar (E.E) y el nimero de inflorescencias
cuantificadas (n),
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Flores disparadas

Proporcion flores

Flores en antesis

Campo Lote (promedio * E.E., n) disparadas (promedio + E.E., (promedio + E.E.,
n) n)
S1 L1 1,58 £ 0,15 n=73 0,40 £ 0,05 n=53 6,04 £ 0,64 n=53
S1 L2 2,28 + 0,18 n=93 0,72 £0,04 n=73 3,38 +0,23 n=73
S2 L3 0,69 £ 0,12 n=98 0,09 £ 0,02 n=78 10,14+ 0,57 n=78
S2 L4 1,44 £ 0,13 n=102 0,28 £ 0,03 n=82 7,6 £ 0,56 n=82
S3 L5 0,90 £ 0,18 n=59 0,09 £ 0,03 n=40 7,38 £ 0,42 n=40
S3 L6 1,31+0,15n=81 0,31 £ 0,05 n=40 5,53+ 0,44 n=40
S4 L7 0,15 £ 0,06 n=60 0,01 £ 0,01 n=60 10,08 £ 0,49 n=60
S4 L8 0,50 £ 0,11 n=60 0,07 £ 0,02 n=60 8,83 £ 0,4 n=60
S5 L9 0,5+0,11 n=100 0,04 £ 0,01 n=100 13,54 + 0,54 n=100
S5 L10 0,38 £ 0,08 n=99 0,04 £ 0,01 n=99 11,77 £ 0,56 n=99
S6 L11 0,46 £ 0,12 n=59 0,04 £ 0,01 n=59 11,78 £ 0,51 n=59
S6 L12 0,35 £ 0,09 n=60 0,04 £ 0,01 n=60 11,65 £ 0,53 n=60
S7 L13 1,00 + 0,16 n=60 0,09 £ 0,02 n=40 13,8 + 0,75 n=40
S7 L14 1,49 £ 0,26 n=51 0,13 £0,04 n=30 7,37 £0,63 n=30
S8 L15 0,45 £ 0,09 n=82 0,05 + 0,01 n=82 9,3+0,32 n=82
S8 L16 0,55 £ 0,09 n=77 0,07 £0,01 n=77 8,66 £ 0,41 n=77
Total 0,90 £ 0,04 n=1214 0,15+ 0,01 n=1033 9,44 £ 0,16 n=1033
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GLM M1_4.’

MOD = Produccion de frutos ~ (1|campo/lote) + proporcion disparadas + Polinizacién optima +
Distancia, family=binomial

Analysis of Deviance Table (Type Il Wald chisquare tests)

Chisq Df Pr(>Chisq)
proporcion 19,2479 1 1,148e-05 ***
distancia 4,2090 1 0,04021 *
pol_optima 1,3923 1 0,23802
Check for Multicollinearity
Low Correlation

Term VIF VIF 95% CI Increased SE Tolerance Tolerance 95% CI

proporcion 1,01 [1,00, 67,98] 1,01 0,99 [0,01, 1,00]
distancia 1,06 [1,01, 1,51] 1,03 0,94 [0,66, 0,99]
pol_optima 1,05 [1,00, 1,66] 1,02 0,95 [0,60, 1,00]

DHARMa residual

Residual vs. predicted
QQ plot residuals Quantile deviations detected (red curves)
Combined adjusted quantile test significant
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Anexo 2

Tabla A2.1. Tasa de visita de las diferentes especies de abejas sobre el cultivo de alfalfa.

" . Apis Megachile wild Exomalopsis | Bombus | Colletes | Megachile Melissodes Diadasia | Psaenythia Xylocopa Xylocopa | Augochloropsis quu.eza
Afio | Campo | Lote | Manejo mellifera rotundata bees sp. sp. sp. sp. ruphitorax sp. sp. splendidula spp. sp. abejas
(sum) silvestres
1 S1 L1 MR+ 0,0104 0,1106 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S1 L2 MR+ 0,0112 0,2320 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S2 L3 MR+ 0,0215 0,0084 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S2 L4 MR+ 0,0034 0,0552 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S3 L5 MR+ 0,0155 0,0140 0,0028 - - 0,0000 - 0,0028 - - 0,0000 0,0000 0,0000 1
1 S3 L6 MR+ 0,0074 0,1251 0,0052 - - 0,0000 - 0,0052 - - 0,0000 0,0000 0,0000 1
1 S4 L7 MR- 0,0089 - 0,0037 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0037 0,0000 1
1 S4 L8 MR- 0,0004 - 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S5 L9 MR- 0,0058 - 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S5 L10 MR- 0,0058 - 0,0036 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0036 1
1 S6 L11 MR- 0,0018 - 0,0047 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0047 0,0000 0,0000 1
1 S6 L12 MR- 0,0022 - 0,0028 - - 0,0028 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 1
1 S7 L13 MR+ 0,0267 0,0182 0,0061 - - 0,0020 - 0,0041 - - 0,0000 0,0000 0,0000 2
1 S7 L14 MR+ 0,0047 0,1055 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
1 S8 L15 MR- 0,0271 - 0,0066 - - 0,0066 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 1
1 S8 L16 MR- 0,0389 - 0,0000 - - 0,0000 - 0,0000 - - 0,0000 0,0000 0,0000 0
2 S2 L3 MR+ 0,0114 0,0660 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - 0
2 S3 L5 MR+ 0,0219 0,0455 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - 0
2 S4 L7 MR- 0,0450 - 0,0294 0,0204 0,0000 0,0011 0,0000 0,0029 0,0032 0,0000 0,0000 0,0019 - 5
2 S6 L12 MR- 0,0227 - 0,0073 0,0066 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - 2
2 S9 L17 MR- 0,0490 - 0,0043 0,0000 0,0000 0,0043 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - 1
2 S10 L18 MR- 0,0217 - 0,0112 0,0012 0,0018 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0077 - 4
2 S11 L19 MR- 0,0284 - 0,0024 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 - 2
2 S12 L20 MR- 0,0405 - 0,0067 0,0011 0,0000 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 - 3
2 513 L21 MR- 0,0179 - 0,0012 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - 2
2 S14 L22 MR- 0,0321 0,0041 0,0205 0,0082 0,0000 0,0041 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0041 0,0041 - 4
2 S15 L23 MR- 0,0220 - 0,0009 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - 2
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Modelos lineales mixtos (GLMM)
Variables

e L= limitacién polinica

o M= manejo (sitios MR+ y MR-)

e MR=tasa de visita de Megachile rotundata (visitas/tiempo/inflorescencia)

e AM= tasa de visita de Apis mellifera

e N =tasa de visita de abejas nativas, sumatoria de las tasas de visita de las diferentes especies de abejas silvestres (i,e, nativas)
e Riqueza= numero de especies de abejas silvestres,

e Distancia= distancias dentro del lote donde se midio la limitacidn polinica (borde y dentro del cultivo)

e lote = Lote donde se realizé el muestreo

GLMM,.1: Déficit de polinizacidon y manejo

L~ (1 |sitio/ lote) + manejo + distancia, dispformula="lote, Supuestos del modelo: paquete DHARMa (Hartig, 2020).
family=beta

DHARMa residual
AnaIVSis Of DeViance Table (Tvpe " Wald Chisquare teSts) QQplot residuals Within-group deviations from uniformity significant (red)

Levene Test for homogeneity of variance n.s.
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GLMM.,: SITIOS MR+

Modelo completo:

L ~(1|sitio/lote) +N + AM + MR + riqueza + distancia, dispformula= ~lote + afio, family = beta_family,

Multicolinearidad (VIF), Paquete performance (Liidecke et al., 2021),

Low Correlation
Term VIF  VIF 95% Cl Increased SE Tolerance Tolerance 95% Cl
AM _rs 1,47 [ 1,26, 1,84] 1,21 0,68 [0,54,0,79]
MR_rs 1,49[ 1,28, 1,87] 1,22 0,67 [0,53,0,78]

distancia 1,07 [ 1,01, 1,71] 1,03 0,94 [0,59,0,99]

High Correlation
Term VIF VIF 95% Cl Increased SE Tolerance Tolerance 95% Cl
N_rs 16,30 [12,44, 21,47] 4,04 0,06 [0,05,0,08]

riqueza 16,85 [12,85, 22,20] 4,10 0,06 [0,05,0,08]
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v' Como la riqueza y la tasa de visitas de abejas silvestres (N) estan correlacionadas, se hicieron dos modelos, uno solo con la riqueza y otro solo con N
y se seleccioné uno en base al AICy a los graficos de los supuestos del modelo,

df AIC
con riqueza 17 -204,2225
con frecuencia 17 -204,4693

Modelo con Riqueza

QQ plot residuals

DHARMa residual

« —_
KS test: p= 0.16438
[18]
o 7 L
Deviation n.s.
o —
o
o
[
2
@
w
e)
o o i
o
(o]
o
o
=g
T T T T
00 02 04 086
Expected

08

1.0

DHARMa residual

Residual vs. predicted
Quantile deviations detected (red curves)
Combined adjusted quantile test n.s.

I T T T 1 1
0.0 02 04 06 08 10

Model predictions (rank transformed)
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Modelo con N:

DHARMa residual

Residual vs. predicted

QQ plot residuals No significant problems detected
o _
KS test p= 0.16867
@ |
(=]
Deviation n.s.
©
3
o w
o @
el
x
o <
I
[a]
T T T T T 1
0.0 02 04 06 08 1.0
Expected Model predictions (rank transformed)

v" Se selecciond el modelo con N,



GLMM;; seleccion de modelos

v" El modelo con triple interaccidn no fue posible realizarlo con la cantidad de datos que tenemos,

v' Se realizé seleccién de modelos con ninguna, una y dos interacciones

m1 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs, dispformula= ~lote + afio, family = beta_family) #modeo sin interacciones

m2 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + N_rs:AM_rs, dispformula= ~lote + afio, family = beta_family)

m3 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + N_rs:MR_rs, dispformula= ~lote + afio, family = beta_family)

m4 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + AM_rs:MR_rs, dispformula= ~lote + afio, family = beta_family)

m5 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + N_rs:AM_rs + N_rs:MR_rs, dispformula= ~lote + afio, family = beta_family)

m6 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + N_rs:AM_rs + AM_rs:MR_rs, dispformula= ~lote + afio , family = beta_family)

m7 <- glmmTMB(L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + N_rs:MR_rs + AM_rs:MR _rs, dispformula= ~lote + afio , family = beta_family)

AIC

ml
m2
m3
m4
m5
mé
m7

df
17
18
18
18
19
19
19

AIC
-204,4693
-202,5903
-202,5094

NA
-200,6624
-205,0246

NA

Modelo seleccionado: m1, ya que la diferencia entre m1 con el resto de los modeos no es mayor
a 2 (salvo para el modeo 5) y el modeo 1 es mas simple, ya que no cuenta con interacciones entre
las variables.

96



Salidas del modelo GLMM,,

Family: beta ( logit )
Formula: L_beta ~ (1 |
Dispersion: ~lote + A

sitio/lote) + N_rs + AM_rs + MR_rs + distancia

AIC BIC TogLik deviance df,resid
-204,5 -150,9 119,2 -238,5 156
Random effects:
conditional model:
Groups Name variance Std,Dev,

Tote:sitio (Intercept) 7,096e-10 2,664e-05
sitio (Intercept) 2,719e-01 5,214e-01
Number of obs: 173, groups: Tlote:sitio, 9; sitio, 4

Conditional model:

Estimate Std, Error z value Pr(>|z|)

Analysis of Deviance Table

(Type II wald chisquare tests)

Response: L_beta
N_rs 2.1298
AM_rs 6.9092
MR_rs 0.1741

distancia 0.0139

Chisg Df Pr(>Chisq)

1
1
1
1

0.144456
0.008575 **
0.676506
0.906300

Supuestos del modelo: pagquete DHARMa (Hartig, 2020).

DHARMa residual

QQ plot residuals

KS test p=0.15184

Deviation n.s

(Intercept) -0,60125 0,48961 -1,228 0,21944

N_rs 2,25345 1,54410 1,459 0,14446

AM_rs 3,09114 1,17600 2,628 0,00858 *=*

MR_rs -0,26624 0,63810 -0,417 0,67651

distanciacultivo 0,02329 0,19785 0,118 0,90630 o

Dispersion model: N
Estimate Std, Error z value Pr(>|z]|)

(Intercept) -0,3145 0,2756 -1,141 0,2538 o |

lotesl_2 0,0394 0,3830 0,103 0,9181 3

lotes2_1 0,4644 0,4940 0,940 0,3471 g

lotes2_2 1,8153 0,4645 3,908 9,29e-05 *** 31

Totes3_0 1,4486 0,5839 2,481 0,0131 *

lotes3_1 -0,1815 0,3562 -0,509 0,6104 o

lotes3_2 0,2100 0,3960 0,530 0,5958 °

lotes7_1 0,7323 0,5154 1,421 0,1554 )

lotes7_2 0,3785 0,3534 1,071 0,2842 s- £

AN02020 -1,1384 0,4497 -2,532 0,0114 * 0

Expected

DHARMa residual

1.00

075

050

0.

0.00

Residual vs. predicted
No significant problems detected

°° 8 o © o o o
]
AN .
o
o !
80 o o8
2
9 S 5
°o§ 8 .
] a8 o
g 8
£ 8 < o
8 /
8 S °

Model predictions (rank transformed)
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GLMM,.3: Sitios MR-

Modelo completo:

L_beta ~(1]sitio/lote) +N_rs + AM_rs + riqueza + distancia, dispformula = ~lote + afio, family = beta_family

Multicolinearidad (VIF), Paquete performance (Liidecke et al., 2021),

Low Correlation

Term VIF

N_rs 4,83
AM_rs 1,27
riqueza 4,53
distancia 1,05

VIF 95% CI Increased SE Tolerance Tolerance 95% CI

(0,17, 0,25]
(0,67, 0,87]
(0,18, 0,27]

(4,02, 5,86] 2,20 0,21
[1,15, 1,49] 1,13 0,79
[3,77, 5,49] 2,13 0,22
(1,01, 1,50] 1,03 0,95

(0,67

, 0,99]

v" No hay autocorrelacién entre las variables, aunque riqueza y N estan cerca del limite de VIF=5
v' Segun el grafico de supuestos del modelo generado con DHARMa, hay ciertos problemas de ajuste,

QQ plot residuals

KS test: p= 0.00056

DHARMa residual

©
@
Deviation significant
© ]
o - =
b st p=0.84
z
©
@
2
© <
=]
o~
=]
o
=]
T T T T T
00 02 04 06 08
Expected

Residual vs. predicted
Quantile deviations detected (red curves)
Combined adjusted quantile test significant
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Seleccion de modelos

v' Se realizaron modeos con y sin la variable riqueza y con interacciones entre las diferentes variables
m1=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) + N_rs + AM_rs + riqueza + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m2=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +N_rs * AM_rs *riqueza + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m3=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +N_rs * AM_rs + riqueza + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m4=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +N_rs+ AM _rs + N_rs:riqueza + riqueza:AM_rs+ riqueza + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m5=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +N_rs * AM _rs + riqueza:AM_rs+ riqueza + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m6=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +N_rs + AM_rs + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m7=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +N_rs * AM_rs + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)
m8=glmmTMB(L_beta~(1]sitio/lote) +riqueza + AM_rs + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)

m9=glmmTMB(L_beta~(1|sitio/lote) +riqueza * AM_rs + distancia, dispformula = ~lote + A, family = beta_family)

df AIC
ml 23 -640,9750
m% 5171 :gﬁ : ggéj Se selecciond el modelo m7, ya que, aunque el AIC fue
m‘s'r %g -gjg.ﬂ-g% igual que para el m4, el m7 es mas simple.
m - )
m6 22 -640,3378
m7 23 -646,0590
m8 22 -639,3433
m9 23 -639,3279



Salidas del modelo GLMM,,

Family: beta (logit)

Formula: L_beta ~ (1 | sitio/lote) + N_rs * AM_rs + di

stancia
Dispersion: ~lote + A
AIC BIC TogLik deviance df,resid
-646,1 -561,5 346,0 -692,1 269

Random effects:

Conditional model:

Groups Name variance Std,Dev,

Tote:sitio (Intercept) 1,389%e-01 3,727e-01

sitio (Intercept) 2,795e-09 5,286e-05

Number of obs: 292, groups: Tlote:sitio, 15; sitio, 11
conditional model:

Estimate std, Error z value Pr(>|z])

(Intercept) 1,86296 0,24620 7,567 3,82e-14
Q;rs -4,08331 1,28798 -3,170 0,00152
QM_rs -0,97168 0,48592 -2,000 0,04553
distanciacultivo 0,02113 0,13428 0,157 0,87494
g;rs:AM_rs 6,26357 2,17997 2,873 0,00406
Signif, codes: 0 ‘***’ (0,001 ‘**’ 0,01 ‘*’ 0,05 “,” O
,1‘11

Dispersion model:

Estimate Sstd, Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) -0,3521 0,5010 -0,703 0,48226
Totes11l 0 -0,2634 0,5016 -0,525 0,59956
Totes12_0 -0,5123 0,5303 -0,966 0,33404
Totes13_0 0,6615 0,6155 1,075 0,28251
lTotes14_0 0,6540 0,5703 1,147 0,25145
Totes15_0 1,3737 0,5756 2,387 0,01700 *

lTotes4_1 1,4269 0,5024

lotes4_2 0,3157 0,5760
lotes5_1 2,0696 0,6397
lTotes5_2 0,8438 0,5810
lTotes6_1 0,1663 0,5781
lotes6_2 0,8103 0,4766
lotes8_1 1,4213 0,5803
lotes8_2 1,8332 0,6238
Totes9_0 0,2162 0,4917
A2020 0,5893 0,2988

2,840 0,00450 **
0,548 0,58368
3,235 0,00121 **
1,452 0,14643
0,288 0,77354
1,700 0,08905 .
2,449 0,01431 *
2,939 0,00329 **
0,440 0,66019
1,973 0,04855 *

Analysis of Deviance Table (Type IITI wald chisquare te

sts)

Response: L_beta
Chisq Df Pr(>Chisq)

(Intercept) 57,2575 1 3,823e-14 *¥*

N_rs 10,0510 1 0,001523 **
AM_rs 3,9988 1 0,045533 =*
distancia 0,0248 1 0,874935

N_rs:AM_rs 8,2555 1 0,004063 **

DHARMa residual

QQ plot residuals

IS test: p= 003264

08
L

Deviation significant

Observed
06

04

02
L

Expected

DHARMa residual

1.00

075

050

0.25

Model predictions (rank transformed)
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Anexo 3

Tabla A3,1, Valores de N, media y error estandar (SE) para cada subcomponente de las especies de polinizadores,

Tasa de visitas

Tasa de formacion de vainas

Pollinator Temporada 1 Temporada 2 Tasa de flores disparadas Polinizacién bitica cr::;:;‘:;c;?‘:al
Niots t media | ee Niots t mean | t ee Np | Na | mean | * ee Nq | mean | t ee mean | £ | ee
Apis mellifera 16 | 790 | 1,269 | +| 0,153 | 11 | 1510 3,756 | +| 0,355 | 42 | 273 | 0,142 | +| 0,0349 | 11 | 0,667 | £+ | 0,167 | 0,889 | +| 0,11
Augochloropsis sp. 16 | 790 | 0,002 | +| 0,002 | 11 | 1510 - t - l6 | 62 | 0541 | +| 0,031 |11 | 05 |+ 0,167 | 0,778 | £| 0,15
Colletes sp. 16 | 790 | 0,005 |+ | 0,003 | 11 | 1510 | 0,006 | +| 0,002 | 7 | 29 | 0,976 | +| 0,0238 | 7 0,2 | +]|0,122 04 |+|025
Megachile rotundata | 10 | 415 | 0,477 | £| 0,128 | 2 320 | 0,203 |+ | 0,069 | 6 | 34 | 0872 |+£|0,0465| 9 | 0,25 | +| 0,171 | 0,333 | £| 0,21
Xylocopa spp. 16 | 790 | 0,001 | +| 0,001 | 11 | 1510 | 0,008 | +| 0,003 | 9 | 160 | 0,974 | £| 0,0221 |12 | 0,738 | £ | 0,145 1 | 0
Xylocopa splendidula | 16 | 790 | 0,001 | £ | 0,001 | 11 | 1510 | 0,001 | £ | 0,001 | 15| 109 | 0,907 | £ | 0,0522 | 17 | 0,738 | £ | 0,125 | 0,714 | + | 0,18
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Tabla A3.2. Valores medios desagregados de la tasa de visitas (nimero de visitas por minuto) por lote y temporada.

Temporada | Lote Apis mellifera Augochloropsis sp. Colletes sp. x:gg;’::: at::'i I;;;Z’; :sis s;))(l};l :;?:uza
1 L1 1,10 - - 0,46 - -
1 L2 1,40 - - 1,15 - -
1 L3 2,08 - - 0,06 - -
1 L4 0,51 - - 0,45 - -
1 L5 2,80 - - 0,20 - -
1 L6 0,56 - - 0,76 - -
1 L7 1,17 - - - - 0,02
1 L8 0,10 - - - - -
1 L9 0,77 - - - - -
1 L10 1,12 0,03 - - - -
1 L11 0,16 - - - 0,02 -
1 L12 0,50 - 0,05 - - -
1 L13 3,08 - 0,02 0,28 - -
1 L14 0,27 - - 0,27 - -
1 L15 1,62 - 0,02 - - -
1 L16 2,13 - - - - -
2 L17 5,81 - 0,01 - - -
2 L18 1,27 - 0,01 - 0,06 -
2 L19 2,64 - 0,01 - - -
2 L4 1,65 - - 0,24 - -
2 L5 1,37 - - 0,19 - -
2 L20 4,26 - 0,03 - - -
2 L21 3,12 - 0,01 - - -
2 L22 10,75 - 0,05 0,05 0,05 0,05
2 L23 5,61 - - - - -
2 L7 7,29 - 0,01 - 0,01 -
2 L12 3,31 - - - - -
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Observed

Modelos lineales:

Componente QNC: GLMMs; ;: Subcomponente 1 (tasa de visitas).

Family: nbinom2 (log)

Formula: visitas ~ (1 | lote) + afio + especie + offset(log(t))

Supuestos del modelo

DHARMa residual

Residual vs. predicted

QQ plot residuals No significant problems detected

|
1.00
|

Expected

Model predictions (rank transformed)
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Multicolinearidad (VIF)

Term VIF VIF95% Cl Increased SE Tolerance Tolerance 95% Cl

a 1,09 [1,03, 1,22] 1,04 0,92 [0,82, 0,97]
sp 1,09 [1,03, 1,22] 1,04 0,92 [0,82,0,97]
Salida del modelo
AIC  BIC loglLik deviance df.resid
1965,6 2007,9 -973,8 1947,6 805

Random effects:
Groups Name Variance Std.Dev.

lote  (Intercept) 0,129 0,3591

Number of obs: 814, groups: |, 24

Dispersion parameter for nbinom2 family (): 0,707
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Conditional model:

Estimate Std, Error z value Pr(>]|z|)
(Intercept) 0,4401 0,1638 2,686 0,007223 **
afo2 0,7206 0,2057 3,502 0,000461 ***
spAugochloropsis sp. -6,3911 0,7341 -8,706 < 2e-16 ***
spColletes sp. -6,1896 0,3216 -19,247 < 2e-16 ***

spM, rotundata -1,3595 0,2268 -5,994 2,05e-09 ***

Tabla A3,3, Prueba de contrastes de Tukey GLMMS3 ;:

spX, splendidula -8,0598 0,7262 -11,098 < 2e-16 ***

spXycolopa spp. -6,2293 0,3259 -19,117 < 2e-16 ***

Analysis of Deviance Table (Type Il Wald chisquare tests)

Chisq Df
12,266 1

especie 802,881 5

Pr(>Chisq)
0,0004612 ***

< 2,2e-16 ***

Contrastes Estimador Error estandar Estadistico Valor p ajustado

Augochloropsis sp. - Apis mellifera -5,228624811 1,00500603 -5,20258054 1,37E-06
Colletes sp. - Apis mellifera -4,34937872 0,315033444 -13,8060857 0
Megachile rotundata - Apis mellifera -1,110246124 0,195830152 -5,66943402 8,61E-08
Xylocopa spp. - Apis mellifera -4,445151049 0,329235449 -13,5014351 0
Xylocopa splendidula - Apis mellifera -6,05960186 0,713022497 -8,49847218 2,22E-16
Colletes sp. - Augochloropsis sp. 0,879246091 1,048546824 0,83853775 0,949502478
Megachile rotundata - Augochloropsis sp. 4,118378687 1,017285877 4,04839857 0,000542486
Xylocopa spp. - Augochloropsis sp. 0,783473763 1,052891109 0,74411661 0,96956967
Xylocopa splendidula - Augochloropsis sp. -0,830977048 1,228252494 -0,6765523 0,979937212
Megachile rotundata - Colletes sp. 3,239132596 0,356177462 9,09415372 0
Xylocopa spp. - Colletes sp. -0,095772328 0,436903348 -0,21920713 0,999907048
Xylocopa splendidula - Colletes sp. -1,710223139 0,768697017 -2,22483385 0,187726069
Xylocopa spp. - Megachile rotundata -3,334904925 0,368774785 -9,04320215 0
Xylocopa splendidula - Megachile rotundata -4,949355736 0,732130167 -6,76021281 6,56E-11
Xylocopa splendidula - Xylocopa spp. -1,614450811 0,774592565 -2,08425808 0,249746903
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GLMM:; ;: Subcomponente 2 (tasa de disparo floral)

Formula = cbind(disp, no_disp) ~ especie, family = binomial

Coefficients:

Estimate Std.  Errorzvalue Pr(>|z])

(Intercept) -2,3394 0,2137 -10,945
spAugochloropsis sp. 2,4686 0,3324 7,427
spColletes sp. 5,6716 11,0399 5,454
spM, rotundata 4,0973 0,5293 7,741

spXylocopa spp, 6,7088 0,7429 9,030
spX, splendidula 4,8751 0,4250 11,472

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 707,64 on 94 degrees of freedom
Residual deviance: 156,37 on 89 degrees of freedom
AIC: 233,77

Number of Fisher Scoring iterations: 5
Analysis of Deviance Table (Type Il tests)

Chisqg Df Pr(>Chisq)
Especie 551,27 5 <2,2e-16 ***

< 2e-16 ***
1,11e-13 ***
4,92e-08 ***
9,88e-15 ***
< 2e-16 ***
< 2e-16 ***

DHARMa residual

QQ plot residuals

10
1.00

0.8
1

KS test: p= 0.52505 tg@*&

0.75

Observed
08

04

simulationOutput$scaledResiduals
025 050

02
1

il o
(=T S
< o

Within-group deviation from uniformity n.s.
Levene Test for homogeneity of variance n.s.

0.0 0.2 04 06 08 1.0 0.236263736263736

Expected

0.791208791208791

catPred
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Tabla A3.4. Comparacion de medias de Tukey GLMMs ,

Contrastes Estimador Error estandar Estadistico Valor p ajustado

Augochloropsis sp. - A. mellifera 2,468611 0,332368034 7,42734122 5,23E-13
Colletes sp. - A. mellifera 5,671604 1,039885634 5,45406475 7,20E-07
M. rotundata - A. mellifera 4,097257 0,529306603 7,74080082 9,19E-14
X. spp. - A. mellifera 6,708847 0,742940737 9,03012391 0

X. splendidula - A. mellifera 4,875078 0,424951422 11,4720831 0
Colletes sp. - Augochloropsis sp. 3,202993 1,0490306 3,05328823 0,022869218
M. rotundata - Augochloropsis sp. 1,628646 0,547054428 2,9771191 0,029029033
X. spp. - Augochloropsis sp. 4,240236 0,755687771 5,61109532 3,16E-07
X. splendidula - Augochloropsis sp. 2,406467 0,446863266 5,38524293 5,87E-07
M. rotundata - Colletes sp. -1,57435 1,127014716 -1,3969175 0,700261812
X. spp. - Colletes sp. 1,037243 1,241755865 0,83530376 0,954595621
X. splendidula - Colletes sp. -0,79653 1,081933639 -0,7362055 0,973567537
X. spp. - M. rotundata 2,61159 0,860674722 3,03435185 0,024508825
X. splendidula - M. rotundata 0,777821 0,607769486 1,27979616 0,77198102
X. splendidula - X. spp. -1,83377 0,800736666 -2,2901023 0,174129925
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GLMM:; 3: Subcomponente 2 (probabilidad de formacion de frutos)

Family: binomial (logit)
Formula: cbind (frutos_formados, no_formados) ~ (1 | ind) + tratamiento
(“tratamiento” corresponde a las 6 especies y la polinizacidn cruzada)

DHARMa residual

QQ plot residuals Within-group deviation from uniformity n.s

A|C BIC |0g|.|k dEVia nce df,FESid Levene Test for homogeneity of variance n.s
134,4 154,2 -59,2 1184 79

1.00
|

i
SAelE

KS test: p= 075549

078

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q MaX 24 Deviation n.s.
-1,6936 -0,8344 0,4990 0,6472 1,1243

Observed
simulationOutput$scaledResiduals
050

25

Random effects:

Groups Name Variance Std,Dev,
ind (Intercept) 0,5289 0,7272

Number of obs: 87, groups: ind, 44 o - M - - T S O

Expected catPred

o | 4 4
g J -
o

Fixed effects:
Estimate Std, Error z value Pr(>]|z|)

(Intercept) 0,4261 0,7294 0,584 0,559
tratamientoAugochloropsis sp, -0,2928 11,0054 -0,291 0,771
tratamientoColletes sp, -1,6348 1,1599 -1,409 0,159
tratamientoPolinizacién cruzada 0,6757 0,8169 0,827 0,408
tratamientoM, rotundata -1,0528 11,1005 -0,957 0,339
tratamientoXylocopa spp, 0,8487 11,0346 0,820 0,412
tratamientoX, splendidula 0,6028 0,9759 0,618 0,530

Analysis of Deviance Table (Type Il Wald chisquare tests)

Response: ps
Chisq Df Pr(>Chisq)
tratamiento 9,9239 6 0,1279
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Tabla A3,5, Comparaciones de Tukey GLMMs 3:

Contrastes Estimador E.E. Estadistico Valor p ajustado

A. mellifera - Augochloropsis sp. 0,2928154 1,005393 0,291245 0,999951
A. mellifera - Colletes sp. 1,6347874 1,159901 1,409419 0,797016
A. mellifera - Polinizacion cruzada -0,675747 0,816889 -0,82722 0,982211
A. mellifera - M. rotundata 1,0527827 1,100499 0,956641 0,963024
A. mellifera - X. spp. -0,848709 1,034632 -0,8203 0,982966
A. mellifera - X. splendidula -0,60275 0,975872 -0,61765 0,996281
Augochloropsis sp. - Colletes sp. 1,341972 1,139678 1,177501 0,90279
Augochloropsis sp. - Polinizacion cruzada -0,968562 0,800894 -1,20935 0,890844
Augochloropsis sp. - M. rotundata 0,7599673 1,083522 0,701386 0,992557
Augochloropsis sp. - X. spp. -1,141524 1,005479 -1,1353 0,917314
Augochloropsis sp. - X. splendidula -0,895565 0,965022 -0,92803 0,968162
Colletes sp. - Polinizacion cruzada -2,310534 0,972422 -2,37606 0,208684
Colletes sp. - M. rotundata -0,582005 1,221531 -0,47645 0,999136
Colletes sp. - X. spp. -2,483496 1,165118 -2,13154 0,333907
Colletes sp. - X. splendidula -2,237537 1,108639 -2,01827 0,402892
Polinizacion cruzada - M. rotundata 1,7285292 0,89106 1,939858 0,453698
Polinizacién cruzada - X. spp. -0,172962 0,832978 -0,20764 0,999993
Polinizacion cruzada - X. splendidula 0,0729964 0,711262 0,102629 1

M. rotundata - X. spp. -1,901491 1,109033 -1,71455 0,606217
M. rotundata - X. splendidula -1,655533 1,036408 -1,59738 0,684091
X. spp. - X. splendidula 0,2459587 0,991268 0,248125 0,999981
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Tabla A3.6. Valores de los componentes y subcomponentes de la EP, Valores de la EP, QNC y QCL de cada especie con IC del 95%, Los valores se
obtuvieron promediando 100 valores medios de 100 muestras, cada una obtenida por 1000 remuestreos bootstrap para los datos empiricos,

Especie EP Qe aic
IC superior media IC inferior | IC superior media IC inferior | IC superior media IC inferior
Apis mellifera 0,221 0,220 0,219 0,347 0,345 0,344 0,638 0,637 0,636
Augochloropsis sp. 0,003 0,003 0,003 0,005 0,005 0,005 0,549 0,548 0,547
Colletes sp. 0,002 0,002 0,002 0,007 0,007 0,007 0,286 0,285 0,284
Megachile rotundata 0,118 0,117 0,117 0,352 0,351 0,350 0,336 0,335 0,334
Xylocopa spp. 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005 0,005 0,750 0,749 0,748
Xylocopa splendidula 0,004 0,004 0,004 0,006 0,006 0,006 0,706 0,705 0,704
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Tabla A3.7. Importancia relativa de los subcomponentes (%) y valores de IC (estimaciones Img). En primer lugar, se realizé un modelo lineal para cada
especie de la siguiente manera: EPespecie ~ Tasa de visitas + Tasa de disparo floral + Probabilidad de formacidn de vainas (los valores de EP fueron
transformados a su raiz cuadrada para realizar el modelo lineal con distribucion gaussiana). Luego, se calculd la importancia relativa de los tres
subcomponentes, las diferencias por pares y los intervalos de confianza con el paquete relaimpo usando la métrica Img.

. . Porcentaje de Cl
Especie Variable ., - -
variacion Inferior Superior

Apis mellifera Disparo floral 56% 0,5261 0,5957
Apis mellifera Tasa visitas 34% 0,3077 0,372

Apis mellifera Formacion de vainas 10% 0,0805 0,1164
Colletes sp. Disparo floral 0% 0,0001 0,0045
Colletes sp. Tasa visitas 87% 0,8391 0,8924
Colletes sp. Formacion de vainas 13% 0,1043 0,1582
Augochloropsis sp. Disparo floral 1% 0,0067 0,0109
Augochloropsis sp. Tasa visitas 93% 0,9073 0,9459
Augochloropsis sp. Formacién de vainas 6% 0,0416 0,0816
Megachile rotundata Disparo floral 0% 0,001 0,0078
Megachile rotundata Tasa visitas 73% 0,697 0,7547
Megachile rotundata Formacion de vainas 27% 0,2421 0,2988
Xylocopa spp. Disparo floral 0% 0,0001 0,0052
Xylocopa spp. Tasa visitas 98% 0,9673 0,982

Xylocopa spp. Formacion de vainas 2% 0,0145 0,029

Xylocopa splendidula Disparo floral 0% 0,0007 0,0053
Xylocopa splendidula Tasa visitas 99% 0,979 0,9878
Xylocopa splendidula Formacidn de vainas 1% 0,0069 0,0139
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Anexo 4

Tabla A4.1 Frecuencia de visita de polinizadores.

Bordes de cultivo
Orden Familia Especie /morfoespecie Fre/chu:rr;ua
Coleoptera Cantaridos Chauliognathus scriptus Germ. 219,52
Coleoptera Coleoptera Coleoptera sp. 1 0,86
Coleoptera Chrysomelidae Chrysomelidae sp. 1 5,37
Coleoptera Curculionidae Curculionidae sp. 1 1,85
Coleoptera Melyridae Astylus quadrilineatus Germ. 3,63
Diptera Bombyliidae Bombyliidae sp. 1 4,62
Diptera Bombyliidae Heterostylum hirsutum 3,69
Diptera Bombyliidae Bombyliidae sp. 4 3,63
Diptera Bombyliidae Parasystoechus sp. 2,64
Diptera Bombyliidae Bombyliidae sp. 2 1,61
Diptera Bombyliidae Bombyliidae sp. 3 0,86
Diptera Bombyliidae Bombyliidae sp. 5 0,86
Diptera Nemestrinidae Neorhynchocephalus 5,41
Diptera SarcophagidaeSarcophagidae | Sarcophagidae sp.1 45,22
Diptera Sarcophagidae Oxysarcodexia varia Walker 11,42
Diptera Sarcophagidae Sarcophagidae sp.2 2,42
Diptera Sarcophagidae Sarcophagidae sp. 3 0,92
Diptera Syrphidae Allograpta sp. 70,76
Diptera Syrphidae Eristalis sp. 14,77
Diptera Syrphidae Toxomerus sp. 1 14,07
Diptera Syrphidae Syritta flaviventris 7,94
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Diptera Syrphidae Copestylum sp. 3,69
Diptera Syrphidae Syrphidae spp. 1,85
Diptera Tachinidae Tachinidae sp. 1 1,67
Hymenoptera Andrenidae Callonychium sp. 1 11,66
Hymenoptera Andrenidae Rophitulus sp. 1 3,69
Hymenoptera Andrenidae Parapsaenythia puncticutis Vachal 0,86
Hymenoptera Andrenidae Psaenythia sp. 1 0,75
Hymenoptera Apidae Apis mellifera L. 1171,83
Hymenoptera Apidae Melissodes (Ecplectica) rufithorax Bréthes 54,36
Hymenoptera Apidae Diadasia sp. 5,37
Hymenoptera Apidae Xylocopa spp. 5,27
Hymenoptera Apidae Ceratina (Rhysoceratina) pusilla Roig Alsina 3,63
Hymenoptera Apidae Isepeolus viperinus Holmberg 3,49
Hymenoptera Apidae Bombus (Thoracobombus) bellicosus Smith 2,70
Hymenoptera Apidae Melisoptila sp. 1 1,78
Hymenoptera Apidae Melissoptila tandilensis Holmberg 1,61
Hymenoptera Apidae Alepidoceles filitarsis Vachal 0,92
Hymenoptera Apidae Melissoptila sp. 2 0,92
Hymenoptera Apidae Svastra bombylans Holmberg 0,92
Hymenoptera Apidae Bombus (Thoracobombus) pauloensis Friese 0,86
Hymenoptera Apidae Ceratina (Crewella) sp.2 0,86
Hymenoptera Apidae Exomalopsis sp. 1 0,86
Hymenoptera Chalcididae Chalcididae sp. 1 2,25
Hymenoptera Colletidae Caupolicana sp. 1 1,71
Hymenoptera Colletidae Colletes sp.1 0,86
Hymenoptera Colletidae Leioproctus sp. 0,75
Hymenoptera Crabronidae Rubrica sp. 12,26
Hymenoptera Crabronidae Crabronidae spp. 0,92
Hymenoptera Sphecidae Ammophila sp. 8,04
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Hymenoptera Sphecidae Prionyx sp. 3,35
Hymenoptera Sphecidae Trachypus petiolatus Spinola 1,85
Hymenoptera Sphecidae Sphecidae sp. 1 0,92
Hymenoptera HalictidaeHalictidae Lasioglossum (Dialictus) sp. 142,31
Hymenoptera HalictidaeHalictidae Pseudagapostemon sp. 7,78
Hymenoptera HalictidaeHalictidae Augochloropsis sp. 1 4,35
Hymenoptera HalictidaeHalictidae Caenohalictus thamyris Jorgensen 0,86
Hymenoptera Megachilidae Megachile rotundata Fabricius 158,51
Hymenoptera Megachilidae Megachile (Pseudocentron) sp. 4,29
Hymenoptera Megachilidae Megachile (Acentron) sp. 1,71
Hymenoptera Megachilidae Megachile (Chrysosarus) jenseni Friese 0,75
Hymenoptera Mordellidae Mordellidae sp. 1 1,85
Hymenoptera Pompilidae Pompilidae sp. 2 1,85
Hymenoptera Pompilidae Pompilidae sp. 1 0,86
Hymenoptera Scolidae Campsomeris sp. 1,71
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp. 1 20,24
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp. 6 2,53
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp. 3 1,71
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp. 2 0,86
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp. 4 0,86
Hymenoptera Vespidae Polistes sp. 0,86
Hymenoptera Vespidae Vespidae sp. 5 0,75
Lepidoptera Lycanidae Strymon eurytulus Hibner 14,31
Lepidoptera Pieridae Tatochila sp. 12,35
Lepidoptera Hesperiidae Heliopyrgus americanus Blanchard 5,27
Lepidoptera Nymphalidae Vanessa sp. 2,77
Lepidoptera Hesperiidae Hylephila phyleus Drury 2,64
Lepidoptera Pieridae Eurema deva Doubleday 1,71
Lepidoptera Nymphalidae Danaus sp. 1,50
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Lepidoptera Hesperiidae Hylaeus sp. 0,92
Lepidoptera Lepidoptera Lepidoptera spp. 0,92
Lepidoptera Hesperiidae Lerodea eufala 0,86
Cultivo
Grupo Familia Especie /morfoespecie Fre/chu:rr;aa
Coleoptera Cantharidae Chauliognathus scriptus 105,75
Diptera Bombyliidaes Heterostylum sp. 6,54
Diptera Bombyliidaes Bombyliidaesp. 4 1,20
Diptera Nemestrinidae Neorhynchocephalus sp. 8,57
Diptera Oestridae Oestridae sp. 1 1,20
Diptera Sarcophagidae Oxysarcodexia varia 20,13
Diptera Sarcophagidae Palpada sp. 3,97
Diptera Sarcophagidae Sarcophagidae sp. 1 3,90
Diptera Sarcophagidae Sarcophagidae sp. 2 0,92
Diptera Syrphidae Allograpta sp. 76,97
Diptera Syrphidae Toxomerus sp. 1 7,96
Diptera Syrphidae Syritta sp. 4,46
Diptera Syrphidae Eumerus strigatus Fallén 1,20
Diptera Syrphidae Copestylum sp. 1,20
Diptera Syrphidae Eristalis sp. 0,92
Hymenoptera Andrenidae Rophitulus sp. 1 2,40
Hymenoptera Andrenidae Acamptopoeum prinii Holmberg 0,92
Hymenoptera Apidae Apis mellifera 1436,20
Hymenoptera Apidae Melissodes ruphitorax 22,17
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Hymenoptera Apidae Diadasia sp. 7,85
Hymenoptera Apidae Xylocopa spp. 4,52
Hymenoptera Apidae Bombus paulensis 1,20
Hymenoptera Apidae Exomalopsis sp. 2 1,20
Hymenoptera Apidae Melissoptila sp. 2 1,20
Hymenoptera Colletidoae Colletes sp.1 4,99
Hymenoptera Crabronidae Rubrica sp. 0,92
Hymenoptera HalictidaeHalictidae | Lasioglossum (Dialictus)sp. 17,18
Hymenoptera Halictidae Augochloropsis sp. 1 2,77
Hymenoptera Halictidae Pseudagapostemon sp. 1,09
Hymenoptera Megachilidae Megachile rotundata 173,40
Hymenoptera Pompilidos Pompilidae sp.1 0,92
Hymenoptera Vespidaes Avispa sp. 1 4,80
Hymenoptera Vespidaes Avispa sp. 6 1,20
Hymenoptera Vespidaes Avispa sp. 7 0,92
Lepidoptera Lycanidae Strymon eurytulus 12,84
Lepidoptera Pieridae Tatochila sp. 5,89
Lepidoptera Nymphaliidae Danaus sp. 1,20
Lepidoptera Hesperiidae Hylephila phyleus 0,92
Lepidoptera Nymphaliidae Agraulis vanilla L. 0,86
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Tabla A4.2. Abundancias de las especies de plantas.

Abundancia . . N° de
- . . . . Abundancia relativa
Familia Especie planta Ciclo de vida Porte Origen acumulada . lotes
. (promedio + E.E.)
(promedio + E.E.) presente
Aizoaceae Sesuvium portulacastrum L. Perenne Hierba Nativa 16,00 |+ - 0,02 | + - 1
. . . Anual
+ + -
Apiaceae Visnaga daucoides Gaertn. /Bianual Hierba Introducida 56,38 | +| 54,22 | 0,02 | £+ | 2,40E-02 4
e s Anual
+ + -
Asteraceae Centaurea solstitialis L. /Bianual Hierba Introducida 2090,33 | + | 842,99 | 0,27 | £ | 8,70E-02 14
Tessaria absinthioides (Hook. &
+ + -
Asteraceae Arn.) DC. Perenne Hierba Nativa 1222,64 | £ 997,20 | 0,22 | £ | 1,30E-01 6
. Anual
+ + -
Asteraceae Centaurea calcitrapa L. /Bianual Hierba Introducida 537,88 | + | 260,05 | 0,08 | + | 4,10E-02 4
o Arbusto /
Asteraceae Baccharis ulicina Hook. & Arn. Perenne . 487,00 | £ | 157,00 | 0,08 | + | 1,80E-02
Subarbusto Nativa 2
Asteraceae Baccharis salicifolia (Ruiz & Pav.) | o 0o Arbusto / . 269,20 | + | 264,21 | 0,04 | + | 3,50E-02
Pers. Subarbusto Nativa 5
L . Anual
+ + -
Asteraceae Conyza bonariensis (L.) Cronquist /Bianual Hierba Nativa 251,14 | +| 207,95 | 0,02 | + | 1,20E-02 7
. . Anual
+ + -
Asteraceae Matricaria chamomilla L. /Bianual Hierba Introducida 242,25 | +| 99,25 [ 0,06 | +| 2,80E-02 4
. . . Anual
+ + -
Asteraceae Cichorium intybus L. /Bianual Hierba Introducida 235,50 |+ | 95,50 | 0,08 | +| 2,00E-02 5
Anual
L. 121 + + | 2,30E-02
Asteraceae Carduus nutans /Bianual Hierba Introducida ,80 54,63 | 0,04 ,30E-0 15
. . Arbusto /
D.D + - 1|+ -
Asteraceae Chuquiraga erinacea on Perenne Subarbusto Nativa 35,00 0,0 1
Anual
irsi i . 21 +| 12 + | 2,50E-
Asteraceae Cirsium vulgare (Savi) Ten /Bianual Hierba Introducida ,69 ,37 | 0,00 ,50E-03 8
Asteraceae Cynara cardunculus L. Perenne Hierba Introducida 7,50 +| 535 |000|+| 1,60E-03 3
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Asteraceae

Grindelia sp.

Perenne

Arbusto /

7,00

I+

0,00

I+

Subarbusto Nativa 1
Asteraceae Sonchus s Anual 367 |+| 2,19 |0,00|+| 880E-04
P: /Bianual Hierba Introducida ! - ! ! B ! 3
Asteraceae Helianthus annuus L Anual 1,00 * - 0,00 | + -
) /Bianual Hierba Introducida ! - ! B 1
Boraginaceae Heliotropium curassavicum L. Perenne Hierba Nativa 432,25 | +| 287,54 0,17 | £| 1,10E-01 4
. Hirschfeldia incana (L.) Lagr.- Anual
B 1849,17 | + 41 22 | £ E-02
rassicaceae Foss. /Bianual Hierba Introducida 849, 941,86 | 0, 6,80E-0 9
Brassicaceae Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. Perenne Hierba Introducida | 1050,05 | + | 482,23 | 0,20 | + | 6,20E-02 16
. . Anual
+ + -
Brassicaceae Raphanus sativus L. /Bianual Hierba Introducida 44490 | £ | 425,62 | 0,09 | £| 8,80E-02 5
. . Anual
+ - + .
Brassicaceae Rapistrum rugosum (L.) All. /Bianual Hierba Introducida 18,00 | + 0,00 | £ 1
. . . Anual
: + - + .
Brassicaceae Capsella bursa-pastoris Medik. /Bianual Hlerba Introducida 0,50 t 0,00 | 1
Convolvulaceae Convolvulus arvensis L. Perenne Enredadera Introducida 89,70 | +| 46,22 | 0,02 | £ | 1,20E-02 5
Fabaceae Medicago sativa L. Perenne Hierba Introducida | 1092,18 | + | 448,02 | 0,13 | £ | 3,60E-02 14
Fabaceae Trifolium pratense L. Perenne Hierba Introducida | 197,50 | + | 124,50 | 0,04 | + | 1,30E-02 2
Lotus tenuis Waldst. & Kit. ex
+ - + -
Fabaceae willd. Perenne Hierba Introducida 158,00 | + 0,05+ 1
Fabaceae Trifolium repens L. Perenne Hierba Introducida | 158,00 | * - 0,02 | £ - 1
Fabaceae Hoffmannseggia sp. Perenne Hierba Nativa 109,00 | +| 78,00 | 0,06 | + | 1,50E-02 2
. . Anual
+ + -
Fabaceae Melilotus albus Medik. /Bianual Hierba Introducida 68,62 |+ | 34,02 | 0,01 |+ | 3,10E-03 13
Fabaceae Medicago lupulina L Anual 30,00 |+ - 0,01 | -
goiup ’ /Bianual Hierba Introducida ! B ! B 1
s Anual
+ + -
Fabaceae Vicia villosa Roth /Bianual Hierba Introducida 12,50 |+ | 11,50 (0,00 | +| 7,00E-04 5
Centaurium pulchellum (Sw.) Anual
Gencianaceae Hayek ex Hand.-Mazz., Stadlm., /Bianual 1,00 + - 0,00 | £ -
Janch. & Faltis Hierba Introducida 1
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Malvella leprosa (Ortega)

Malvaceae Perenne . . 11,25 | +| 7,08 (0,01 |+ | 4,00E-03
Krapov. Hierba Nativa
Malvaceae Lecanophora sp. Perenne Hierba Nativa 550 |+| 450 |0,00|+| 1,60E-03
. Arbusto /
+ + -
Malvaceae Sphaeralcea australis Speg. Perenne Subarbusto Nativa 3,17 +| 1,36 | 0,00 | +| 5,50E-04
Scrophulariaceae | Verbascum s Anual 1,00 + - 0,00 | + -
P P /Bianual Hierba Introducida ! - ! -
. . Arbusto /
Solanaceae Lycium chilense Bertero Perenne . 186,60 | +| 101,44 | 0,02 | +| 1,10E-02
Subarbusto Nativa
Solanaceae Solanum eleagnifolium Cav. Perenne Hierba Nativa 39,86 | +| 25,62 |0,01|+| 9,00E-03
Tamaricaceae Tamarix gallica L. Perenne Arbusto / . 9,25 +| 875 |001]|+| 1,20E-02
Subarbusto Introducida
Verbenaceae Phyla nodiflora (L.) Greene Perenne Hierba Nativa 1,00 * - 0,00 | + -
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Tabla A4.3. Porcentaje de cobertura de la muestra por lote para la estimacidn de la riqueza de especies de plantas y de abejas en el borde de cultivo y en el

cultivo.

% Cobertura

Lot
ote Riqueza de plantas Riqueza de polinizadores
Distancia Borde Borde Cultivo
S11 99,96% 88% 88%
S1 2 100,00% 67% 96%
S2 1 99,74% 67% 89%
S2 2 99,91% 81% 100%
S3 1 100,00% 89% 98%
S3 2 100,00% 89% 100%
S4 1 99,99% 99% 95%
S4 2 99,96% 71% 76%
S5 1 99,98% 98% 92%
S5 2 100,00% 95% 100%
S6 1 100,00% 94% 95%
S6 2 99,73% 97% 100%
S7 1 99,84% 98% 70%
S7 2 99,96% 98% 93%
S8 1 99,91% 88% 88%
S8 2 99,92% 91% 75%
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Tabla A4.4. Indices de complejidad de las redes. Valores observados de los diferentes indices (modularidad, anidamiento y

complementariedad funcional) junto con los valores medios + el desvio estandar para 1000 modelos nulos y los z scores correspondientes.

Modularidad Complementariedad funcional Anidamiento
Modelos nulos z Modelos nulos z Modelos nulos z
Lote | Observado Media Desvio scores Lote | Observado Media Desvio scores Lote | Observado Media Desvio | scores
estandar estandar estandar

L1 0,13 0,08 0,01 3,42 L1 322,12 291,05 12,73 2,44 L1 33,25 36,92 5,17 -0,71
L2 0,29 0,20 0,07 1,35 L2 129,07 127,08 17,01 0,12 L2 25,87 19,91 2,88 2,07
L3 0,30 0,11 0,02 8,41 L3 294,51 207,31 12,23 7,13 L3 19,23 26,52 4,42 -1,65
L4 0,39 0,21 0,02 7,42 L4 130,57 100,02 10,45 2,92 L4 25,23 31,56 4,31 -1,47
L5 0,08 0,05 0,01 3,93 L5 560,92 514,65 12,75 3,63 L5 50,41 48,39 5,61 0,36
L6 0,21 0,10 0,02 7,05 L6 251,79 214,00 14,75 2,56 L6 41,59 44,77 5,20 -0,61
L7 0,18 0,10 0,01 5,52 L7 308,67 269,88 10,37 3,74 L7 49,04 43,02 5,50 1,10
L8 0,36 0,26 0,06 1,89 L8 93,25 69,00 8,59 2,82 L8 26,98 18,12 3,95 2,24
L9 0,38 0,12 0,01 17,78 L9 330,64 237,64 11,19 8,31 L9 37,04 40,44 4,17 -0,82
L10 0,36 0,11 0,01 18,64 L10 302,13 219,87 20,71 3,97 L10 48,86 49,50 4,89 -0,13
L11 0,50 0,31 0,03 5,53 L11 124,47 100,70 5,86 4,06 L11 18,71 14,93 2,55 1,49
L12 0,50 0,21 0,02 12,84 L12 158,62 106,76 6,76 7,67 L12 37,72 35,65 4,69 0,44
L13 0,26 0,09 0,01 13,70 L13 392,50 315,57 14,53 5,29 L13 32,90 36,54 4,74 -0,77
L14 0,31 0,27 0,04 1,01 L14 101,51 112,24 12,39 -0,87 L14 27,46 26,82 3,80 0,17
L15 0,12 0,07 0,02 2,51 L15 494,74 460,40 13,98 2,46 L15 24,10 31,34 4,16 -1,74
L16 0,16 0,09 0,01 5,99 L16 369,26 330,61 9,61 4,02 L16 31,48 27,73 3,27 1,15
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Tabla A4.5. Proporcidn de interacciones seleccionadas activamente (P). Se muestra el promedio por grupo de polinizador. La proporcién de interacciones

seleccionadas activamente se calculé a partir de los resultados del test de interacciones (ver seccion 4.3.5).

.. . Error

Grupo polinizador P (promedio) estandar
Abejas manejadas 0,604 0,033
Abejas silvestres 0,771 0,039
Coleopteros 0,743 0,065
Dipteros 0,587 0,046
Lepidopteros 0,441 0,068
Otros himenopteros 0,870 0,046
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Modelos lineales

GLMMa.1: Tasa de visitas de abejas y distancia
visitas ~ grupo * distancia + (1 | Tote)

Random effects:

Groups Name variance Std.Dev.
lote (Intercept) 0.03449 0.1857
Residual 0.32189 0.5673
Number of obs: 192, groups: sitio, 16

(Intercept)

gran_grupoAbejas silvestres
gran_grupoColeopteros
gran_grupoDipteros
gran_grupoLepidépteros
gran_grupoOtros himenépteros
distanciacultivo

gran_grupoAbejas silvestres:distanciacultivo

gran_grupoColeopteros:distanciacultivo
gran_grupoDipteros:distanciacultivo
gran_grupoLepiddpteros:distanciacultivo

gran_grupootros himendpteros:distanciacultivo
Analysis of Deviance Table (Type III wald chisquare tests)

Chisq Df Pr(>Chisq)

(Intercept) 88.1099 1 < 2.2e-16 ***
gran_grupo 133.2740 5 < 2.2e-16 ***
distancia 0.7719 1 0.379625

gran_grupo:distancia 19.6695 5 0.001441 **

1.
-1.
-1.
-1.
-2
-1.

0
-0.

3564
0491
1197
3062

.0344

7816

.1706

8949

0.2912

-0.
-0.
-0.

2323
1966
9081

OO O0OOOCOOODOOOOO

.1492
.2006
.2006
.2006
.2006
.2006
.2006
.2837
.2837
.2837
.2837
.2837

08

Observed

04

163
165
165
165
165
165
165
165

165.
165.

165
165

Dispersion test p=0.608

.1842 9
.0000 -5.
.0000 -5.
.0000 -6.
.0000 -10.
.0000 -8.
.0000 O
.0000 -3.
0000 -1.
0000 -0
.0000 -O0.
.0000 -3.

DHARMa residual

QQ plot residuals

KS test p= 0.34956

Deviation ns.

residual

DHARMa

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

.089 3.26e-16 **=*
230 5.08e-07
582 9.59e-08
512 8.57e-10
142 < 2e-16
882 1.08e-15 *#**
.851 0.39618
155 0.00191 **
027 0.30612
.819 0.41407
693 0.48915
201 0.00164 **
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GLMM, 2: Riqueza de polinizadores silvestres y distancia

riqueza_polinizadores ~ distancia + (1]|T1ote)

AIC BIC TlogLik deviance df.resid
219.2 225.1 -105.6 211.2 28

Random effects:

Conditional model:

Groups  Name Variance Std.Dev.
lote (Intercept) 0.658 0.8112
Residual 42.387 6.5105

Number of obs: 32, groups: Tlote, 16
Dispersion estimate for gaussian family (sigmaA2): 42.4

Conditional model:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 11.221 1.640 6.841 7.87e-12 ***
distanciacultivo -5.776 2.302 -2.510 0.0121 *
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 * ’ 1

Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: riqueza_polinizadores

Cchisq Df Pr(>Chisq) e

distancia 6.2976 1 0.01209 =

08

Observed

04

Dispersion test p=0.888

DHARMa residual

QQ plot residuals

1.00

KS test: p=0.60657

Deviation n.s.

0.75

simulationoutput$scaledResiduals
0.25 0.50

0.00

Expected

Within-group deviation from uniformity n.s.
Levene Test for homogeneity of variance significant

-
0.346938775510204 1

catPred
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GLMMag 3: Visitas de polinizadores silvestres y rigueza de plantas del borde

Ml= frec~(1l|sitio) + riqueza_plantas + gran_grupo AIC=396,9148
M2= frec~(1l|sitio) + riqueza_plantas * gran_grupo AIC= 403,07 Se seleccioné el modelo 1, sin interaccion entre las variables.
Data: data
AIC BIC TogLik deviance df.resid
372.7 402.0 -177.3 354.7 183

Random effects:

Conditional model:

Groups Name variance Std.Dev.
sitio (Intercept) 0.02545 0.1595
Residual 0.35252 0.5937

Number of obs: 192, groups: sitio, 16
Dispersion estimate for gaussian family (sigmaA2): 0.353

conditional model: _
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 1.66346 0.27547  6.039 1.55e-09 ***

riqueza_plantas -0.03007 0.03412 -0.881 0.378

gran_grupoAbejas silvestres -1.49654 0.14843 -10.082 < 2e-16 ***

gran_grupoColeopteros -1.26528 0.14843 -8.524 < 2e-16 ***

gran_grupoDipteros -1.42229 0.14843 -9.582 < 2e-16 ***

gran_grupoLepidépteros -2.13272 0.14843 -14.368 < 2e-16 *

gran_grupoOtros himenépteros -2.23567 0.14843 -15.062 < 2e-16 *** o

Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

075

Chisg Df Pr(>Chisq)
riqueza_plantas 0.7769 1 0.3781 g o] oo

050

gran_grupo 292.2297 5 <2e-16 ***

025

000




LMas.4: Riqueza de polinizadores silvestres y riqueza de plantas del borde

riqueza_polinizadores_borde ~ riqueza_plantas

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-11.811 -6.096 -0.565 3.727 17.020

Coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) -6.205 8.845 -0.701 0.4945

riqueza_plantas 2.363 1.168 2.023 0.0626 .

Anova Table (Type II tests)

Response: riqueza_pol_borde

sum Sq Df F value Pr(F)
riqueza_plantas 263.08 1 4.0912 0.06264 .
Residuals 900.26 14

DHARMa residual

;;;;;;;;;; predicted

QQ plot residuals No significant problems detected

KS test: p= 0.94969

08

Deviation n.s.

075

06

Dispersion test: p= 0052

Observed
DHARMa residual
0.50

04

025

A
ftier test: p=1

02

Deviation n.s.

00
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LMa.s: Modularidad y rigueza de plantas del borde

Z_score_MOD ~ riqueza_plantas

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-6.331 -4.271 -1.459 2.397 11.440

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 7.97174 6.40834 1.244 0.234
riqueza_plantas -0.08953 0.84657 -0.106 0.917

Residual standard error: 5.81 on 14 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.0007983, Adjusted R-squared: -0.07057
F-statistic: 0.01118 on 1 and 14 DF, p-value: 0.9173

Anova Table (Type II tests)

ReSponse : Z_SCO I"eS QQ plot residuals

Sum sq Df F value Pr(>F)
riqueza_plantas 0.38 1 0.0112 0.9173
Residuals 472.55 14 Kot prosaies

Deviation ns.

1.0

Dispersion test: p= 0.002

Observed
04
DHARMa residual

0.0

Expected

Model predictions (rank transformed)
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LMa.s: Complementariedad funcional y rigueza de plantas del borde

Z_score_CF ~ riqueza_plantas

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-4.0494 -1.3528 -0.2769 0.7078 4.3000

Coefficients:

Estimate Sstd. Error t value Pr(>|t])
3.56484 2.53376 1.407 0.183
0.06917 0.33329 0.208 0.839

(Intercept)
riqueza_plantas

Residual standard error: 2.285 on 13 degrees of freedom
-0.07337

Multiple R-squared: 0.003302, Adjusted R-squared:
F-statistic: 0.04307 on 1 and 13 DF, p-value: 0.8388

Anova Table (Type II tests)

Response: z_score

sum Sq Df F value Pr(>F)
0.225 1 0.0431 0.8388
67.866 13 7

riqueza_plantas
Residuals

Observed

04

QQ plot residuals

KS test: p=0.46401

Devi

Dispersion test: p= 0.992

ation ns.

DHARMa residual

DHARMa residual

1.00

0.75

050

025

0.00
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LMa.7: Anidamiento y rigueza de plantas del borde

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.83531 -0.61463 0.07465 0.62385 0.72424

Coefficients:

Estimate Sstd. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) -1.0366 1.4553 -0.712 0.503
riqueza_plantas 0.2780 0.1842 1.509 0.182

Residual standard error: 0.716 on 6 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.2751, Adjusted R-squared: 0.1543

F-statistic: 2.277 on 1 and 6 DF, p-value: 0.182
Anova Table (Type II tests)
Response: z_scores

Sum sq Df F value Pr(>F)

riqueza_plantas 1.1677 1 2.2774 0.182
Residuals 3.0764 6

DHARMa residual

QQ plot residuals

1.00
|

KS test: p=0.85242

0.75

0.6
sidual

0.50

Observed
04
DHARMa re:

025

00
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LMa.s: Interacciones seleccionadas activamente y riqueza de plantas del borde

AIC BIC TogLik deviance df.regig

498.0 528.3 -241.0 482.0
Random effects:
Conditional model:
Groups Name variance Std.Dev.
sitio (Intercept) 0.0965 0.3106
Number of obs: 326, groups: sitio, 16

Conditional model:

Estimate
(Intercept) 0.057835
gran_grupoAbejas silvestres 0.860708
gran_grupoColeopteros 0.570985
gran_grupoDipteros -0.007138
gran_grupoLepidopteros -0.623274
gran_grupoOtros himenopteros 1.377057
riqueza_plantas 0.047250

OOOOOOO

0.107

3.
1.
-0.
-1.
3.
0.

146
715
028
904
206
679

Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: 1int
Chisq Df Pr(>Chisq)

gran_grupo 34.8642 5 1.602e-06 ***

riqueza_plantas 0.4613 1 0.497

QOO OOOO

. Error z value Pr(>|z|)
.542572
.273579
.332903
.254533
.327381
.429487
.069570

.91511
.00165 **
.08631 .
.97763
.05693 .
.00134 **
.49703

DHARMa residual

KS test: p=0.99122

Deviation ns.

ispersion test p= 0.56

DHARMa

1.00

000
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GLMM.,.o: Frecuencia del borde y frecuencia del cultivo

m<- frec cultivo~ frec + grupo polininizador, family = tweedie(link = "log") AIC= -241.8507 modelo seleccionado
ml<- frec cultivo~ frec_ * grupo polininizador, family = tweedie(link = "log") AIC= -241.9799
AIC BIC TogLik deviance df.resid
-241.9 -218.8 129.9 -259.9 87

Dispersion parameter for tweedie family (): 0.127

Conditional model: ]
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 1.3286 0.1704 -7.798 6.31le-15 #*%*%*
borde_rescale 1.3105 0.3519 3.724 0.000196 #*#*=
gran_grupoAbejas silvestres -3.5368 0.3802 -9.302 < 2e-16 ***
gran_grupoColeopteros -2.0833 0.2703 -7.707 1.29e-14 ***
gran_grupoDipteros -2.8666 0.3293 -8.706 < 2e-16 #***
gran_grupoLepidépteros -3.8760 0.4141 -9.360 < 2e-16 ***
gran_grupoOotros himendépteros -4.5856 0.4897 -9.365 < 2e-16 ***
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

DHARMa residual

QQ plot residuals

Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

1.00

Response: cultivo_rescale _ Kstest 000
Chisq Df Pr(>Chisq) o |

075

borde_rescale 13.868 1 0.0001961 ===
gran_grupo 227.310 5 < 2.2e-16 ***

Observed
0.50

DHARMa residual

Signif. codes: 0 ‘*¥**’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 °
1

04

025

0.00
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GLMMa..10: Rigueza del borde y rigueza del cultivo

riqueza_cultivo ~ riqueza_borde, family = Gamma(link = "Tog")

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pr(>|t]|)
(Intercept) 1.667768 0.296856 5.618 6.34e-05 *¥*=*
riqueza_borde 0.002375 0.021064 0.113 0.912

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

(Dispersion parameter for Gamma family taken to be 0.5161717)
Null deviance: 8.0803 on 15 degrees of freedom

Residual deviance: 8.0757 on 14 degrees of freedom

AIC: 87.947

Number of Fisher Scoring iterations: 7

Analysis of Deviance Table (Type II tests)

DHARMa residual

Response: riqueza_cultivo Q@ plot resiauats
LR Chisq Df Pr(>Chisq) o 5.
riqueza_borde 0.0088796 1 0.9249 i

KS test: p= 0 98611

Deviation ns.

075

Dispersion test: p=0.672

050

Observed

Deviation n.s.

DHARMa residual

025

Expected Model predictions (rank transformed)
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