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Resumen

El néctar es una de las principales recompensas florales ofrecida a los polinizadores
y puede ser energéticamente caro. Incrementar la inversion en la produccion de
néctar (cantidad o calidad) puede resultar en altas tasas de visitas de polinizadores,
pero también incrementa el riesgo de geitonogamia y los costos de reproduccion.
La variacion intraindividual en la produccion de recompensas se ha visualizado
como una estrategia que reduce la geitonogamia, pero su papel como mecanismo
de ahorro energético rara vez se ha considerado. Aqui, probamos si menor inversion
en la produccién de néctar junto con mayor variacion intraindividual funciona como
un mecanismo de engafio que permite a las plantas ahorrar recursos sin perder el
servicio de los polinizadores. Con este fin, establecimos experimentos con plantas
artificiales en las que controlamos la inversidbn energética y la variacion
intraindividual en la produccion de néctar. Disefiamos un experimento factorial 2x2
con dos niveles de inversién de recursos (alta y baja inversion en la concentracién
del néctar (32 y 36% de azucar (g/g), respectivamente)) y dos niveles de variacion
intraindividual (coeficiente de variaciéon (CV) = 0 y 20%). Cada experimento fue
expuesto a una colonia de abejorros cautivos (Bombus impatiens) y se registré el
namero de visitas a cada planta experimental. Nuestros resultados indican que las
plantas con baja inversién y variacion en la produccion de néctar presentan mayor
namero de visitas por menor costo, sin embargo, presentan mayor nivel de
geitonogamia entre sus flores en comparacion de las plantas con otros tratamientos.
Por lo tanto, las plantas variables pueden invertir ~11% menos recursos que las
plantas constantes y aun asi obtener alta frecuencia de visitas de polinizadores. En
general, nuestros resultados sugieren que la variacion intraindividual en la
produccion de recompensas puede constituir una estrategia de ahorro energético
que libera recursos que podrian usarse en otras funciones de la planta (defensa,

crecimiento, reproduccion).



Abstract

Nectar is one of the main floral rewards offered by plants to pollinators and can be
energetically expensive. Increased investment in nectar production (quantity or
quality) may result in higher rates of pollinator visitation, but also incurs on increased
risks of geitonogamy and higher costs of reproduction. Intra-plant variation in reward
production has been visualized as a geitonogamy reducing strategy, but its role as
an energy saving mechanism has rarely been considered. Here, we test if a lower
investment in nectar production coupled with increased intra-plant variation,
functions as a deceit mechanism allowing plants to save resources and still maintain
pollinator service. To this end, we set a series of experiments with artificial plants in
which we controlled the amount and intra-plant variation in nectar investment. We
designed a 2 x 2 factorial experiment with two levels of investment of resources in
the nectar (high and low investment in the concentration of nectar (32 and 36% sugar
(g / g), respectively)) and two levels of intra-plant variation (coefficient of variation
(CV) = 0 and 20%). Each experimental setting was exposed to a captive colony of
bumblebees (Bombus impatiens) and the number of visits to each experimental plant
was registered. Our results indicate that plants with low investment and variation in
the production of nectar have a higher number of visits at lower cost, however, they
have a higher level of geitonogamy among their flowers compared to plants with
other treatments. Accordingly, variable plants may invest up to ~11% less sugar than
constant plants and still obtain higher rates of pollinator visitation. Overall, our results
suggest that intra-plant variation in reward production may constitute a resource
saving strategy releasing resources that could be used on other plant functions

(defense, growth, reproduction).



Introduccioén

La polinizacion es una de las interacciones bidticas méas estudiadas en la historia de
la biologia evolutiva (Sprengel 1996, Darwin 1979, Rathcke 1992). Esta interaccion
esta caracterizada por un intercambio en el que las plantas ofrecen recursos (las
recompensas florales: néctar, polen, aceites, fragancias) a cambio del transporte de
sus gametos (Gottsberger et al. 1984). La polinizacién, aunque es un fenémeno
aparentemente sencillo, es en parte responsable de la explosiva diversificacion de
las angiospermas y de la evolucion de adaptaciones en las plantas y sus
polinizadores (Pellmyr 1992, Grimaldi 1999, Lunau 2004). Se calcula que
aproximadamente el 80% de las plantas con flores dependen de los polinizadores
para su reproduccion (Ollerton et al. 2011), entre los cuales se encuentran mas de
20,000 especies de abejas (Hymenoptera: Apidae), junto con polillas, moscas,
avispas, escarabajos y mariposas, constituyendo la mayor parte de las especies
polinizadoras (Price 2002). Entre los vertebrados, los polinizadores incluyen
murciélagos, varias especies de monos, roedores, lémures, ardillas, procionidos y
aves de las familias Trochilidae, Nectariniidae, Psittacidae y Meliphagidae (Pellmyr
2002, Ollerton 2017).

Darwin (1859) not6é que los mutualismos se caracterizan por la presencia de
atributos que parecian funcionar para el beneficio de otra especie (e.g., la
produccion de néctar), esto lo llevé a pensar que era improbable que este fenbmeno
fuera producto de la seleccion natural. Bronstein (2001) resolvié esta aparente
paradoja cuando propuso que los mutualismos son una interaccion de explotacion
reciproca que provee beneficios netos a las especies interactuantes. Sin embargo,
estos intercambios rara vez son equivalentes, ya que la seleccion natural deberia
favorecer a los individuos de ambas especies (i.e., los “socios”) que maximizan la
diferencia entre los beneficios y los costos derivados de la interaccion (Smith 1978).
En otras palabras, el costo del recurso (o del servicio) que obtiene la especie A, es
sufragado por la especie B y viceversa. Por esta razon, existe un conflicto de interés
gue subyace a todas las interacciones bioticas (Pellmyr 2002). En este contexto, las

plantas son seleccionadas para maximizar el servicio de los polinizadores y reducir
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la inversion en la produccion de recompensas ( Smith 1978, Pyke 1981, Holland et
al 2004), mientras que los polinizadores son seleccionados para maximizar la
eficiencia del forrajeo a través de incrementar la obtencion de recursos (calidad y
cantidad) con la menor inversion de tiempo y energia (Holland et al. 2004, Belsare
et al. 2009) independientemente del transporte eficiente de gametos. Obviamente,
este escenario predice una dinamica evolutiva en la que cada especie es

seleccionada para sacar el mayor provecho de la interaccion (Holland et al. 2004).

En el caso particular de la polinizacién, se ha demostrado que los costos
(energia o recursos) asociados con la produccion de recompensas (néctar, polen,
aceites, resinas, etc.) pueden ser sustanciales (Southwick 1984, Ordano y Ornelas
2005, Ornelas y Lara 2009). Por ejemplo, la produccién de néctar puede requerir
energia para transportar la sacarosa desde el floema hasta el tejido nectarifero y
para secretarla por medio de invertasas (Heil 2011, Solhaug et al. 2019). Existen
muy pocos estudios que evallen los costos de la produccion del néctar, y en los
pocos casos documentados se ha encontrado que éste puede representar desde el
3.3% hasta el 37% de los fotosintatos que produce una planta (Pleasants y Chaplin
1983, Southwick 1984, Pyke 1991). Una evidencia indirecta del costo de la
produccion de néctar es el fendmeno de reabsorcion (Nepi y Stpiczynska 2008, Heil
2011). Algunas especies de plantas son capaces de reabsorber el néctar que no fue
consumido por los polinizadores (Nepi y Stpiczynska 2008) y reasignar esos
recursos a otras estructuras (raices, tallos, flores o frutos) (Pedersen et al. 1958,
Luyt y Johnson 2002, Obeso 2002). Dado que este proceso podria implicar un costo,
solo seria ventajoso cuando la ganancia por reabsorber el néctar sea mayor que el
costo por recuperarlo (Stpiczyriska y Nepi 2012).

El polen y el néctar son las recompensas mas consumidas por los polinizadores
y es evidente que los costos y las consecuencias derivados de su produccion no
son equivalentes (Rameau y Gouyon 1991, Obeso 2002). El polen, ademas de su
rol como gameto masculino de las plantas, constituye una importante fuente de

proteinas y otros recursos para muchos animales (Roulston y Cane 2000). Existe



una amplia literatura que documenta que la consecuencia mas importante del
consumo de polen es una disminucion en el potencial reproductivo de las plantas
(Harder y Routley 2006). Esta presion selectiva ha propiciado la evolucion de una
gama de adaptaciones que incluyen (entre muchas otras) la disminucion del
consumo, la exclusion de polinizadores o la transicion de un sindrome de
polinizacién por otro (Thomson et al. 2000, ClaRen-Bockhoff et al. 2004, Wester y
ClaRRen-Bockhoff 2007, Benitez-Vieyra et al. 2019). En contraste, el néctar no tiene
ese doble papel y su funcion putativa es atraer polinizadores y otros mutualistas
(Dominguez et al. 1989, Narbona y Dirzo 2010, Heil 2011, Parachnowitsch et al.
2018). No obstante, en una nota publicada en 2016, Pyke propuso que ademas de
su papel como recompensa o atrayente, el néctar ha evolucionado para manipular
a los polinizadores. El sostiene que “si el néctar afecta la frecuencia inicial de visitas
0 revisitas de los polinizadores independientemente de otras sefiales, entonces
actia como un atrayente. En contraste, si el néctar que encuentran los polinizadores
durante o inmediatamente después de la visita afecta su conducta, entonces la
planta estd manipulando a los polinizadores”. Se ha propuesto que existen al menos
dos mecanismos en la produccion de néctar a través de los cuales las plantas
podrian manipular la conducta de los polinizadores para su beneficio. El primero es
la produccién de una fuente de néctar altamente variable (Feinsinger 1978,
Pleasants 1983, Bell 1986, Rathcke 1992, Biernaskie et al. 2002), mientras que el
otro mecanismo se asocia con el papel de los metabolitos secundarios del néctar
en la conducta de los polinizadores (Kessler y Baldwin 2006, Stevenson et al. 2017,
Nepi et al. 2018). Se han propuesto dos hipétesis mutuamente excluyentes sobre el
papel de la variacion intraindividual en la produccion del néctar (volumen,
concentracion y composiciéon). Por un lado, Feinsinger (1978) y Bell (1986)
proponen que la variacion intraindividual en la producciéon de néctar favorece que
los polinizadores visiten y permanezcan dentro de una planta; mientras que de
Rathcke (1992), De Jong (1993), Biernaskie y colaboradores (2002) sostienen que
la variacion intraindividual reduce la permanencia de los polinizadores en una planta
y por lo tanto la geitonogamia (transferencia de polen entre flores de una misma

planta). (de Jong et al. 1993). Por otro lado, se ha observado que la quimica del



néctar puede afectar la conducta de los polinizadores. Por ejemplo, se ha
demostrado que la presencia de cafeina en el néctar induce a los polinizadores a
regresar mas frecuentemente a las flores de una planta. Esta conducta incrementa
el nimero de visitas que recibe una planta, pero incrementa los costos de forrajeo
de los polinizadores ya que regresan a las flores cuando han dejado de producir

néctar (Couvillon et al. 2015).

La interpretacion del papel funcional del néctar como un mecanismo de
manipulacion (Bell 1986, Pyke 2016), contrasta con los enfoques basados en
modelos de optimizacién en los que se predice la evolucién de éptimos en la
composicién y volumen del néctar (Pyke 1981), o bien una alta correlacion entre las
sefales y larecompensa (Benitez-Vieyra et al. 2010, 2014). La evidencia acumulada
indica que el volumen, la concentracién y la composicion del néctar varian entre las
flores de un individuo (intraindividual), entre los individuos de una poblacion

(interindividual) y entre poblaciones de la misma especie (interpoblacional) (Tabla

1).
Tabla 1. Promedio o rango de los coeficientes de variacién (CV) en la producciéon de
néctar (V = volumen, C = concentracion de azucar, Cs = composicion de azlcar y
Ca = composicion de aminoacidos) que se han descrito para algunas especies de
plantas a nivel intraindividual, interindividual e interpoblacional.
CV (%)
Especie Rasgo Referencia
Intraindividual Interindividual Interpoblacional
] Herrera y Soriguer
Helleborus foetidus \% 8 — 245
1983
Epilobium canum \% 6.5-116 Boose 1997
Lavandula latifolia V 175 -363 Herrera 2009



Kalmia latifolia

Echium vulgare

Ilpomopsis aggregata

Impatiens oxyanthera

Ipomopsis longiflora

Salvia fulgens

Rosmarinus officinalis

Asclepias syriaca

Passiflora alata

Passflora mucronata

Passiflora galbana

Kalmia Latifolia

Asclepias quadrifolia

Primula vulgaris

Trifolium pratense

Vicia sativa

Ajuga reptans

@

Cp

0O <0< 0L<

<

Ca

Ca

Ca

Ca

150 - 350

37

23.5
25.4

70-90

20 -160
10-80
148
12
108
20

29 - 225

32-98

34

107.6

46 — 48

80

40

100

130

Herrera 2009
Klinkhamer y van
der Veen-van Wijk
1999
Pleasants 1983
Wang et al. 2013
Freeman y Wilken
1987
Dominguez et al.

No publicado

Keasar et al. 2008

Southwick y
Southwick 1983
Varassin et al.
2001
Varassin et al.
2001
Varassin et al.
2001
Real y Rathcke
1991
Pleasants y
Chaplin 1983
Gardener y
Gillman 2001
Gardenery
Gillman 2001
Gardenery
Gillman 2001
Gardenery
Gillman 2001



Gardenery

Centranthus ruber Ca 20 ]
Gillman 2001
o ) Gardener y
Epilobium hirsutum Ca 100 }
Gillman 2001
o Chalcoff et al.
Mutisia decurrens C 35
2006
o ) Chalcoff et al.
Mutisia spinosa C 13
2006
) o Chalcoff et al.
Berberis darwinii C 24
2006
. . Chalcoff et al.
Ribes magellanicum C 14
2006
Embothrium Chalcoff et al.
) C 32
coccineum 2006
. . 7.1-44.1 12.2-117.4 185-73.7 Freemany Wilken
Ipomopsis longiflora Cs
1987
Damian No
_ \% 36.5 8.6 —141 64.4 — 103 publicado,
Turnera velutina
C 14.41 6.8 - 87 45-51.7 Ramos-Castro
2013

En comparacién de otros atributos florales se ha demostrado que los coeficientes
de variacion intraindividual en la produccion del néctar (CV = 350%) pueden ser de
hasta dos érdenes de magnitud mas variables en comparacién de los rasgos
morfologicos florales (CV entre 1.7 y 16.3%) (Herrera 2009). Asimismo, la
informacion disponible sobre la produccidon de néctar a nivel intraindividual y los
pocos estudios que han analizado el papel de las correlaciones (Benitez-Vieyra et
al. 2010, 2014), sugieren que es necesario evaluar mas a fondo estas hipotesis.
Hasta el momento los datos disponibles sugieren que las correlaciones entre
sefales y recompensas son por lo general muy débiles (Parachnowitsch et al. 2018).
Por consiguiente, la evidencia disponible sugiere que las plantas no producen
sefiales confiables sobre la cantidad de recompensa que ofrecen a sus

polinizadores, y que ésta, es en general muy variable dentro de los individuos. Por
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estas razones, en este estudio se evalla si la variacion intraindividual en la
produccion de néctar, especificamente en su concentracion de azlcar, tiene un
valor funcional, y si esta variacion permite disminuir los costos de produccién de
néctar (Feinsinger 1978, Bell 1986) y/o reducir la geitonogamia (Rathcke 1992,
Klinkhamer y De Jong 1993, Biernaskie et al. 2002).

La variacion intraindividual en la produccion de néctar puede estar determinada
por factores ontogenéticos (posicion, edad y etapa sexual de la flor) (Canto et al.
2011, Mejia 2014, Lu et al. 2015) pero también por multiples factores ambientales,
tanto abidticos como bidticos, entre los cuales se encuentran la humedad, la
temperatura, los nutrientes y los polinizadores (Pacini et al. 2003, Mitchell 2004,
Leiss y Klinkhamer 2005). Cada uno de ellos afecta de distinta manera la produccion
de néctar, por ejemplo, la baja disponibilidad de agua y nutrientes puede afectar
negativamente el volumen, la concentracién y la composicion del néctar (Carroll et
al. 2001). Los polinizadores pueden modificar el volumen de néctar al
sobreestimular los nectarios durante las visitas o alterar la concentracion y
composicién de azucar por la transferencia de levaduras (Castellanos et al. 2002,
Herrera et al. 2008, Canto et al. 2011). Dado que la produccion de néctar es
altamente sensible a distintos factores ambientales (Boose 1997, Pacini et al. 2003,
Herrera et al. 2006) por mucho tiempo ha existido una visién generalizada de que la
variacion observada en los atributos del néctar es ruido ambiental (Boose 1997). No
obstante, existen algunos estudios que han reportado la presencia de variacion
genética y valores de heredabilidad significativos en atributos del néctar (Mitchell
2004, Parachnowitsch et al. 2018), lo que demuestra que la produccién del néctar
no esta determinada solo por factores ambientales. Sin embargo, solo existe un
trabajo que haya evaluado el componente heredable de la variabilidad

intraindividual (Ramos-Castro 2013).

Como se mencioné anteriormente, la producciéon de néctar puede ser una
recompensa energéticamente costosa (Southwick 1984), por lo cual las plantas

podrian estar sujetas a un fuerte régimen de seleccion para minimizar los costos sin



perder el servicio de la polinizacion (Feinsinger 1978, Bell 1986, Kulbaba y Worley
2012, Nepi et al. 2018). Se ha planteado que la variacion intraindividual en la
produccion de néctar podria funcionar como una estrategia de ahorro que permite
a las plantas invertir menos recursos al redistribuirlos de tal manera que al menos
una fraccion de las flores resulte atractiva para los visitantes florales (hipétesis
Bonanza - Blank) (Feinsinger 1978). La distribucion heterogénea del néctar
generaria flores con alta recompensa (flores bonanza) entre flores con baja o sin
recompensa (flores blank), las cuales funcionarian como “flores iman” al resultar
atractivas para los polinizadores y favorecer las visitas en la planta (efecto iméan)
(Feinsinger 1978, Thomson 1978). En este escenario seria mas dificil para los
polinizadores estimar la “calidad” de un individuo como proveedor de néctar (Boose
1997). Por lo tanto, la variacién intraindividual en la produccién de néctar podria
funcionar como un mecanismo que “desinforma” a los polinizadores, permite
mantener una tasa de visita suficiente para asegurar la reproduccion (equivalente a
la de plantas que invierten mas en la produccién de recompensa) y reduce los

costos de produccion del néctar (Feinsinger 1978).

Una hipétesis alternativa a la del ahorro de recursos, es que la variacion
intraindividual funciona como un mecanismo para reducir la geitonogamia (de Jong
et al. 1993, Biernaskie et al. 2002). Una planta que invierte una cantidad sustancial
de recursos en la produccion de néctar deberia ser atractiva para los polinizadores
(Mitchell & Shaw, 1993; Rathcke, 1992). Por esta razén, se espera que los visitantes
florales visiten mas flores dentro de un individuo que ofrece una mayor cantidad de
néctar en comparacion con los que producen menos (Feinsinger 1976, Real y
Rathcke 1991, Cartar 2004, Harder et al. 2004), lo que genera un aumento en la
geitonogamia (Ott et al. 1985, Thomson 1986, Rathcke 1992, Biernaskie et al. 2002).
En especies autocompatibles la geitonogamia puede afectar negativamente la
adecuacion de las plantas por la pérdida de variabilidad genética y por la expresion
de alelos recesivos deletéreos (Rathcke 1992, de Jong et al. 1993, Bello-Bedoy et
al. 2011, Nora y Albaladejo 2011, Armbuster 2012). Incluso en especies

autoincompatibles el efecto de la geitonogamia puede ser sustancial ya que
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disminuye la cantidad de polen y 6vulos disponibles para la polinizacion cruzada
(descuento de polen y évulos, respectivamente) (de Jong et al. 1993, Barrett 2002,
Mitchell et al. 2009). Por lo tanto, dado que la variacion intraindividual reduce la
certidumbre sobre la cantidad de recompensa que ofrece una planta, se esperaria
que los polinizadores que expresan aversion al riesgo abandonen la planta después
de unas pocas visitas (Biernaskie et al. 2002, Cibula & Zimmerman 1987, Ott et al.
1985, Rathcke 1992, Real 1981).

En este contexto, el planteamiento general de este trabajo se basa en las
propuestas de Feinsinger (1978) y Pyke (2016), que plantean que las caracteristicas
del néctar permiten que las plantas manipulen la conducta de sus polinizadores. En
este estudio se explora una extension de esta hipétesis que propone que: a) la
variacion intraindividual en la produccion de néctar es uno de tales mecanismos, b)
gue la manipulacion permite mantener el servicio de la polinizacion, y c) que la
variacion aunada a una menor inversion de recursos es un mecanismo eficiente de
ahorro de recursos. Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue evaluar
experimentalmente el valor funcional de la variacion intraindividual en la produccién
de néctar, tanto como una estrategia de ahorro de recursos, Como un mecanismo
para reducir la geitonogamia. En particular, se evalué si una menor inversion en la
produccién de néctar, junto con una mayor variacion intraindividual, funciona como
un mecanismo que permite el ahorro de recursos sin perder el servicio de la

polinizacién y/o como un mecanismo que reduce la geitonogamia.
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Hipotesis
1. Sila variacion intraindividual en la inversion de recursos es una estrategia de
“‘desinformacién” que permite manipular la conducta de forrajeo de los
polinizadores, entonces las plantas que inviertan menos en la produccién de

recompensas obtendran un servicio de polinizacion equivalente al de plantas

que invierten mas recursos, pero no expresan variacion intraindividual.

Prediccion A) Las plantas que expresen alta variacion intraindividual en la
produccion de néctar, obtendrdn un servicio de polinizacion equivalente al de
plantas que invierten méas recursos en la produccion de recompensas (Fig. 1).

Frecuencia de visitas
totales

% < Con variacion
& Sin variacion
Baja Alta
inversion inversion

Figura 1. Hipétesis de ahorro de recursos. Relacidon entre las visitas totales y la
inversién-variacion intraindividual en el néctar de las plantas.

Prediccion B) El costo (unidad de recursos/ unidad de adecuacién) de cada visita
sera menor en las plantas que presenten variacion en la produccion de néctar, en

comparacion de las plantas con alta inversion de recursos sin variacion (Fig.2).
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Costo / Visita

% < Con variacion
*  Sin variacion

Baja Alta
inversion  inversion

Figura 2. Hipétesis de ahorro de recursos. Relacion del costo por visita y la inversién-
variacion intraindividual en el néctar de las plantas.

2. Lavariacion intraindividual del néctar es una estrategia a través de la cual las
plantas manipulan la conducta de forrajeo de los polinizadores y disminuyen

la presencia de geitonogamia.

Prediccion A) Las plantas con variacion intraindividual en la produccion de néctar
obtendran menos visitas geitonogamicas en comparacion de las plantas con alta

inversion de recursos sin variacion (Fig. 3).

% 2 Con variacion
# Sin variacion

Visitas geitonogamicas

Baja Alta
inversion inversion

Fig. 3. Hipotesis de evasion de geitonogamia. Relacién entre el nimero de visitas
geitonogamicas y la inversion-variacion intraindividual en el néctar de las plantas.
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Método

Sitio de estudio
Este estudio se realiz6 bajo condiciones controladas (plantas artificiales y abejas en

cautiverio) en un encierro (3 x 8 x 2.20 m) ubicado en el invernadero del Instituto de

Ecologia, UNAM, México, durante el mes de marzo de 2018.

Plantas artificiales
En situaciones naturales la caracterizacion del néctar modifica el tratamiento, lo cual

complica evaluar el valor funcional de la variacion intraindividual del néctar. Durante
este estudio se trabajo con un sistema de plantas artificiales porque permite simular
la produccion de néctar floral dentro de una planta y controlar otros rasgos que
podrian tener un efecto en los visitantes florales y enmascarar el efecto de este
rasgo. Las plantas artificiales se construyeron con tablas (63 cm x 9 cm) que
simularon ser los “tallos” y en ellas se colocaron flores artificiales construidas con
microtubos Eppendorf (1.5 mL) y corolas de papel (color “Ultra lemon” de 3.5 cm de
diametro). En cada “planta” se fijaron 16 “flores” en perforaciones hechas exprofeso
para este fin (dos columnas separadas por 3 cm) (Fig. 4). Antes de cada
experimento, se colocaron 5 pL de esencia de lavanda (Pacalli) en cada flor. El
néctar artificial se elabor6 a partir de una solucion de fructosa concentrada al 60%
(gramos de soluto/ gramos de disolucion) (Koppert Biological Systems, México), que
fue diluida con agua para obtener las diferentes concentraciones experimentales.
En cada experimento, las plantas fueron colocadas en un arreglo lineal
perpendicular a una colmena de abejorros Bombus impatiens y a 7m de distancia
(Fig. 5). Todos los experimentos fueron realizados con las caracteristicas descritas

anteriormente, a menos de que se especifique lo contrario.
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Figura 4. Disefio de las plantas y flores artificiales que se usaron en los experimentos.
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Figura 5. Organizacion de las plantas durante los experimentos. Cada una se
distribuyé a 7 m de distancia y de manera perpendicular a la colmena de abejorros.
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Visitantes florales
En todos los experimentos se utilizaron colmenas comerciales de Bombus impatiens

(Natupol Smart, Koppert Biological Systems, México), las cuales contienen de 45 a
52 abejorros adultos (sin reina). Estas colonias tienen una expectativa de vida de 7
semanas. Con el fin de entrenar a los abejorros para que se alimentaran de las
flores artificiales, se colocé una planta artificial con 16 flores cerca del nido. Todas
las flores se llenaron con néctar de 36% de azUcar (g de soluto / g de disolucion)
(Pyke y Waser 1981) y las corolas se impregnaron con 10 pL de esencia de lavanda
(Pacalli). Los dias en los que no se realizaron experimentos, las abejas se
alimentaron con una dieta de mantenimiento que consistio en 6-10 mg/dia de polen
comercial y aproximadamente 64 mL/dia de néctar (36% de azucar) suplementado

a través de las flores artificiales.

Definicién del patron diurno de forrajeo
Se realizaron ensayos previos al disefio de los experimentos con el fin de determinar

la actividad de forrajeo de los abejorros a lo largo del dia y la tasa de consumo de
néctar, se colocaron 5 plantas artificiales (cada una con 16 flores) en un arreglo
lineal perpendicular al nido (Fig. 5). La linea de plantas se coloco a una distancia de
3m del nido. En cada flor se agregaron 500 uL de néctar por flor (8mL por planta)
con una concentracion de 36% de azucar. Los experimentos iniciaron a las 08:00 y
finalizaron a las 18:30hrs. Las plantas experimentales se expusieron a los
polinizadores por periodos de una hora. Una vez que transcurrié este tiempo, las
plantas se retiraron y se substituyeron por un nuevo set. Este procedimiento se
repitio siete veces al dia. En total se realizaron tres repeticiones de este
experimento. El volumen de néctar consumido cada hora se utiliz6 como un
estimador de la actividad de forrajeo de los polinizadores. El volumen de néctar
restante en cada flor fue medido con una microjeringa Hamilton™ (volumen: 100

pL). El néctar consumido se midio a partir de la férmula:

pL de néctar consumido = 500 L (volumen inicial) - uL de néctar restante
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Efecto de la variacion intraindividual en la inversion de néctar sobre los patrones
de forrajeo.
Con el fin de evaluar las predicciones planteadas anteriormente se disefid un

experimento factorial en el que se usaron plantas artificiales y abejas cautivas.
Dado que el propdsito del experimento fue evaluar el papel de la variacion
intraindividual en la produccién de néctar, los “atributos” de las flores relacionados
con la atraccion (tamafio y color de la corola, intensidad de la fragancia y despliegue
floral) se mantuvieron constantes. El disefio experimental consisti6 en manipular
dos factores, la inversién de recursos (expresado como la concentracion de azlcar)
en recompensas (i.e., alta vs. baja inversion) y el nivel de variacion en la oferta de
néctar que ofrece una planta entre sus flores (i.e., sin variacion vs. con variacion;
Tabla 2). El experimento se realiz6 durante 12 dias continuos (=12 ensayos, 1
ensayo por dia) y durante cada ensayo se asignaron 5 plantas por tratamiento (N=
20 plantas artificiales). La posicion de cada planta en el arreglo se asigné al azar.
Todas las flores de las plantas artificiales contenian 100uL de néctar. La
concentracion del néctar en cada flor se asigné de acuerdo con el tratamiento
experimental (Tabla 3), mientras que su posicion dentro de una planta se determiné
al azar. La diferencia en la concentracion de azucar entre los tratamientos de alta y
baja inversion, asi como los niveles de variacion utilizados en el experimento, se
determinaron a partir de una revision de los datos de especies polinizadas por
abejas. Se decidio trabajar con néctar al 36% (g de soluto/ g de disolucion) ya que
es la concentracion promedio de azucar que se ha registrado para el néctar floral
gue consumen abejas y abejorros (Pyke y Waser 1981, Kim et al. 2011). Dado que
el objetivo de este estudio fue determinar si la variacion intraindividual en la
produccion de néctar funciona como un mecanismo de ahorro de recursos, es
necesario definir la magnitud de la diferencia en inversion de recursos que es
indistinguible para los polinizadores. En otras palabras, para que una planta obtenga
el mismo servicio de polinizacion a pesar de que invierta menos en recompensa, es
necesario que su inversion sea indistinguible de la de una planta que invierte mas.
Si los polinizadores distinguen esa diferencia, es muy probable que discriminen en
contra de las plantas que invierten menos recursos. De acuerdo con Chittka (2011),

una abeja podria ser indiferente (0 no expresar preferencia) cuando la diferencia en
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la concentracidén de azucar es del 5% (g de soluto/ g de disolucién), lo que para una
planta representaria 12.5% mg de azUcar menos en la inversion de la recompensa.
Ademas, se ha visto que la mayoria de las especies descritas presentan un CV <
25% en la variacion intraindividual de la concentracion de azucar (Tabla 1). Con
base en esta informacion se decidié trabajar con una diferencia del 4% (g / g) en la
concentracion de azucar del néctar (lo que representa 11% menos inversion de
recursos para las plantas) y con un CV del 20% (Tabla 2 ). Cada ensayo se expuso
a la colonia de abejorros durante una hora. Con el fin de tener un registro detallado
de la actividad de los polinizadores, todos los ensayos se grabaron con tres camaras
de video (GoPro HERO 5 Session). Una vez concluido el experimento, todas las
plantas se retiraron y se midié en néctar restante en cada flor. Finalmente, a partir
de la revision de los videos se estimaron tres variables relacionadas con el servicio
de polinizacién: la frecuencia de visitas totales por planta, la frecuencia de visitas
geitonogamicas y exogamicas por planta, y los costos de la interaccién (mg

azucar/visita).

Tabla 2. Disefio factorial con dos tratamientos (Inversion de recursos y Variacion
intraindividual) y dos niveles cada uno (Alta y baja inversién; Sin variaciéon y con
variacion). CV=Coeficiente de variacion (%).

Nivel de Nivel de Inversion
Variacion Baja Alta
Sin variacion
x = 32% de azUcar X = 36% de azUcar
CV = 0%
Con variacion
x = 32% de azUcar X = 36% de azUcar
CV = 20%
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Tabla 3. Variacion intraindividual en la concentracion de néctar de las flores
dependiendo del tratamiento y nivel experimental. CV=Coeficiente de variacion (%).

Nivel de Nivel de Inversién

Variacion Baja Alta

Sin variacion
CV=0%

16 flores: 32 % de azUcar 16 flores: 36 % de azUcar

o 5 flores: 25 % de azdacar 5 flores: 29.5 % de azucar
Con variacion

CV = 20%

6 flores: 30 % de azlcar 6 flores: 33 % de azUcar

5 flores: 42 % de azUcar 5 flores: 46 % de azucar

Frecuencia de visitas. A partir de la revision de las grabaciones se determiné el
numero total de visitas por planta }.1-, FV;, es decir, la suma de las flores visitadas
por cada abejorro que visito la planta. Asimismo, en cada observacion se anoto si
una visita habia sido exogamica (la primera visita de un polinizador a la planta) o
geitonogamica (una visita que ocurrid6 después de haber visitado una flor de la
misma planta). En todos los casos se anoto la identidad de la planta y de la flor, asi

como el tratamiento asignado

Costo por visita. Dado que la hipétesis principal de este estudio propone que la
variacion intraindividual en la produccién de recompensas permite disminuir los
costos de la interaccién, se usaron dos aproximaciones para estimarlo. La literatura
sobre la biologia del néctar indica que existe variacion intraespecifica en la dinamica
de produccién del néctar (Heil, 2011). En el contexto de este trabajo, es posible
suponer dos escenarios relacionados con la capacidad de reabsorber el néctar que
no fue consumido por los polinizadores. En ambos casos, el costo deberia
expresarse como la cantidad de azucar (unidad de recurso) que invierte una planta
por visita (unidad de adecuacion) (mg de azucar/visita). Suponiendo que las plantas
son incapaces de reabsorber el néctar, la inversion se calculé en funcion de la
cantidad total de azucar que invirtié6 una planta en recompensa. En el caso de las

plantas experimentales, esta inversién equivale al valor definido en el disefio
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experimental. En contraste, si suponemos que las plantas son capaces de
reabsorber el néctar que no se consumié, entonces el calculo de inversién debe

considerar Unicamente el néctar consumido por los polinizadores.

Analisis estadisticos

Definicion del patron diurno de forrajeo. Con el fin de determinar el patron de
actividad de los abejorros, se utiliz6 un modelo lineal generalizado (GLM) en el que
se incluyo la hora del dia como variable independiente y se control6 la variacion
entre dia y la posicion de las plantas. La variable categérica hora se definié como la
variable explicativa, mientas que dia y posicion se declararon como aleatorias. El
volumen de néctar consumido se utiliz6 como un proxy de la actividad (asumiendo
gue la tasa de consumo de néctar por abeja no cambia a lo largo del dia) y se incluy6
en el modelo como variable de respuesta. Se realizaron pruebas post-hoc de Tukey
para comparar qué horas eran significativamente diferentes entre si (paquete
multcomp de R) (Hothorn et al. 2008).

Efecto de la variacion intraindividual en la inversién de néctar sobre los patrones de
forrajeo.

Frecuencia de visitas. El efecto del nivel de inversion y de la variacion intraindividual
en la produccion de néctar sobre los patrones de forrajeo (visitas totales,
geitonogamicas y exogamicas), se analizé por medio de tres modelos lineales
generalizados (GLM) independientes. Analisis preliminares mostraron que los datos
mostraban sobre dispersion, por lo que se utilizé una distribuciéon binomial negativa
con una funciéon de enlace logaritmica en los tres casos (Zuur 2009). Los modelos
incluyeron la inversion de recursos, la variaciéon intraindividual y su interaccion,
como factores fijos; mientras que la posicion de la planta y el dia del experimento
se incluyeron como variables aleatorias. Los analisis se revisaron con el criterio
Akaike (AIC) para determinar la estructura final del modelo (paquete Mu-MIn en R,
(Barton, 2009). Con el fin de comparar si las diferencias entra los tratamientos

fueron significativas, se realizaron pruebas post-hoc de Tukey con el paquete
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multcomp de R (Hothorn et al. 2008). Por otro lado, para evaluar la hipotesis de que
las flores mas ricas dentro de las plantas variables funcionan como “flores iman”, se
utilizaron modelos lineales generalizados de efectos mixtos (GLMM), asumiendo
una distribucién Poisson con funcion de enlace logaritmica. La frecuencia de visitas
se evaluo en funcion de la concentracion de azucar por flor dentro de las plantas
con baja inversion variable y alta inversion variable, de forma independiente. Los

analisis se realizaron con el paquete Ime4 en R (Bates et al. 2015).

Costo por visita. El efecto del nivel de inversion y de la variacion intraindividual en
el costo por visita se evalué a través de regresiones mdltiples, para plantas sin
reabsorcion y con reabsorcidon de néctar. En ambos modelos la variable de
respuesta “costo por visita” se transformd logaritmicamente para mejorar
distribucion de los residuales. De igual manera que en los andlisis anteriores, los
modelos incluyeron la inversiébn de recursos, la variacion intraindividual y su
interaccion, asi como la posicion de la planta y el dia del experimento como
variables aleatorias. Los analisis se revisaron con el criterio Akaike (AIC) para
determinar la estructura final del modelo y se realizaron pruebas post-hoc de Tukey

con el paquete multcomp de R (Hothorn et al. 2008).

En cada analisis estadistico se considero el dia del experimento y la posicion de la
planta dentro del arreglo experimental porque ambas variables tuvieron un efecto
significativo sobre la variable de respuesta evaluada (Anexo 1). Todos los andlisis

estadisticos se realizaron con R, versién 3.1.2 (R Core Team 2014).
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Resultados

Definicibn del patron diurno de forrajeo. Los abejorros Bombus impatiens
presentaron actividad continua entre las 8:00 a. m. y las 18:30 p. m., sin embargo,
mostraron dos periodos de mayor actividad de la 8:00 —9:30 a. my de 15:00 — 18:30
p. m. Estos dos periodos de actividad difirieron significativamente de los otros
periodos, pero no entre ellos (X2=955.78, g.l.=16, p<0.001). Con base en este

resultado, todos los experimentos se iniciaron a 8:00 a. m. (Fig. 6).
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Figura 6. Consumo de néctar promedio (£ e.e.) de Bombus impatiens a lo largo del
dia, estimado a partir de un GLM (n =3 ensayos, 1 ensayo por dia). Las letras
diferentes representan diferencias significativas entre los grupos (p<0.05, prueba
post-hoc de Tukey).

Efecto de la variacién intraindividual en la inversiéon de néctar sobre los patrones de
forrajeo.

Frecuencia de visitas.

El experimento factorial mostré que tanto la variacion intraindividual como el término
de interaccidn inversidn*variacion, tuvieron un efecto significativo sobre la
frecuencia de visita de los abejorros (Tabla 4). En contraste, el tratamiento de
Inversion no tuvo un efecto sobre la conducta de forrajeo de los polinizadores (Tabla
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4). Tal como indica el término de interaccién, las plantas del tratamiento de baja
inversidn con variacion obtuvieron casi tres veces mas visitas que las de los otros
tres tratamientos (Fig. 7). Como era de esperarse, la posicion de la planta y el dia
en el que se realizdé el experimento tuvieron un efecto significativo sobre la
frecuencia de visitas totales (Tabla 4). Por otra parte, de acuerdo con la hipotesis
de las “flores iman”, las flores con el néctar mas concentrado de las plantas del
tratamiento Con variacion, tuvieron significativamente mas visitas que las flores con

néctar menos concentrado (Fig. 8).
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Figura 7. Numero de visitas totales de abejorros (+ e.e.) en plantas con baja y alta
inversion de recursos (32 y 36% de azlcar, respectivamente) y con dos niveles de
variacion intraindividual (con variacibn CV 20%; sin variacion CV=0%) en la
produccion de néctar, estimado a partir de un GLM (p<0.05) (n=12 ensayos, 1
ensayo por dia). Las letras diferentes representan diferencias significativas entre
los tratamientos (p<0.05, prueba post-hoc de Tukey).
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Tabla 4. Resultados del GLM para la frecuencia de visitas totales por tratamiento. El
modelo seleccionado maximiza la bondad de ajuste dada por AIC. (*) Variables
estadisticamente significativas.

Variable
de Variable explicativa AIC Estimado (e.e.) Valor Pr(>|z|)

respuesta Z

Frecuencia de visitas totales 2395.6
Intercepto (baja inversion 3.281 (0.362) 9.067 <0.001*
sin variacion)
Variacién (sin variacion) 3.281 (0.362) 9.067 0.005 *
Inversion (alta) 1.405 (0.506) 2.776 0.485
Dia 0.035 (0.014) 2414  0.015*
Posicién de la planta -0.0008 (0.0002) -3.315 <0.001*
Variacion (sin variacion) * -1.760 (0.715) -2.462 0.014*
Inversion (alta)
Variacién (con variacion) -0.037 (0.020) -1.807 0.070
*Dia
Inversion (alta) * Dia -0.007 (0.020) -0.351 0.726
Variacién (con variacion) 0.068 (0.029) 2.363 0.018*

* Inversion (alta) * Dia

El analisis de las visitas geitonogamicas mostro resultados muy similares al de las
visitas totales. Es decir, ademas de los efectos de dia y posicidén, unicamente el
tratamiento de Variacién y la interaccion inversién*variacién tuvieron un efecto
significativo sobre el nUmero de visitas geitonogamicas (Tabla 5). En otras palabras,
gran parte del efecto observado en el analisis de visitas totales se debe a que las
plantas en el tratamiento de baja inversién con variacion tuvieron mas visitas
geitonogamicas (Fig. 9a). En contraste, las plantas en el tratamiento Con variacion
tuvieron significativamente mas visitas exogamicas que las del tratamiento Sin

variacion (Fig. 9b; Tabla 6).
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Figura 8. Numero de visitas por flor (+ e.e.) en las diferentes concentraciones de azucar
presentes en las plantas con baja inversién con variacion (A) y alta inversion con
variacion (B), estimado a partir de un GLM (n=12 ensayos, 1 ensayo por dia). Letras
diferentes representan diferencias significativas entre los grupos (p<0.05, prueba
post-hoc de Tukey).
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Tabla 5. Resultados del GLM para el nUmero de visitas geitonogamicas por tratamiento. El

modelo seleccionado maximiza la bondad de ajuste dada por AIC. (*) Variables

estadisticamente significativas.

Variable
de Variable explicativa AlIC Estimado (e.e.) Valor Pr(>|z|)

respuesta Y4

Visitas geitonogamicas 2088.8
Intercepto (baja 2.628 (0.474) 5538 < 0.001*
inversion sin variacion)
Variacién (con variacién) 1.815 (0.660) 2.753 0.006 *
Inversion (alta) 0.630 (0.666) 0.946 0.344
Dia 0.025 (0.019) 1.328 0.184
Posicién de la planta -0.001 (0.0003) -3.218 0.001 *
Inversion (alta) * -2.540 (0.931) -2.728  0.006 *
Variacion (con variacion)
Variacion * Dia -0.048 (0.026)  -1.800 0.072
Inversion (alta) * Dia -0.017 (0.027) -0.621 0.534
Variacion (con variacion) 0.097 (0.037) 2.590 0.009 *

*Inversion (alta) * Dia

Tabla 6. Resultados del GLM para el niumero de visitas exogamicas por tratamiento. El

modelo seleccionado maximiza la bondad de ajuste dada por AIC. (*) Variables

estadisticamente significativas.

Variable de Variable explicativa AIC Estimado (e.e.) Valor Pr(>|z|)
respuesta Z

Visitas exogamicas 2060.0
Intercepto (baja 2.906 (0.223) 13.042 <0.001*
inversion sin variacion)
Variacion (con variacion) 0.372 (0.054) 6.907 <0.001*
Inversion (alta) -0.411 (0.309) -1.328 0.184
Dia 0.029 (0.009) 3.298 0.0009 *
Posicion de la planta -0.0006 (0.0002) -2.943 0.003*
Inversion (alta) *Dia 0.022 (0.012) 1.757 0.079
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Figura 9. Numero de visitas endogamicas (+ e.e.) (A) y exogamicas (+ e.e.) (B) en
plantas con baja y alta inversion de recursos (32 y 36% de azUlcar, respectivamente)
y con dos niveles de variacion intraindividual (con variaciéon CV 20%; sin variacion
CV=0%) en la produccion de néctar, estimado a partir de un GLM (n=12 ensayos,
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1 ensayo por dia). Letras diferentes representan diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05, prueba post-hoc de Tukey).

Costo por visita. Los analisis del costo por visita revelaron que existen diferencias
importantes dependiendo de como se asume que es la biologia del néctar. En el
primer caso, si suponemos que las plantas no son capaces de reabsorber el néctar,
entonces las plantas variables pagarian un costo mas bajo por visita que las plantas
sin variacion (Fig. 10a). Los resultados del analisis del costo por visita en plantas
que no reabsorben néctar mostraron efectos significativos de la variacion, el dia 'y
la posicion (Tabla 7). En contraste, si suponemos que las plantas son capaces de
reabsorber el néctar y que la reabsorcidén no tiene ningun costo, entonces ademas
del efecto de la variacion, se encontré un efecto significativo de la interaccion
inversion*variacion (Tabla 8). Esto significaria que las plantas que invierten menos
recursos en néctar y lo ofrecen de manera variable, pagan un costo

significativamente menor (Fig. 10b).

Tabla 7. Resultados de los modelos lineales para el costo energético en plantas sin
reabsorcién por tratamiento. El modelo seleccionado maximiza la bondad de
ajuste dada por AIC. (*) Variables estadisticamente significativas.

Variable de Variable explicativa AIC  Estimado (e.e.) Valor Pr(>|z|)
respuesta Z

Costolvisita

(plantas sin reabsorcion) 357.09
Intercepto (baja 2.954 (0.199) 14.851 <0.001*
inversion sin variacion)
Variacion (con variacion) -0.509 (0.066) -7.731 <0.001*
Inversion (baja) 0.0004 (0.066) 0.006 0.995
Dia -0.031 (0.007) -4.077 <0.001*
Posicion de la planta 0.0008 (0.0003) 3.264 <0.001*
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Tabla 8. Resultados de los modelos lineales para el costo energético en plantas con
reabsorcion por tratamiento. EI modelo seleccionado maximiza la bondad de ajuste
dada por AIC. (*) Variables estadisticamente significativas.

Variable de
respuesta Variable explicativa AIC  Estimado (e.e.) ValorZ Pr(>|z|)

Costolvisita 274.66

(plantas con reabsorcion)
Intercepto (baja 1.411 (0.312) 4518 <0.001*
inversion sin variacion)
Variacion (con variacion) -0.997 (0.443) -2.251  0.025*
Inversion (baja) -0.232 (0.442) -0.525 0.600
Dia -0.035 (0.012) -2.828  0.005 *
Variacion (con variacion) 1.808 (0.626) 2.888 0.004 *
* Inversion (baja)
Variacién (con variacion) 0.052 (0.018) 2911 0.003 *
*Dia
Inversion (baja) * Dia 0.035 (0.018) 1.959 0.051
Variacién (con variacion) -0.085 (0.025) -3.381  0.0008 *

* Inversion (baja) * Dia
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Figura 7. Costo (mg de azucar) por visita (+ e.e) en plantas sin reabsorcion (A) y en
plantas con reabsorcién (B), con baja y alta inversion de recursos (32 y 36% de
azlcar, respectivamente) y con dos niveles de variacion intraindividual (con
variacion CV 20%; sin variacion CV=0%) en la produccién de néctar, estimado a
partir de un GLM (n=12 ensayos, 1 ensayo por dia). Letras diferentes representan
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05, prueba post-hoc de Tukey).
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Discusién

Los resultados de este estudio apoyan la hipétesis de que la variacion
intraindividual en la produccidn de néctar podria interpretarse como una estrategia
gue permite a las plantas manipular a los polinizadores y ahorrar recursos (Feisinger
1978, Bell 1986, Biernaskie, 2002; Pyke 2016). En particular, los experimentos
mostraron que una combinacion de baja inversion y alta variacion resulta en un
mayor numero de visitas. Este aumento se debié a que las plantas de este
tratamiento recibieron la misma cantidad de visitas exogamicas que las plantas de
alta inversion variable, pero experimentaron un incremento en las visitas
geitonogamicas. Dado que el tratamiento de baja inversion variable simula una
situacién en la que las plantas invierten menos recursos, el costo por visita es menor
y aun asi obtienen un beneficio (tasa de visita) equivalente al de las plantas que
invierten mas. En otras palabras, estos hallazgos revelan que la variacion
intraindividual en la produccion de recompensas puede ser una estrategia ventajosa
en una situacion de limitacion de recursos, o bien una estrategia que permite reducir
los costos de la interaccion (Feinsinger 1978). En este contexto, se ha mostrado
qgue las situaciones de limitacién de recursos tienen un efecto negativo sobre la
produccion de recompensas (Mufioz et al. 2005, Descamps et al. 2018, Phillips et
al. 2018); y que estos recursos se pueden asignar a otras funciones vitales para las
plantas (Bazzaz et al. 1987, Ashman 1994, Obeso 2002, Cepeda-Cornejo y Dirzo
2010, Wenk y Falster 2015). Por estas razones, se esperaria que la seleccion
natural favoreciera aquellas estrategias que permitan disminuir los costos de la
interaccion (Noé y Hammerstein 1995, Holland et al. 2004). Los hallazgos de este
trabajo sugieren que, al menos en las condiciones en las que se realizaron los
experimentos, las plantas podrian ahorrar 11% de su inversién en recompensas y
aun asi obtener un servicio de polinizacion equivalente al de plantas que no ahorran.
Obviamente, es necesario reconocer que el enfoque experimental que se siguié en
este trabajo permite controlar las variables de interés con precision, pero adolece
de realismo. Algunas de las limitaciones que se tienen estan relacionadas con las
unidades con las que se evaluo el costo y el beneficio obtenido por las plantas. Por

ejemplo, la unidad de recurso utilizada durante este estudio son los mg de azucar,
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sin embargo, es bien sabido que hay diferentes recursos involucrados en la
produccion del néctar ademas de los carbohidratos, como el agua, los aminoacidos
y los metabolitos secundarios (Heil 2011). Por otro lado, seria conveniente poder
evaluar la adecuacion de las plantas a través de otras unidades como la diversidad
genética del polen depositado en las flores durante las visitas o la produccion de
frutos y semillas (Silander y Primack 1978, Real y Rathcke 1991, Valverde et al.
2019). Por esta razon, aunque los resultados de este estudio permiten una
aproximacion al entendimiento de los mecanismos que permiten el ahorro de
recursos y la manipulacion de los polinizadores, su extrapolacion a sistemas

naturales dependera del contexto particular en el que lo queramos aplicar.

Uno de los resultados més interesantes de este estudio se refiere a los
diferentes efectos que producen las combinaciones de inversion — variacion. En
otras palabras, los resultados muestran que las consecuencias de la variacion
intraindividual en la conducta de los polinizadores cambian en funcion de la
inversion de recursos. Asumiendo que la seleccién natural favorece la disminucion
de los costos de la interaccién, es posible analizar diferentes escenarios
adaptativos. Por ejemplo, las plantas con baja inversion variable tendrian ventajas
en situaciones donde el costo de la geitonogamia es bajo, por ejemplo si hay baja
depresion por endogamia (Barrett 2003, Galloway et al. 2003, Smithson 2006), o
bien cuando la magnitud del descuento de polen y 6vulos sea reducida, es decir,
cuando sea baja la pérdida de granos de polen para exportar a otras plantas o
cuando el nuamero de Ovulos fertilizados por geitonogamia sea minimo,
respectivamente (Lloyd 1992, de Jong et al. 1993, Harder y Wilson 1998, Barrett
2003, Mitchell et al. 2009). En contraste, si el costo de la endogamia es alto (de
Jong et al. 1993, Klinkhamer y De Jong 1993, Finer y Morgan 2003, Eckert 2016),
la mejor estrategia es incrementar la inversion en la produccion de recompensas
(independientemente del nivel de variacion intraindividual), ya que de esta manera
se reduce el nivel de geitonogamia. Sin embargo, si la seleccion natural favorece
altos niveles de entrecruza, entonces la mejor estrategia seria invertir una mayor

cantidad de recursos en recompensas Yy presentarlas de una manera variable entre
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las flores. En estas condiciones, las plantas obtendrian el mayor nimero de visitas
exogamicas. Finalmente, es evidente que la peor estrategia es invertir poco y
presentarlo sin variacion entre las flores. En esta situacion (tratamiento), se
obtuvieron los valores mas bajos de visitas totales y visitas exogamicas, mientras

gue los costos fueron relativamente altos.

Una de las preguntas mas relevantes que se desprende de este trabajo es
¢, Cudl es el mecanismo que determina que los polinizadores visiten las plantas con
produccion de néctar variable? Obviamente, aunque los resultados indican que esa
preferencia depende de la combinacién de inversién — variacion, la pregunta de cual
es el mecanismo sigue siendo de la mayor importancia. Existen al menos dos
explicaciones no mutuamente excluyentes. En su hipotesis de Bonanza-Blank,
Feisinger (1978) propuso que los polinizadores responden al reforzamiento
intermitente que producen las plantas variables. Esta explicacion asume que los
polinizadores permanecen en una planta porque las flores “ricas” refuerzan la
expectativa de encontrar otras fuentes de “bonanza” dentro de la misma planta.
Dado que la produccion de una oferta variable de néctar implica la presencia de
flores vacias o casi vacias, junto con flores que producen néctar por arriba del
promedio de las flores de esa planta, el encuentro con estas flores “ricas” serviria
como un estimulo para seguir forrajeando en esa planta. Este fendmeno es similar
en naturaleza, pero diferente en escala, al proceso de facilitacién que se ha descrito
para los sistemas de polinizacion en los cuales una especie de planta se beneficia
por la presencia de otra (Feinsinger 1978, Callaway 1995, Feldman et al. 2004,
Peter y Johnson 2008). En particular, Thomson (1978) acufi6 el término “especies
iman” para designar a aquellas especies que, debido a su alta produccién de
recompensas, funcionan como un atrayente de polinizadores y benefician a otras
especies que no producen, o producen menos recompensas. Un fendmeno similar
podria estar ocurriendo en las plantas variables, en las cuales las flores mas ricas
funcionarian como “flores iman”. Los resultados de este estudio apoyan de manera
parcial la hipotesis del Bonanza (flores-iman) — Blank, ya que muestran que (a) las

plantas con baja inversion variable fueron las que recibieron mas visitas; y (b) que
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las flores mas ricas en los tratamientos variables fueron las que recibieron mas
visitas. Sin embargo, esta hipétesis también predice que las plantas con alta
inversion variable deberian haber experimentado el mismo fenbmeno y esto no
ocurrié. Este resultado podria ser una consecuencia de los diferentes niveles de
inversion, ya que las flores de las plantas en el tratamiento alta inversion variable
contienen mas néctar en promedio que las del tratamiento baja inversion variable.
Es decir, las flores “ricas” de las plantas con alta inversion variable tienen néctar de
mayor concentracion que las del tratamiento de baja inversion variable, mientras
que las flores “pobres” del tratamiento de baja inversion variable tienen néctar de
menor concentracion que las del tratamiento de alta inversion variable. Esta
diferencia se reflejé en un mayor consumo de néctar por flor y en una disminucién
en el numero de flores visitadas por planta por polinizador en el tratamiento de alta
inversion variable. Esto podria explicar los altos niveles de geitonogamia que se
observaron en las plantas del tratamiento de baja inversion variable, ya que las
flores “pobres” promueven que los polinizadores se muevan, mientras que las “ricas”
favorecen la permanencia dentro de la planta. Esta interpretacion sugiere que el
efecto de la variacion intraindividual depende de la inversion total en néctar, de la
calidad de néctar que ofrece una flor, y de la capacidad de consumo de un
polinizador (Real 1981, Harder y Real 1987).

Una explicacion alternativa del mecanismo que determina que los
polinizadores visiten las plantas variables se basa en el hecho de que la variacién
intraindividual no permite que los polinizadores realicen una evaluacion precisa de
calidad de recompensa esperada que ofrece una planta (Pyke 2016,
Parachnowitsch et al. 2018). En este sentido, la variacion intraindividual funcionaria
como un mecanismo de desinformacion o engafio (Belsare et al. 2009, Nakamura y
Kudo 2016, Nepi et al. 2018, Parachnowitsch et al. 2018), que permitiria que las
plantas ahorren recursos en la produccion de recompensas. Dado que es imposible
hacer una evaluacion de la recompensa esperada, los polinizadores tienen que
visitar varias flores antes de tener informacion suficiente sobre la calidad de una

planta. Es muy probable que esta hip6tesis sea complementaria con el Bonanza —
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Blank (Feisinger 1978), ya que la presencia de flores “ricas” reforzaria la idea de

gue la planta ofrece mas de lo que en realidad tiene.

Otro de los resultados de este estudio que refuerza la vision multifactorial del
problema de la evolucion y significado funcional de la variacion intraindividual en la
produccion de recompensas, es la consideracion de la biologia del néctar (Heil
2011). Es obvio que una planta que tiene la capacidad de reabsorber el néctar que
no fue consumido por los polinizadores tiene un control mas preciso sobre el uso de
sus recursos (Stpiczynska y Nepi 2012). Por ejemplo, en Cucurbita pepo se ha visto
gue las flores pueden secretar y reabsorber todo el néctar que no fue consumido de
forma dinamica durante la antesis (Nepi et al. 1996, Nepi y Stpiczynska 2007) y se
ha propuesto que los receptores y transportadores de azucar son los encargados
de reconocer la concentracion externa de azucar (Nepi y Stpiczynska 2008). En
general, el beneficio que puedan obtener las plantas de reabsorber el néctar
dependera de la relacion entre la ganancia y el costo de recuperar esos recursos
(Nepiy Stpiczynska 2008). En contraste, en ausencia de esta capacidad, las plantas
deberian invertir una cantidad cercana a la expectativa promedio de visita (el 6ptimo
de inversion total en recompensa). Una inversion reducida significaria perder
oportunidades de polinizacion, mientras que un exceso aumentaria el costo de la
reproduccion. De acuerdo con lo esperado, el costo por visita es diferente si
suponemos que las plantas son capaces, o0 no, de reabsorber el néctar que no fue
consumido. Si asumimos gue las plantas no reabsorben néctar, el costo por visita
es menor en las plantas variables, independientemente del nivel de inversion de
recursos en recompensas (el cual esté fijo por el disefio experimental). En contraste,
si las plantas reabsorben el néctar entonces las plantas con alta inversion variable
pagan un alto costo energético por cada visita porque los abejorros consumen mas
néctar y realizan pocas visitas, mientras que las plantas con baja inversion variable
pagan menos recursos por las visitas porque los abejorros visitan mas flores y
consumen menos néctar por cada una. De este modo, si la variacion intraindividual
del néctar le permite a las plantas ahorrar recursos energéticos, ya sea en la

inversion inicial o recuperando lo invertido, este ahorro puede ser beneficioso para

35



las plantas si son capaces de reasignarlos a otras estructuras, como los ovarios y
ovulos de las flores polinizadas (Luyt y Johnson 2002, Ordano y Ornelas 2005, Nepi
y Stpiczynska 2007, Ornelas y Lara 2009), o a otras funciones importantes como la

defensa y el crecimiento (Obeso 2002).

En resumen, los resultados de este estudio sugieren que la variacion
intraindividual en la produccidén de recompensas puede tener en algunos casos un
valor funcional. Sin embargo, también sugieren que este valor es dependiente del
contexto y que su interpretacion y extrapolacion a situaciones naturales, dependen
de factores como la estrategia de historia de vida de las plantas (Roff 1992, Stearns
1992, Charnov 1993) y de aspectos ambientales como el tipo y la abundancia de
los polinizadores (Zimmerman 1988, Mattila y Kuitunen 2000, Smithson 2006).
Actualmente se sabe que hay un componente genético que determina la produccion
del néctar y que las plantas pueden controlar en cierta medida la produccion de
néctar entre sus flores (Nepi y Stpiczynska 2008, Heil 2011, Stpiczyhska y Nepi
2012), sin embargo hasta la fecha hay pocos estudios que evaltian la adecuacién
de las plantas en funcion de las propiedades del néctar y su efecto en la conducta
de los polinizadores (Real y Rathcke 1991, Brandenburg et al. 2012,
Parachnowitsch et al. 2018), por lo que seria fundamental considerar la variacion
intraindividual de esta recompensa como un rasgo de las plantas dentro de los
estudios (Herrera 2009).
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Conclusiones

1.

La variacion intraindividual en la produccién del néctar puede tener un valor
funcional para las plantas como una estrategia de ahorro de recursos, ya que
les permitiria mantener el servicio de los polinizadores con menor inversion
de recursos en la produccion de dicha recompensa.

Sin embargo, el costo que pagarian las plantas por reducir la inversion de
recursos estaria relacionado con un mayor nivel de geitonogamia.

Por lo anterior, el beneficio que podrian obtener las plantas con esta
estrategia dependera de los mecanismos que tengan para mitigar el efecto
negativo de la geitonogamia y del contexto ambiental.

Este estudio nos permite hipotetizar qué esperariamos en un ambiente
natural y proyectar nuevos experimentos o modelos que nos permitan
entender mejor el valor funcional de la variacién intraindividual del néctar.
Sin embargo, es necesario realizar experimentos complementarios que
evaluen 1) el valor funcional de otras propiedades del néctar (e.g. volumen'y
composicién de azlcares 0 metabolitos secundarios), 2) diferentes niveles
de variacion y 3) su efecto en distintos tipos de polinizadores.

Hacen falta estudios en campo con plantas y con polinizadores silvestres que
nos permitan evaluar el efecto de la variacion intraindividual del néctar sobre
la efectividad de la polinizacidén y su contribucién al éxito reproductivo de las
plantas.

Debido a que aun se desconoce mucho sobre esta recompensa floral,
también se necesitan investigaciones que estimen sus costos de produccion,
su heredabilidad y si esta bajo seleccion natural.

La complejidad del néctar y de su manejo ha obstaculizado su estudio a
través del tiempo, sin embargo, es importante realizar mas trabajos que nos
permitan entender mejor su rol dentro de la interaccion planta-animal y las

consecuencias ecoldgicas y evolutivas que tiene para las plantas.
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Anexo |

Se realizaron Modelos Lineales Generalizados (GLM) para evaluar el efecto del dia
y la posicion de la planta sobre las variables de respuesta: frecuencia de visitas
totales, visitas geitonogamicas, visitas exogamicas. Los analisis preliminares
mostraron que los datos mostraban sobre dispersion, por lo que se utilizé6 una
distribucion binomial negativa con una funcion de enlace logaritmica para los
analisis (Zuur 2009). Por otro lado, se realizaron regresiones lineales para evaluar
el efecto del dia y la posicion de la planta en el costo por visita en plantas sin y con
reabsorcion. Todos los analisis estadisticos se realizaron con R, versién 3.1.2 (R
Core Team 2014).

Frecuencia de visitas

Frecuencia de visitas totales. El dia en el que se realiz6 el experimento y la posicion
que ocupaban las plantas dentro del arreglo experimental tuvieron un efecto
significativo en el numero de visitas totales (GLM, p<0.005) (Fig. 11 y 12,

respectivamente).
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Figura 11. Numero de visitas totales durante cada dia en el que se realizé el
experimento (GLM, p<0.05). Las barras de error representan la variacion de la
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distribucion de los datos que van desde el valor minimo al valor maximo. El
diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas gruesas son la mediana y
las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la variacion de los datos. Los
valores atipicos estan representados por circulos abiertos.

B
¥ H
— T ! T
4 | I S
= O | 11
IS 3 ! L
5 & | 1
= I T !
(] | |
© —] | | T
.":'O |y — I
0
S 9 T T :
() T |
T T — |
-c?s - ! :' T
—_ O = 1 1 |T
c O - oy T T
%\—I 1 | __—l—I I|I
S 1 ] L 1 1|
8 H D
hust 1 |
o — | |
57 Blaget il f oHRLE
| | | L
N | 4L, 1 L
4L L 1
o —

rrrreorerer ettt
123 456 7 8 91011121314 15 16 17 18 19 20
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Figura 12. Namero de visitas totales en cada posicion de las plantas dentro del arreglo
experimental (GLM, p<0.05). Los extremos inferiores de las cajas representan los
primeros cuartiles y los superiores los terceros, los segmentos dentro de las cajas
indican las medianas, los bigotes arriba y abajo de las cajas indican los minimos y
maximos dentro del rango de 1,5 veces del rango intercuartil desde la parte superior
o la inferior. Los valores atipicos estan representados por circulos abiertos.
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Visitas geitonogamicas. El dia en el que se realizo el experimento y la posicion que
ocupaban las plantas dentro del arreglo experimental tuvieron un efecto significativo
en el numero de visitas geitonogamicas que recibié cada planta (GLM, p<0.005)

(Fig. 13 y 14, respectivamente).
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Figura 13. Visitas geitonogamicas en cada dia de experimentacién (GLM, p<0.05). Las
barras de error representan la variacion de la distribucion de los datos que van
desde el valor minimo al valor maximo. El diagrama de caja muestra el 25y 75
percentil, las lineas gruesas son la mediana y las lineas delgadas son el valor
maximo y minimo de la variacion de los datos. Los valores atipicos estan
representados por circulos abiertos.
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Figura 14. Visitas geitonogamicas en cada posicion de las plantas dentro del arreglo
experimental (GLM, p<0.05). Las barras de error representan la variacién de la
distribucion de los datos que van desde el valor minimo al valor maximo. El
diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas gruesas son la mediana y
las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la variacion de los datos. Los
valores atipicos estan representados por circulos abiertos.
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Visitas exogamicas. El dia en el que se realiz6 el experimento y la posicion que
ocupaban las plantas dentro del arreglo experimental tuvieron un efecto significativo

en el numero de visitas exogamicas (GLM, p<0.005) (Fig. 15y 16, respectivamente).
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Figura 15. Visitas exogamicas en cada dia de experimentacion (GLM, p<0.05). Las
barras de error representan la variacion de la distribucion de los datos que van
desde el valor minimo al valor maximo. El diagrama de caja muestra el 25y 75
percentil, las lineas gruesas son la mediana y las lineas delgadas son el valor
maximo y minimo de la variaciébn de los datos. Los valores atipicos estan
representados por circulos abiertos.
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Figura 16. Visitas exogamicas en cada posicion de las plantas dentro del arreglo
experimental (GLM, p<0.05). Las barras de error representan la variacion de la
distribucién de los datos que van desde el valor minimo al valor maximo. El
diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas gruesas son la mediana y
las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la variacion de los datos. Los
valores atipicos estan representados por circulos abiertos.
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Costo por visita. El dia en el que se realiz6 el experimento y la posicion que
ocupaban las plantas dentro del arreglo experimental tuvieron un efecto significativo
en el costo por visita en plantas sin reabsorcion (GLM, p<0.005) (Fig. 17 y 18,
respectivamente). Sin embargo, en las plantas con reabsorcion de néctar el dia tuvo
un efecto significativo en el costo por visita en plantas con reabsorcion (GLM,
p<0.005) (Fig. 19) mientras que la posicion que ocupaban las plantas dentro del
arreglo experimental no (GLM, p>0.005) (Fig. 20).
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Figura 17. Costo por visita en cada dia en plantas sin reabsorcion de néctar durante
los dias de experimentacion (Regresion lineal, p<0.05). Las barras de error
representan la variacién de la distribucién de los datos que van desde el valor
minimo al valor maximo. El diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas
gruesas son la mediana y las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la
variacion de los datos. Los valores atipicos estan representados por circulos
abiertos.
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Posicion de la planta

Figura 18. Costo por visita en plantas sin reabsorcion en cada posicién dentro del
arreglo experimental (Regresion lineal, p<0.05). Las barras de error representan la
variacion de la distribucion de los datos que van desde el valor minimo al valor
maximo. El diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas gruesas son la
mediana y las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la variacion de los
datos. Los valores atipicos estan representados por circulos abiertos.
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Figura 19. Costo por visita en en plantas con reabsorcion de néctar durante los dias
del experimento (Regresion lineal, p<0.05). Las barras de error representan la
variacion de la distribucién de los datos que van desde el valor minimo al valor
maximo. El diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas gruesas son la
mediana y las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la variacion de los

datos. Los valores atipicos estan representados por circulos abiertos.
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Posicion de la planta

Figura 20. Costo por visita en cada posicion de las plantas con reabsorcién dentro del
arreglo experimental (Regresion lineal, p>0.05). Las barras de error representan la
variacion de la distribucién de los datos que van desde el valor minimo al valor
maximo. El diagrama de caja muestra el 25y 75 percentil, las lineas gruesas son la
mediana y las lineas delgadas son el valor maximo y minimo de la variacién de los
datos. Los valores atipicos estan representados por circulos abiertos.
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