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RESUMEN

Las interacciones bidticas entre especies exdticas y nativas son importantes para
explicar la invasion de especies. Estas interacciones pueden modular mecanismos de
invasion de especies como la resistencia biotica o la facilitacion-mutualismo. Las
hormigas ordefiadoras de pulgones son excelentes modelos para examinar si los efectos
indirectos de la biota nativa afectan la invasion de plantas. Por un lado, las hormigas
pueden afectar negativamente la adecuacion de las plantas al incrementar la abundancia
y dafio de los pulgones. Por otro lado, las hormigas pueden afectar positivamente la
adecuacion de las plantas al expulsar a los herbivoros no-pulgén de las mismas. Para
comprobar si las hormigas pueden afectar indirectamente a la invasion de plantas,
examiné un ensamble de hormigas ordefiadoras sobre el cardo exético Carduus
thoermeri. Esta planta es atacada por pulgones y el curculionido Rhinocyllus conicus,
que es un agente de control bioldgico de cardos. En experimentos de laboratorio,
caractericé la agresividad de las hormigas contra los depredadores de pulgones y R.
conicus. En experimentos a campo, evalué si las hormigas defienden a los pulgones de
sus depredadores e influyen en el crecimiento poblacional de los pulgones sobre las
plantas. Mediante analisis de vias, examiné efectos indirectos de las hormigas sobre la
adecuacion de C. thoermeri. Consideré dos hipdétesis sobre los efectos indirectos de las
hormigas: la hipotesis de “Resistencia bidtica indirecta”, la cual predice un descenso de
la adecuacion de C. thoermeri al incrementar la abundancia y dafio de los pulgones y la
hipotesis de “Facilitacion bidtica indirecta”, la cual predice un incremento de la
adecuacion de C. thoermeri al expulsar a R. conicus. Finalmente, realicé un analisis
poblacional donde evalué si las hormigas y R. conicus afectan las tasas de crecimiento
poblacional de C. thoermeri. Encontré tres especies de hormigas ordefiadoras sobre C.

thoermeri: Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus y D. richteri. Las especies



difirieron en su agresividad frente a los depredadores de pulgones y R. conicus; siendo
D. tener la especie mas agresiva. Dorymyrmex tener fue ademas la especie mas
frecuente y abundante sobre C. thoermeri. La hormiga D. tener expulso exitosamente a
los depredadores de pulgones de las plantas y afectd positivamente el crecimiento
poblacional de los pulgones. Ademas, D. tener afecto6 indirecta y negativamente la
reproduccion de C. thoermeri por la via de los pulgones (apoyando la hipotesis de
“Resistencia bidtica indirecta’). Sin embargo, D. tener no afectd indirectamente la
reproduccion de C. thoermeri por la via de R. conicus (descartando la hipotesis de
“Facilitacion bidtica indirecta). A pesar que D. tener afectd negativamente la
reproduccion de C. thoermeri, esta especie no afecto el crecimiento poblacional de C.
thoermeri. El controlador bioldgico R. conicus si tuvo un efecto negativo sobre el
crecimiento poblacional de C. thoermeri. Colectivamente, mis resultados evidencian
que (1) la agresividad de las hormigas ordefiadoras es una caracteristica clave para las
poblaciones de pulgones sobre C. thoermeri, (2) solo las hormigas més agresivas
afectan indirectamente la adecuacion de C. thoermeri, y (3) las hormigas ordefiadoras
no afectan la dindmica poblacional de C. thoermeri. Mi tesis destaca la importancia que
tienen las interacciones bioticas indirectas y los estudios poblacionales en la

comprension de la invasion de especies.
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ABSTRACT

Biotic interactions between exotic and native species are important to explain species
invasion. They can modulate invasion mechanisms such as the biotic resistance or
facilitation-mutualism. Aphid-tending ants that visit exotic plants looking for aphids are
excellent models for examining indirect effects on plant invasion. On the one hand,
aphid-tending ants can negatively affect plant fitness by increasing aphid infestation and
sap-feeding damage. On the other hand, aphid-tending ants can positively affect plant
fitness by expelling non-aphid herbivores from plants. To test whether ants can
indirectly affect plant invasion, | examined an aphid-tending ant assemblage on the
exotic thistle Carduus thoermeri. Thistles are attacked by aphids and the weevil
Rhinocyllus conicus, which is a biological control agent. First, in laboratory
experiments, | characterized the aggressiveness of aphid-tending ant species in
confrontations with aphid predators and R. conicus. In the field, | examined whether
ants effectively defend aphids from their predators and influence aphid population
growth on C. thoermeri. With pathway analyses, | examined whether aphid-tending ants
indirectly affect C. thoermeri fitness. I considered two hypotheses regarding ants’
indirect effects: (1) a decrease in C. thoermeri fitness through an increase in aphid
abundance and damage ("Indirect biotic resistance" hypothesis) and (2) an increase in
C. thoermeri fitness through the removal of R. conicus ("Indirect biotic facilitation”
hypothesis). Finally, | evaluated whether aphid-tending ants and R. conicus affect C.
thoermeri population growth rates. | found three species of aphid-tending ants within C.
thoermeri patches: Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, and D. richteri. Ant
species differed in their aggressiveness towards aphid predators and R. conicus; being
D. tener the most aggressive species in the ant assemblage. Dorymyrmex tener was also

more frequent and abundant on C. thoermeri than the other ant species. Dorymyrmex



tener effectively expelled aphid predators from the plants and positively affected aphid
population growth. Concerning ants’ indirect effects, I found that D. tener affects C.
thoermeri reproduction through aphid abundance (support for the "Indirect biotic
resistance" hypothesis). However, D. tener did not affect C. thoermeri reproduction
through an effect on R. conicus (rejecting the "Indirect biotic facilitation” hypothesis).
At the population level, ants did not affect C. thoermeri population growth. However, R.
conicus negatively affected C. thoermeri population growth. My results show that (1)
aphid-tending ant aggressiveness is related to aphid defense and aphid population
growth, (2) only aggressive ant species indirectly affect C. thoermeri fitness through the
aphid pathway, and (3) aphid-tending ants do not impact C. thoermeri population
dynamics. My thesis highlights the importance of indirect biotic interactions and

population studies in understanding species invasion.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

En el primer capitulo presento el marco tedrico general, objetivos, y el sistema
de estudio de la tesis. En el segundo, tercer, y cuarto capitulo presento los resultados
de la tesis en formato de publicacion cientifica: titulo, resumen (espafiol e inglés),
introduccion, materiales y métodos, resultados y figuras, discusion, conclusion,
referencias, y apéndice.

El segundo, tercer, y cuarto capitulo estan relacionados de tal manera que su
avance implica un mayor nivel de complejidad en el sistema de estudio (Fig. 1). Al

segundo capitulo lo enfoqué en las interacciones entre hormigas y pulgones. Alli

caracterizo el ensamble de hormigas ordefiadoras y examino si las hormigas afectan la
abundancia de los pulgones al protegerlos de sus depredadores (Fig. 1a). Al tercer

capitulo lo enfoqué en la adecuacion de la planta exotica. Alli analizo si las hormigas

ordefadoras afectan indirectamente la adecuacion del cardo C. thoermeri. Examino por
un lado la disminucion de la adecuacion del cardo al aumentar la abundancia de los
pulgones y el consiguiente incremento del dafio por succién de savia, y por otro lado, el
aumento de la adecuacion del cardo a través de la expulsion de herbivoros distintos al

pulgon (Fig. 1b). Al cuarto capitulo lo enfoqué en la dindmica de la poblacidon de la

planta exotica. Alli examino si las hormigas ordefiadoras de pulgones a traves de sus
efectos indirectos impactan sobre parametros demograficos del cardo C. thoermeri y
analizo si las hormigas ordefiadoras afectan la invasion del cardo (Fig. 1c).

En el quinto capitulo resumo e integro los hallazgos y destaco su contribucion a

la teoria desarrollada en el primer capitulo.
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FiG. 1 Estructura de la tesis. a) En el segundo capitulo (6valo rojo) me enfoqué en las
hormigas ordefiadoras y los pulgones. Alli caracterizo el ensamble de hormigas
ordefiadoras (Dorymyrmex temer, Camponotus distinguendus, y D. richteri) y examino
si las hormigas afectan la adecuacion del pulgon Brachycaudus cardui al defenderlo de
sus enemigos naturales (mariquitas y larvas de sirfido). b) En el tercer capitulo (6valo
verde) me enfoqué en la adecuacion de la planta exdtica. Alli analizo si la interaccion de
las hormigas con los pulgones y otros herbivoros afectan indirectamente la adecuacion
del cardo Carduus thoermeri. Examino dos efectos indirectos de las hormigas. Rama
superior: disminucion de la adecuacion del cardo a través del beneficio al pulgon
Brachycaudus cardui y el consiguiente incremento del dafio por succion de savia. Rama
inferior: aumento de la adecuacion del cardo a través de la expulsién del herbivoro
masticador Rhinocyllus conicus. ¢) En el cuarto capitulo (6valo azul) me enfoqué en la
poblacién de la planta exética. Alli examino si las hormigas ordefiadoras impactan en
las tasas de crecimiento poblacional del cardo (4, lambda) y analizo si las hormigas
ordefiadoras afectan la invasion del cardo.
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CAPITULO 1 — INTRODUCCION GENERAL

INVASION DE ESPECIES: IMPACTOS Y MECANISMOS

Las especies invasoras son una de las principales amenazas para la biodiversidad y el
funcionamiento de los ecosistemas naturales (Ehrenfeld 2010; McGeoch et al. 2010). El
aumento de la abundancia de especies invasoras afecta las propiedades de los habitats al
provocar la pérdida de especies nativas, la disrupcion de interacciones bidticas, el
cambio de los regimenes de perturbacion, y la modificacion de procesos ecosistémicos
(Mack & D'Antonio 1998; Yurkonis et al. 2005; Stinson et al. 2006; Traveset &
Richardson 2006; Liao et al. 2008; Ehrenfeld 2010; McCary et al. 2016). Las
actividades antropogénicas y creciente globalizacién han acelerado significativamente
la invasion de especies y sus impactos deletéreos sobre la naturaleza (Hulme 2009). Por
consiguiente, comprender los mecanismos que afectan la invasion de especies es una
tarea central y acuciante entre ecélogos.

Multiples hipotesis y mecanismos han sido propuestos para explicar el éxito o
fracaso de las especies exdticas (Catford et al. 2009). La existencia de nichos vacios, la
ausencia de resistencia bidtica, una elevada presion de propagulos, el escape de los
enemigos naturales, la presencia de mutualismos, la facilitacion de la biota nativa, y la
plasticidad fenotipica, pueden potenciar el establecimiento y propagacion de especies
exoticas (Richardson et al. 2000; Davis & Pelsor 2001; Keane & Crawley 2002;
Kennedy et al. 2002; Levine et al. 2004; Lockwood et al. 2005; Richards et al. 2006).
La hipotesis del ‘colapso invasivo’ (invasional meltdown) afirma que las interacciones
de facilitacion entre las especies invasoras inician una retroalimentacion positiva a nivel
de poblacion que intensifica los impactos y promueve nuevas invasiones (Simberloff &
VVon Holle 1999). Ademaés, se ha avanzado significativamente en la creacion de marcos
conceptuales que engloban los anteriores mecanismos que determinan la invasion de

especies (Catford et al. 2009). Para examinar los mecanismos de invasion suelen usarse
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componentes de adecuacion individual de las especies exoticas, como la reproduccion,
supervivencia, y/o crecimiento (e.g., Gelbard & Harrison 2005; Going et al. 2009;
Cripps et al. 2010; Correia et al. 2016; Conti et al. 2018), mientras que el nivel
demogréafico o dindmica poblacional no es frecuentemente considerado. Integrar la
escala individual (i.e., componentes de adecuacion) y comunitaria (e.g., interacciones
bioticas) con la escala demografica es clave en dichos estudios, ya que el proceso de
invasion es el resultado de una combinacion de procesos ecoldgicos que operan a
distintas escalas (Ramula et al. 2008; Burns et al. 2013; Jelbert et al. 2019).

Los estudios demogréaficos son importantes porque proporcionan un marco
integrador para examinar efectos conjuntos a nivel de la poblacion de la especie
invasora (Mitchell et al. 2006; Falcon et al. 2017). Si la adecuacién de una especie
exotica se explica por un aumento en la disponibilidad de recursos, entonces es
importante identificar y manejar el agente que potencia ese aumento. Por ejemplo, el
establecimiento y reproduccion del cardo invasor Carduus thoermeri en Argentina esta
facilitado por basureros enriquecidos en nutrientes de los nidos de la hormiga cortadora
de hojas Acromyrmex lobicornis (Farji-Brener & Ghermandi 2004, 2008). Un posible
manejo de C. thoermeri es evitar que sus semillas lleguen a los basureros de hormigas o
bien controlar la cantidad de basureros en las zonas donde C. thoermeri prospera, como
los bordes de las carreteras (Farji-Brener & Ghermandi 2008). Si, en cambio, el
mecanismo que afecta el éxito de una especie exotica es la resistencia bidtica (Elton
1958), entonces es importante proteger y aumentar la abundancia de las especies que
confieren dicha resistencia. Por ejemplo, el cardo invasor C. thoermeri es atacado por
pulgones que disminuyen su reproduccion (Chalcoff et al. 2019). La tasa de crecimiento
poblacional es un excelente estimador del grado y capacidad de invasion de una especie

(Ramula et al. 2008) y, por tanto, un parametro importante para determinar mecanismos
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de invasion (e.g., resistencia bidtica e ‘colapso invasivo’ en Falcon et al. 2017). Por
todas estas razones, incluir multiples enfoques en el estudio de la invasion de especies
nos aportara una aproximacion mas integral al ciclo vital completo de la especie exotica
y a entender mejor los mecanismos que promueven su establecimiento y expansion.
Esta informacion sera clave para evitar o mitigar el impacto de las especies exoticas en

areas naturales (Gelbard & Harrison 2005).

EFECTOS BIOTICOS INDIRECTOS: IMPORTANCIA EN LAS INVASIONES

Los efectos bidticos indirectos son claves para los sistemas naturales ya que afectan la
dindmica de poblaciones, comunidades y ecosistemas (Moran et al. 1996; Moksnes et
al. 2008; Weidenhamer & Callaway 2010). Por definicién, los efectos bidticos
indirectos ocurren cuando el impacto de una especie sobre una segunda requiere la
presencia de una tercera especie (Wootton 1994). Hay dos mecanismos basicos de
efectos bioticos indirectos. El primero ocurre cuando una especie propaga
indirectamente su efecto a través de una serie de efectos directos. Si el efecto se propaga
en més de dos niveles tréficos se lo denomina cascada trofica. Las cascadas troficas se
clasifican en cascadas ‘hacia arriba’ o ‘hacia abajo’. Las cascadas ‘hacia arriba’ se
desencadenan en niveles tréficos inferiores (e.g., productores primarios) y sus efectos se
propagan hacia los niveles troficos superiores (e.g., depredadores). Por ejemplo, los
basureros de los nidos de hormigas cortadoras de hojas actian como ‘islas de fertilidad’
aumentando el crecimiento de las plantas, la abundancia de pulgones que las infestan, y
la abundancia de hormigas ordefiadoras de pulgones (Lescano & Farji-Brener 2011;
Lescano et al. 2012). De manera contraria, las cascadas ‘hacia abajo’ se desencadenan
en los niveles tréficos superiores (e.g., depredadores) y se propagan hacia los niveles

troficos inferiores (e.g., productores primarios). Por ejemplo, las hormigas que visitan al
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nogal americano (Carya sp.) en busqueda de la melaza de pulgones, disminuyen la
herbivoria de otros insectos, y esto beneficia el crecimiento de las plantas (Clark et al.
2019). El segundo mecanismo ocurre cuando una especie modifica la interaccion entre
otras dos especies (‘interaccion entre interacciones’). Por ejemplo, el consumo de las
plantas por parte de herbivoros puede modificar caracteres de las plantas que son claves
para la polinizacién, como el tamafio de las flores y la cantidad de néctar de las flores
(Mothershead & Marquis 2000; Rusman et al. 2019; Devegili & Chalcoff 2020); asi, la
interaccidn herbivoro-planta puede afectar indirectamente a la interaccion planta-
polinizador. Pese a la gran relevancia ecoldgica de los efectos bioticos indirectos en las
comunidades nativas, éstos han recibido relativamente poca atencion para explicar las
invasiones bioldgicas (White et al. 2006; Ricciardi et al. 2013).

La dificultad en predecir el éxito e impacto de las especies exoticas puede
deberse a que usualmente nos enfocamos sobre una Unica explicacion al fendmeno de
invasion (e.g., un simple conjunto de rasgos de las especies o0 considerar interacciones
de a pares en sistemas multi-especificos). Los mecanismos de invasion e impacto tal vez
sean mucho mas sutiles y complejos de lo que pensamos (Mack 1996; Lavorel et al.
1999); podrian ocurrir interacciones entre multiples especies y multiples caracteristicas
del nuevo sistema (Schierenbeck et al. 1994; Richardson et al. 2000). En este escenario,
los efectos bidticos indirectos podrian ser clave para entender el éxito de invasion y para
comprender los impactos de las invasoras sobre las comunidades nativas (Mitchell et al.
2006). Mecanismos como la competencia aparente, facilitacion indirecta, competencia
por explotacion (en inglés, explotative competition), y cascadas tréficas, incluyen
efectos bioticos indirectos que pueden ser importantes para la invasion de especies

(White et al. 2006).
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La hipdtesis de la resistencia biotica afirma que el fracaso en el establecimiento
y dispersion de las especies exoticas se debe a la fuerte resistencia de las especies
nativas de la comunidad (Elton 1958). Esta hipotesis se basa en interacciones bidticas
perjudiciales para las especies exoticas, por ejemplo, herbivoros nativos que atacan a las
plantas exdticas y disminuyen su capacidad de invasion (Maron & Vila 2001; Fig. 1.1a).
Si bien la resistencia biotica se basa en interacciones de a pares, otras especies de la
comunidad también pueden influir en la resistencia biotica de manera indirecta (Fig.
1.1b). En esta tesis me centraré en hormigas ordefiadoras, sus efectos indirectos sobre
las plantas, y exploraré si estas interacciones indirectas pueden afectar la invasion de

plantas exéticas.

a) RESISTENCIA BIOTICA

herbivoro nativo planta exdtica

J Resiste
invasion
b) EFECTOS INDIRECTOS

—» efectos directos depredador nativo
e » efectos indirectos = /

depredador nativo

Fig. 1.1 Posible papel de los efectos bidticos indirectos en la invasion de especies. a)
Mecanismo de Resistencia bidtica (Elton 1958) en el cual un herbivoro nativo resiste la
invasion de una planta exotica. b) Dos posibles efectos indirectos moduladores del
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mecanismo de Resistencia biotica. En el primer caso, el depredador de primer orden
facilita indirectamente la invasion de la planta exdtica al reducir la abundancia del
herbivoro nativo. En el segundo caso, el depredador de segundo orden resiste
indirectamente la invasion de la planta exotica al reducir la abundancia del depredador
de primer orden e incrementar indirectamente la abundancia del herbivoro nativo
HORMIGAS ORDENADORAS: UN MODELO IDEAL

Las hormigas (Hymenoptera: Formicidae) son uno de los insectos mas dominantes en la
tierra, tanto numérica como ecol6gicamente (Beattie 1985; Holldobler & Wilson 1990;
Beattie & Hughes 2002; Lach et al. 2010). Estan involucradas en funciones
ecosistémicas claves como la dispersion o depredacion de semillas (MacMahon et al.
2000; Van Oudtshoorn & Van Rooyen 2013), depredacion de animales (Kaspari &
O’Donnell 2003), proteccion de plantas u otros insectos (Rico-Gray & Oliveira 2007,
Trager et al. 2010; Zhang et al. 2012), control de la produccion primaria (Costa et al.
2008), y polinizacion (Beattie 2006; De Vega et al. 2014; Ibarra-1sassi & Oliveira
2018). Algunas especies de hormigas son ingenieras de ecosistemas. Por ejemplo, las
hormigas cortadoras de hojas pueden alterar la estructura y el microclima de bosques
(Farji-Brener & Illes 2000, Corréa et al. 2010; Meyer et al. 2011). Las hormigas ademas
establecen mutualismos con hemipteros y por medio de estas interacciones pueden
desencadenar grandes impactos a nivel de paisaje (Styrsky & Eubanks 2007; Clark et al.
2019).

El mutualismo hormiga-hemiptero es una interaccion clave en las comunidades
terrestres (Styrsky & Eubanks 2007; Zhang et al. 2012; Clark et al. 2019). Los
pulgones, membréacidos, y cochinillas son los principales hemipteros ordefiados por las
hormigas sobre las plantas. Los pulgones son herbivoros que se alimentan del floema de
las plantas y al hacerlo excretan gotas de melaza, que es una sustancia muy rica en
carbohidratos (Auclair 1963; Stadler & Dixon 2005). Los carbohidratos son importantes
para el mantenimiento y desarrollo de las colonias de hormigas ya que proporcionan

energia para todas las actividades, tanto dentro como fuera del nido (Grover et al. 2007;
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Dussutour & Simpson 2008). Las hormigas ordefiadoras obtienen carbohidratos de las
gotas de melaza de los pulgones y a cambio, los pulgones reciben de las hormigas una
serie de servicios como proteccion, limpieza, y/o transporte (Ho & Khoo 1997; Nielsen
et al. 2010; Durak et al. 2016). La presencia de hormigas usualmente aumenta la
supervivencia y tasa de crecimiento individual de los pulgones (Flatt & Weisser 2000),
y las hormigas obtienen una fuente permanente y accesible de alimento a un muy bajo
costo (Buckley 1987; Styrsky & Eubanks 2007; Durak et al. 2016). Sin embargo, las
hormigas también pueden ser perjudiciales para los pulgones (Stadler & Dixon 1998;
Yao 2014). Las hormigas depredan pulgones cuando hay fuentes alternativas de
carbohidratos o cuando escasean proteinas en su dieta (Sakata 1994; Offenberg 2001).
Ademas, las hormigas ordefiadoras a veces sobre-exigen a los pulgones para que
excreten melaza (Takeda et al. 1982), lo cual puede estresarlos y alterar negativamente
su fisiologia (Stadler & Dixon 1998; Yao et al. 2000). La interaccion hormiga-pulgon
es importante desde un punto de vista practico, como por ejemplo en el manejo de
agroecosistemas. Los pulgones son plaga de varios tipos de cultivos (Van Emden &
Harrington 2007) y, en asociacion con las hormigas, pueden causar pérdidas
considerables en el rendimiento de los cultivos (Wu et al. 2014; Levan & Holway 2015;
Canedo-Junior et al. 2017). Paralelamente, la interaccion hormiga-pulgén es importante
desde un punto de vista tedrico. Las hormigas ordefiadoras y los pulgones son modelos
claves para entender el funcionamiento de los mutualismos y la estructuracion de las
comunidades de plantas y animales (Bronstein 2015; Clark et al. 2019).

Las hormigas ordefiadoras de pulgones pueden desencadenar efectos indirectos
con impactos sobre la adecuacion de las plantas (Styrsky & Eubanks 2007). Estos
efectos indirectos se pueden sintetizar en tres vias. Primero, las hormigas ordefiadoras

pueden disminuir indirectamente la adecuacion de las plantas al aumentar la abundancia
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de pulgones (Ortega-Ramos et al. 2020; Fig. 1.2a). EI aumento de la abundancia de
pulgones incrementa su dafio por succion de savia, lo que puede afectar negativamente
la produccion de frutos y semillas de la planta hospedera (Renault et al. 2005; Canedo-
Junior et al. 2017). Segundo, las hormigas ordefiadoras pueden afectar negativa e
indirectamente la adecuacion de las plantas al disuadir a los polinizadores, lo que
disminuye la polinizacién cruzada, y reduce la produccion de semillas (LeVan &
Holway 2015; Ibarra-lIsassi & Oliveira 2018; Fig. 1.2b). Sin embargo, también se ha
visto que las hormigas ordefiadoras benefician la reproduccion de las plantas al disuadir
solo a los polinizadores menos efectivos, reducir el parasitismo de las flores, o actuar
ellas mismas como agentes de polinizacion (Schiirch et al. 2000; Bleil et al. 2011;
Gonzalvez et al. 2013). Tercero, las hormigas incrementan indirectamente la adecuacion
de las plantas al protegerlas de los herbivoros no-pulgon (Fig. 1.2c). Por ejemplo, al
patrullar las plantas con pulgones, las hormigas ordefiadoras pueden reducir la
abundancia de otros herbivoros, como los masticadores de hojas (Rosumek et al. 2009;
Styrsky & Eubanks 2010; Trager et al. 2010; Zhang et al. 2012). En caso de que estos
efectos indirectos ocurran simultaneamente, el efecto neto de las hormigas ordefiadoras
sobre la adecuacion de la planta resultara del balance de los efectos indirectos negativos

y positivos (Messina 1981; Styrsky & Eubanks 2007).
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FiG. 1.2 Efectos indirectos de las hormigas ordefiadoras de pulgones en la adecuacion de
las plantas. Las hormigas ordefiadoras pueden a) causar efectos indirectos negativos en
la adecuacion de las plantas por medio de la proteccion de los pulgones frente a sus
depredadores naturales; b) causar efectos indirectos negativos en la adecuacion de las
plantas al disuadir a los polinizadores y evitar la polinizacién cruzada; y c) causar
efectos indirectos positivos en la adecuacién de las plantas al expulsar herbivoros
distintos a los pulgones como los masticadores de hojas. Los efectos indirectos de las
hormigas ordefiadoras pueden ocurrir en simultaneo, por lo tanto, el efecto neto en la
adecuacion de las plantas resultara del balance de efectos indirectos negativos y
positivos. Estos efectos indirectos también pueden ocurrir en sistemas con hormigas
ordefadoras y otros hemipteros, como los membracidos o cochinillas

Para determinar el efecto neto de las hormigas ordefiadoras sobre la adecuacion
de las plantas es importante conocer las caracteristicas del mutualismo hormiga-pulgon
y determinar qué caracteristicas de las hormigas podrian modular sus efectos indirectos

sobre las plantas. La interaccion mutualista hormiga-pulgon es de tipo facultativa, lo

que indica que ambas partes pueden sobrevivir prescindiendo de la otra (Styrsky &
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Eubanks 2010; Yao 2014; para algunas interacciones obligadas ver Durak et al. 2016).
Ademas, la interaccion hormiga-pulgén es generalizada, lo que indica que una especie
de hormiga puede ordefiar varias especies de pulgon, y una especie de pulgon puede ser
atendida por varias especies de hormigas (e.g., Lescano & Farji-Brener 2011; LeVan et
al. 2018). Estas dos caracteristicas de la relacion hormiga-pulgdn nos indican que no
todas las especies de hormigas estaran necesariamente presentes durante todo el ciclo de
vida de las plantas y que posiblemente encontremos mas de una especie de hormiga
ordefiando pulgones (e.g., Novgorodova 2005; Mooney & Mandal 2010; LeVan et al.
2018). Esto es clave, ya que la calidad (estimada por la agresividad) y la cantidad de la
defensa (estimada por la abundancia) que proveen las hormigas a pulgones y plantas
puede variar segun la especie de hormiga (Ness et al. 2006; Clark & Singer 2018). Por
lo tanto, el efecto neto de las hormigas ordefiadoras sobre las plantas huésped
posiblemente dependa de la especie de hormiga que ordefie a los pulgones. Asi, si las
plantas estan ocupadas en su mayor tiempo por especies de hormiga dominantes y
agresivas, entonces, es esperable gue los pulgones recibirian una mejor defensa contra
sus enemigos naturales (e.g., Clark & Singer 2018). La mayor defensa podria aumentar
el grado de infestacion de los pulgones sobre la planta y la succion de savia, lo que es
negativo para la adecuacion de la planta. Sin embargo, las hormigas de especies mas
agresivas también podrian expulsar a otros herbivoros no-pulgén de las plantas y esto,
al ser positivo para la adecuacion de la planta, podria contrarrestar el efecto negativo de
los pulgones. A su vez, en escenarios en el que varias especies de hormigas visitan a
una misma planta, podria ocurrir interferencia o0 complementacion de los servicios de
defensa de las especies de hormiga, y esto también podria ser importante a la hora de
definir el efecto neto de las hormigas sobre la adecuacion de las plantas (e.g., Palmer et

al. 2010; Bruna et al. 2014). Entonces, para determinar si las hormigas ordefiadoras
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favorecen o reducen la adecuacion de las plantas es clave identificar a todas las
hormigas del ensamble, analizar su nivel de agresividad y dominancia, y caracterizar
qué efectos indirectos podrian desencadenar las hormigas sobre la planta huésped.

Por lo mencionado anteriormente, si la planta que alberga la interaccion
hormiga-pulgdn es una especie exotica, las hormigas podrian modular su proceso de
invasion a traves de sus multiples efectos indirectos sobre la planta (Fig. 1.2). En
consecuencia, dependiendo del ensamble de hormigas que visitan a la planta exotica y
de su efecto neto sobre la adecuacion de dicha planta, su presencia podria favorecer o

limitar el proceso de invasion.

OBJETIVOS

Como objetivo general me propongo examinar si la invasion de una planta exdtica

infestada de pulgones, se ve favorecida o perjudicada por la presencia de hormigas

nativas ordefiadoras de pulgones. Me planteo a su vez tres objetivos particulares

enfocados en 1) las hormigas ordefiadoras y pulgones, 2) la adecuacion de la planta

exotica, y 3) la poblacién de la planta exdtica. En el primer objetivo particular me

propongo determinar si la agresividad y abundancia de las hormigas ordefiadoras

afectan la abundancia de los pulgones. En el segundo objetivo particular me propongo

examinar si las hormigas afectan indirectamente la adecuacion de la planta exoética al
incrementar la abundancia de pulgones y expulsar a los herbivoros no-pulgén. En el

tercer objetivo particular me propongo determinar si las hormigas tienen efecto sobre la

dindmica poblacional de la planta exética, y con ello pretendo entender si las hormigas
pueden influir sobre el proceso de invasion de la planta. Las hipotesis y predicciones las
detallare en los capitulos estipulados para cada objetivo particular (ver ESTRUCTURA DE

LA TESIS).
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SISTEMA DE ESTUDIO

Sitio de estudio

El estudio lo realice en el noroeste de la Patagonia (Argentina), en tres areas semi-
urbanizadas que presentan plantas herbaceas y arbustivas nativas de la estepa
patagonica (e.g., Mulinum spinosum, Pappostipa speciosa, Oenothera odorata,
Quinchamalium chilense, Anemone multifida, Discaria articulata, Acaena caespitosa,
Senecio filaginoides, y Phacelia secunda) y plantas exéticas (e.g., Carduus thoermeri,
Rosa eglanteria, Pinus sp., Bromus tectorum, Erodium cicutarium, y Cytisus
scoparius). Estas areas de estudio se encuentran al Este del casco urbano de la ciudad de
San Carlos de Bariloche (41.14° S; 71.30° O). El clima de la region es seco y frio, con
una temperatura media anual de 8 °C y una precipitacion media anual de 600 mm que

ocurre mayormente durante el invierno (Dimitri 1962).

Planta invasora

Para comprender si las hormigas ordefiadoras afectan la invasion de las plantas exoticas
infestadas de pulgones, usé como modelo a la especie exodtica Carduus thoermeri
Weinm (n.v. cardo pendiente, Asteraceae; Fig. 1.3a, b). Esta planta es de origen
euroasiatico y altamente invasora (Doing et al. 1969; Shea et al. 2005). Reduce la
productividad de los sistemas agricola-ganaderos, lo que genera grandes pérdidas
econdmicas (Desrochers et al. 1988). En Argentina, estd documentada su presencia
desde 1920 (Holm et al. 1979). En 1963 se la declaro plaga de la agricultura por medio
del Decreto-Ley N° 6704/63. En el NO de la Patagonia, esta planta es muy abundante en
zonas disturbadas de la ciudad y estepa, como areas en construccion (e.g., Fig. 1.3a) y

bordes de rutas (Farji-Brener & Ghermandi 2008).
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Carduus thoermeri es una planta monocéarpica con un ciclo de vida bienal. Las
plantulas emergen a principios de la primavera y forman una roseta que crece durante
un afo. La roseta luego forma de uno a varios tallos que sustentan las inflorescencias
(Shea et al. 2005). La reproduccion de C. thoermeri es solo sexual, ya sea por
autopolinizacion o polinizacién cruzada (Warwick & Thompson 1989; Jessep 1990). En
el NO de la Patagonia, el polen y néctar es consumido por polinizadores locales
(Morales & Aizen 2002); C. thoermeri es visitado principalmente por el abejorro
exotico Bombus terrestris (observacion personal). La visita de B. terrestris no
incrementa la produccion de semillas, sugiriendo que C. thoermeri se reproduce
eficazmente por autopolinizacion (Chalcoff et al. 2019). Este tltimo dato es importante,
porque descarta un posible efecto indirecto de las hormigas ordefiadoras sobre C.
thoermeri por medio de la disuasion de polinizadores (ver Fig. 1.2b). Las semillas de C.
thoermeri tienen una estructura especializada (pappus) que les facilita ser dispersadas
por el viento. Las semillas pueden germinar directamente o pasar a formar parte de un

banco de semillas que puede durar ~10 afios (Shea & Kelly 1998).

Pulgones

En el NO de la Patagonia, Carduus thoermeri es atacado por el pulgdn Brachycaudus
cardui (L.) (n.v., pulgdn del cardo; Aphididae: Macrosiphini; Fig. 1.3f). Brachycaudus
cardui es pequefio (1.9 a 2.3 mm de largo) y de color verde intenso. Se lo encuentra en
tallos y hojas de plantas de la familia Asteraceae en el hemisferio norte (Europa, Asia,
Africa del Norte y América del Norte; Blackman & Eastop 2006). Se desconoce como
fue introducido en la Argentina. Ademés del NO de la Patagonia, también se lo ha
reportado en la zona central de Argentina atacando a cardos de la especie Cynara

cardunculus (Delfino & Buffa 1996) y en San Juan atacando a arboles frutales del
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género Prunus (Marini et al. 2015). Su presencia en C. thoermeri disminuye la
produccién de semillas (Chalcoff et al. 2019). Ademas, excreta melaza que es atractiva
para las hormigas, por lo que es activamente atendido por hormigas ordefiadoras. La
melaza es un liquido pegajoso rico en azucares y excretado por los pulgones al
alimentarse de la savia de las plantas. Algunas especies de pulgones, como B. cardui,
establecen relaciones mutualistas con las hormigas, y otras especies de pulgones no
interactGan con las hormigas.

Carduus thoermeri también es atacado por pulgones de la especie Uroleucon
aeneum y Capitophorus sp. Estas dos especies no son atendidas por hormigas
(observacion personal). De aqui en adelante cuando mencione a los pulgones de C.
thoermeri me estareé refiriendo exclusivamente a B. cardui ya que es la especie atendida

por hormigas.

Hormigas ordefiadoras
Carduus thoermeri es visitado por varias especies de hormigas ordefiadoras (Lescano &
Farji-Brener 2011). En mis areas de estudio, encontré tres especies de hormigas
atendiendo a B. cardui sobre C. thoermeri: Dorymyrmer tener (Mayr 1868)
(Dolichoderinae; Fig. 1.3c), Camponotus distinguendus (Spinola 1851) (Formicinae;
Fig. 1.3d), y D. richteri (Forel 1911) (Dolichoderinae; Fig. 1.3e). Estas tres especies
anidan en el suelo y/o debajo de las piedras, pero nunca en los cardos. Por lo general,
una especie de hormiga monopoliza a las plantas de C. thoermeri infestadas de pulgones
(Lescano & Farji-Brener 2011; Lescano et al. 2014).

El género Dorymyrmex comprende especies que son numéricamente dominantes
en la estepa patagonica (Farji-Brener et al. 2002; Sackmann & Farji-Brener 2006). En

particular, la especie D. tener (Fig. 1.3c) es la mas abundante en el NO de la estepa
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Patagdnica; D. tener es muy abundante en sitios disturbados, como areas que fueron
incendiadas, baldios, y bordes de rutas (Farji-Brener et al. 2002). Como en estos sitios
también prospera el cardo C. thoermeri, entonces es muy comdn encontrar nidos de D.
tener dentro de los parches de cardos. Dorymyrmex richteri (Fig. 1.3e) es la segunda
especie del género mas abundante en el NO de la Patagonia (Farji-Brener et al. 2002).
La especie C. distinguendus se encuentra principalmente en matorrales Patagonicos,
donde se alimenta de insectos sobre arboles o arbustos (Farji-Brener et al. 2002), pero
también es comun encontrarla en la estepa Patagonica sobre los cardos ordefiando al

pulgon B. cardui (Fig. 1.3d).

Enemigos de pulgones

En el NO de la Patagonia, los enemigos naturales de B. cardui son principalmente
mariquitas de las especies Hippodamia variegata (Goeze 1777; Fig. 1.3g), Cycloneda
germainii (Fig. 1.3h), Eriopis sp. (Fig. 1.3i), y Harmonia axyridis (Pallas 1772; Fig.
1.3j), y larvas de sirfido (Fig. 1.3k). Estos enemigos naturales del pulgdn B. cardui los

identifiqué en el desarrollo de la presente tesis.
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P Especie nativa |
Especie exdtica

FiG. 1.3 Sistema de estudio. Parche de Carduus thoermeri con |nd|V|duos en fase a)
reproductiva y b) vegetativa. Hormigas ordefiadoras de pulgones nativas: c)
Dorymyrmex tener, d) Camponotus distinguendus, y e) D. richteri. Pulgones: f)
Brachycaudus cardui. Depredadores de pulgones: g) Hippodamia variegata, h)
Cycloneda germainii, i) Eriopis sp., j) Harmonia axyridis y k) larvas de sirfidos. Barra
de escala: 2 mm. Créditos de las fotos: AM Devegili

Controlador biol6gico de cardos
Rhinocyllus conicus (Coleoptera: Curculionidae) es un curculionido nativo de Europa y

Asia occidental reconocido por su uso como controlador bioldgico de especies invasoras
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del género Carduus (Boldt & Kok 1982). Este curculionido fue introducido en Canada y
Estados Unidos en la década de 1970, donde tuvo un éxito moderado en el control de la
expansion de cardos exoticos (Kok et al. 1984; Louda 2000). Afios luego de su
introduccidn, se generd una gran polémica en torno a su uso como controlador bioldgico
por sus efectos no deseados sobre cardos nativos (Louda 2000; Louda et al. 2003; Rand
& Louda 2004). En Norteamérica, los ataques no selectivos de R. conicus incluyen
especies nativas amenazadas y en peligro de extincion (Louda et al. 2005; Park &
Thompson 2021).

El Instituto Nacional de Tecnologia agropecuaria (INTA) lo introdujo en
distintos puntos de Argentina en la década de 1980 para controlar a los cardos Carduus
thoermeri y Carduus acanthoides (Enrique de Briano et al. 2013). Los adultos de R.
conicus colonizan a individuos reproductivos de C. thoermeri donde se aparean y ponen
cartuchos con huevos sobre las inflorescencias (Fig. 1.4a, b). Los huevos eclosionan
liberando larvas que penetran la inflorescencia; dentro de la inflorescencia las larvas se
alimentan del tejido del capitulo (Zwolfer & Harris 1984; Fig. 1.4c). El adulto de R.
conicus también se alimenta de la parte vegetativa del cardo pero dicho dafio no es un
gran peligro para la planta huésped. Por otro lado, la larva puede ocasionar un gran dafio
a los cardos al consumir directamente el tejido circundante a las semillas (Sheppard et
al. 1994). Las fases de larva y pupa se desarrollan todas dentro del capitulo. Luego de la
pupacion, los adultos emergen justo en el momento de la senescencia del cardo (Fig.
1.4d). Los adultos de R. conicus pueden encontrarse tanto en cardos sin pulgones como
en cardos infestados de pulgones. Las hormigas ordefiadoras visitan cardos durante el
tiempo en que los adultos de R. conicus se alimentan, se aparean, y ovipositan sobre los
cardos (observacion personal). Las hormigas ordefiadoras no atacan ni dafian los

cartuchos de huevos de R. conicus; asimismo, las hormigas son incapaces de entrar a las
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inflorescencias del cardo por lo que no afectan a las larvas de R. conicus, que pupan y

completan su desarrollo dentro de la inflorescencia (observaciones personales).

FiG. 1.4 Ciclo de vida de Rhinocyllus conicus sobre el cardo Carduus thoermeri en el
noroeste de la Patagonia. a) En la primavera adultos de R. conicus suben a los cardos
luego de hibernar en la vegetacion circundante. b) A mediados de la primavera los
adultos de R. conicus copulan sobre los cardos. ¢) Hacia el final de la primavera las
hembras de R. conicus oviponen sobre las bracteas de las inflorescencias del cardo. Los
huevos estan dentro de cartuchos (ver triangulos celestes). Las larvas (ver triangulos
amarillos) salen de los huevos y penetran en las inflorescencias de los cardos. Alli se
alimentan del tejido del capitulo y luego comienzan a pupar. d) Hacia el final del verano
los nuevos adultos abandonan las inflorescencias de los cardos. Esta etapa coincide con
la senescencia del cardo. Las hormigas ordefiadoras pueden interactuar con los adultos
de R. conicus durante a), b), y ¢). En c) las hormigas ordefiadoras no dafian los
cartuchos de huevos de R. conicus. Las hormigas ordefiadoras son incapaces de penetrar
en las inflorescencias de cardo, por lo tanto, no afectan a las larvas y pupas de R.
conicus ni afectan la emergencia de nuevos adultos de las inflorescencias (c y d).
Créditos de las fotos: AM Devegili
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CAPITULO 2 — FOCO EN LAS HORMIGAS Y PULGONES

RESUMEN

En las interacciones mutualistas las especies intercambian servicios que varian en su
calidad y cantidad. En la interaccidn entre hormigas y pulgones, usualmente varias
especies de hormigas defienden a los pulgones a cambio de melaza. Las especies de
hormigas varian en su agresividad y abundancia, y esto puede hacer que la defensa que
éstas proveen a los pulgones varie en calidad y cantidad. Estudié especies de hormigas
ordefiadoras asociadas a una especie de pulgén. Para ello, muestreé plantas (Carduus
thoermeri) con pulgones (Brachycaudus cardui) atendidos por hormigas ordefiadoras
(Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, o D. richteri). Estimé la abundancia de
hormigas sobre las plantas, determiné la agresividad de las especies de hormiga, y
estimé el crecimiento de la poblacidn de pulgones en plantas patrulladas por cada una
de las especies de hormigas. En las plantas con la hormiga mas agresiva, determiné la
probabilidad de que las hormigas expulsen a los depredadores de pulgones y comprobé
si la exclusién de hormigas afecta a la abundancia de los pulgones y sus depredadores.
La especie D. tener fue la hormiga ordefiadora mas abundante y frecuente sobre las
plantas. Dorymyrmex tener fue ademas la mas agresiva contra los depredadores de
pulgones. Las poblaciones de pulgones crecieron mas rapido en las plantas con D. tener
en comparacion con las plantas sin hormigas o plantas con C. distinguendus o D.
richteri. Dorymyrmex tener expulsé eficazmente a los depredadores de pulgones de las
plantas. Cuando exclui a D. tener, la densidad de los pulgones disminuy0, mientras que
la abundancia de depredadores de pulgones aumentd. Mis resultados sugieren que la
calidad y cantidad de defensa de las hormigas (i.e., agresividad y abundancia) es un
factor clave en la dinamica poblacional de los pulgones. Este estudio destaca la
importancia de la variabilidad en la calidad y cantidad de los servicios compartidos para

la adecuacion de las especies mutualistas.
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ABSTRACT

In mutualistic interactions, species exchange services that vary in quality and quantity.
In ant-aphid mutualistic interaction, usually several ant species defend the aphids in
exchange for honeydew. Ant species vary in their aggressiveness and abundance
making the defense provided by ants vary in quality and quantity. I studied an aphid
species (Brachycaudus cardui) and its associated ant guild (Dorymyrmex tener,
Camponotus distinguendus, D. richteri) to address whether intra-guild defense variation
against aphid natural enemies explains aphid performance on plants (Carduus
thoermeri). | surveyed plants with natural abundances of aphids associated with
different ant species and estimated aphid population growth. | conducted confrontation
experiments between ant species and aphid natural enemies (ladybugs and hoverfly
larvae). In plants patrolled by the most aggressive ant species, | determined the ant’s
probability of expelling aphid natural enemies and tested whether ant exclusion affects
the abundance of aphids and their natural enemies. The ant D. tener was the most
abundant and frequent species on plants and the most aggressive against aphid natural
enemies. Aphid populations grew faster on plants patrolled by D. tener compared to
plants patrolled by Camponotus distinguendus or D. richteri. Field experiments
confirmed that D. tener effectively expels aphid natural enemies from plants. When D.
tener was excluded, the density of aphids decreased, while the abundance of aphid
natural enemies increased. The disruption of aphid predation by aggressive and
numerically dominant ant species is a determinant of aphid population dynamics. This
study illustrates the importance of considering intra-guild service variation to better

understand multi-partner mutualisms.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente se considera a los mutualismos como una interaccion de a pares en la
que dos especies intercambian servicios que aumentan su adecuacion (Bronstein 2015).
Sin embargo, una definicion mas realista considera a los mutualismos como una
interaccion entre gremios, donde especies que cumplen un mismo rol ecolégico
intercambian servicios beneficiosos (Stanton 2003). Esto ultimo da lugar a que haya
variabilidad en la calidad y/o cantidad de los servicios mutualistas compartidos entre
especies (Stanton 2003; Palmer et al. 2015). La variabilidad en los servicios mutualistas
se ha reportado en interacciones como la polinizacion (Herrera 1987, 1989; Morris
2003; Madjidian et al. 2008), dispersion de semillas (Schupp 1993; Ness et al. 2006;
Brodie et al. 2009), y la defensa a cambio de alimento (Rico-Gray & Thien 1989; Del-
Claro & Oliveira 2000; Stanton 2003; Clark & Singer 2018). Esta variabilidad es critica
ya que puede provocar cambios en la adecuacion de las especies (e.g., Ford et al. 2015;
Palmer et al. 2010). Asi, para comprender la importancia ecoldgica de los mutualismos
en los ecosistemas es clave entender si la variabilidad en la calidad y/o cantidad del
servicio mutualista afecta a la interaccion.

Las interacciones bidticas defensivas son modelos ideales para estudiar si la
variabilidad en la calidad y/o cantidad de los servicios impacta en la adecuacion de los
socios mutualistas. En primer lugar, las interacciones de defensa suelen ser facultativas
y generalizadas, lo que permite examinar los servicios de defensa de mas de una especie
a lo largo del tiempo y el espacio (Pringle & Gordon 2013; Clark & Singer 2018). En
segundo lugar, la calidad y/o cantidad de la defensa suele variar dentro del grupo de
especies protectoras (Ness et al. 2006; Miller 2007; Clark & Singer 2018) por lo que
varia su impacto sobre la adecuacion de las especies protegidas. En tercer lugar, las

caracteristicas asociadas a la calidad y cantidad de la proteccion (por ejemplo, la
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agresividad, la abundancia, y la frecuencia) son faciles de medir y factibles de
manipular en experimentos a campo (Ness et al. 2006; Detrain et al. 2017). Por ultimo,
la adecuacion de las especies protegidas varia dependiendo de que especies provean el
servicio de defensa y del contexto en que se desarrolla la interaccion (Bronstein 1994;
Ness et al. 2006; Palmer et al. 2010). Dentro de este tipo de interacciones defensivas, se
destacan las asociaciones entre hormigas, plantas, y hemipteros.

Los mutualismos de defensa a cambio de alimento son muy frecuentes en la
naturaleza y pueden ser "interacciones clave" en las comunidades (Styrsky & Eubanks
2007; Zvereva et al. 2010; Clark et al. 2019). Las hormigas ordefiadoras de pulgones
protegen a los pulgones frente a sus enemigos naturales y, a cambio, los pulgones les
ofrecen a las hormigas alimento. Los pulgones son herbivoros suctores de savia que
viven sobre las plantas y que excretan gotas de melaza. La melaza es una sustancia muy
rica en carbohidratos. Esta melaza contribuye a sustentar la actividad y el crecimiento
de las colonias de hormigas (Shik et al. 2014; Wills et al. 2015; Wittman et al. 2018).
Durante la recoleccion de la melaza, las hormigas permanecen cerca de las colonias de
pulgones proporcionandoles proteccidn contra sus enemigos naturales (Stadler & Dixon
2008). La interaccion hormiga-pulgon es generalizada por lo que una especie de pulgon
suele ser atendido por mas de una especie de hormiga (Ness et al. 2006; Mooney &
Mandal 2010; Senft et al. 2017). Esto posibilita a que haya especies de hormigas que
sean excelentes protectoras de pulgones, otras que no sean tan buenas protectoras, y
otras que directamente no protejan a los pulgones y se beneficien igualmente de la
melaza (Chamberlain & Holland 2009; Clark & Singer 2018). En este escenario de
multiples socios que varian en la calidad y/o cantidad de servicio, pueden ocurrir dos
formas de mutualismos. Por un lado, el mutualismo uniformemente difuso (evenly

diffuse mutualism) ocurre si todas las especies de hormigas brindan un mismo servicio
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de defensa a los pulgones y el resultado de dicha defensa es igual para la adecuacion de
los pulgones; esto implica que haya redundancia ecoldgica. Por otro lado, el mutualismo
heterogéneamente difuso (unevenly diffuse mutualism) ocurre si una —0 unas pocas—
especies de hormigas se destacan por ser las mejores protectoras y monopolizan las
plantas con pulgones (e.g., Kaplan & Eubanks 2005; Grover et al. 2007). En este ultimo
caso, eliminar a una de estas especies clave (keystone species) tendria un impacto
negativo sobre la interaccion mutualista y comunidad de plantas e insectos asociada
(New 2017). Entonces, detectar qué tipo de mutualismo se establece en las asociaciones
hormiga-pulgdn, es importante para preservar los servicios ecosistémicos y conservar
las especies.

En el NO de la Patagonia, la planta Carduus thoermeri es atacada por el pulgon
Brachycaudus cardui (L.) (Aphididae: Macrosiphini) (Lescano & Farji-Brener 2011).
Este pulgdn produce una gran cantidad de melaza por lo que atrae a las plantas a varias
especies de hormigas ordefiadoras (Lescano & Farji-Brener 2011). La relacion entre B.
cardui y las hormigas es facultativa y generalizada, lo que resulta en que una planta con
pulgones puede atraer a diferentes especies de hormigas (Lescano & Farji-Brener 2011).
Las especies de hormigas ordefiadoras son facilmente distinguibles en el campo (ver
Fig. 1.3c-e en CAPITULO 2). Los depredadores de pulgones también son abundantes y
diversos en la region de estudio (ver Fig. 1.3g-k CAPITULO 2). Mi hipétesis es que la
agresividad y abundancia de las hormigas determinan la proteccion a los pulgones e
influyen en el crecimiento poblacional de B. cardui. Espero que las poblaciones de B.
cardui atendidas por la especie de hormiga mas agresiva y abundante tengan las
mayores tasas de crecimiento poblacional; y espero que la especie de hormiga mas
agresiva y abundante expulse efectivamente a los depredadores de pulgones de las

plantas.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio y especies
Ver las secciones Sitio de estudio, Pulgones, Hormigas ordefiadoras, y Enemigos de

pulgones en el CApiTULO 1.

Describiendo el patrén: hormigas ordefiadoras y crecimiento de las poblaciones de
pulgones

Para determinar el efecto de las hormigas sobre las tasas de crecimiento poblacional de
los pulgones, en un parche de 800 m? dominado por C. thoermeri en fase reproductiva,
marqué 191 cardos. Caractericé el ensamble de hormigas y pulgones sobre las plantas
cada 15 dias durante tres meses (i.e., seis muestreos en total). Los muestreos los hice en
primavera-verano (periodo en el que las abundancias de hormigas, pulgones, y
depredadores de pulgones son altas). Al final del muestreo, a los cardos les asigné el
estado 1) “con la hormiga X” o ii) “sin hormigas”. El estado “con la hormiga X hace
referencia a cardos con pulgones (B. cardui) y con una Unica especie de hormiga.
Consideré que la especie de hormiga X debia permanecer en > 50% de los muestreos y
en el resto de los muestreos no debia encontrar a otra especie de hormiga. En este estado
encontré 41 plantas con D. tener (21% del total de plantas muestreadas), 25 con C.
distinguendus (13% del total), y 24 con D. richteri (12% del total). El estado “sin
hormigas” hace referencias a cardos con pulgones (B. cardui) y nunca ocupados por
hormigas. En este estado encontré 34 plantas (18% del total de plantas muestreadas). En
el andlisis no inclui a) plantas sin pulgones y sin hormigas (N = 34; 18% del total de
plantas), b) plantas con una sola especie de hormiga en <50% de los muestreos y con

reemplazo de especies de hormigas a traves de los muestreos (N = 29; 15% del total de
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plantas), y c) plantas que tenian mas de una especie de hormigas en el mismo muestreo
(N = 4; 2% del total de plantas). Al estado a) no lo inclui por no presentar pulgones. A
los estados b) y ¢) no los inclui porque el objetivo de este capitulo fue evaluar efectos
individuales de las especies de hormigas. Para estimar el crecimiento de la poblacién de
pulgones, determiné la abundancia de pulgones en el tiempo. Para determinar la
abundancia de pulgones, conté los grupos de pulgones presentes en una planta y
multipliqué el nimero de grupos de pulgones por el nUmero promedio de individuos por
grupo para esa planta. Para estimar el nimero promedio de individuos por grupo, tomé
fotografias de diferentes grupos de pulgones (N = 60) y conté los individuos con el
software ImageJ (Schneider et al. 2012). Calculé el crecimiento de la poblacién de
pulgones con la formula de la tasa intrinseca de crecimiento (r),

ln(abundancia de pulgonestf)—ln(abundancia de pulgonesti)

r= Py p— , donde tiempo, y

tiempo; son el tiempo final e inicial del periodo de muestreo, respectivamente. Valores
der>0,r=0,0r<0indican que la poblacion de pulgones esta aumentando, estable, o
disminuyendo, respectivamente (Begon et al. 2006). La tasa intrinseca de crecimiento
sigue un modelo de crecimiento exponencial, que supone que los recursos son
ilimitados para las poblaciones de pulgones. Los cardos con altos niveles de infestacion,
es decir, plantas con todos sus tallos cubiertos de pulgones, fueron muy poco comunes
en los sitios de muestreo (< 3% de las plantas estudiadas), lo que sugiere que el cardo
no representa una limitacion espacial o de alimento para B. cardui. Este indicio nos
sugiere que en el sistema no se alcanza la capacidad de carga de la poblacion de
pulgones y, entonces, es posible estimar la dinamica poblacional de los pulgones usando
la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r).

Para estimar la abundancia de hormigas sobre las plantas, promedié los datos de

abundancia provenientes de los seis muestreos. Los cardos de las condiciones descritas
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anteriormente estaban i) proximos entre si (0.2—1m), ii) intercalados en el area, y eran
iii) similares en tamafio y otras caracteristicas (Apéndice, Tabla A2.1); por lo tanto,
puede asumirse que la calidad de las plantas era similar en las condiciones descritas.
Asumi que las condiciones iniciales de los cardos con pulgones eran similares para
todas las especies de hormigas y que la variacion de las tasas de crecimiento de las
poblaciones de pulgones dependia Unicamente de las diferencias en los servicios de
defensa de cada especie de hormiga.

Para examinar la relacién entre la identidad de las hormigas y la tasa intrinseca
de crecimiento de la poblacion de pulgones (r), realicé un ANOVA de una via donde la
variable respuesta fue ‘r’ y la variable independiente fueron las condiciones de
ocupacion del cardo: i) sin hormigas, ii) ocupada por D. tener, iii) ocupada por C.
distinguendus, y iv) ocupada por D. richteri. Para examinar la relacion entre la
abundancia de las especies de hormigas y la tasa intrinseca de crecimiento de la
poblacién de pulgones, utilicé pruebas de correlacion (test de Pearson; Puth et al. 2014).
Ademas, ajusté modelos lineales y no lineales (funciones glm y drm de los paguetes
stats y drc; Ritz et al. 2016) y busqué posibles valores umbral en cada ajuste (funcion
davies.test del paquete segmented; Muggeo 2008). Entre los modelos no lineales, probé
funciones de saturacion, que fueron eficaces al describir la relacion entre la calidad y la
cantidad de la defensa proporcionada por hormigas (Ness et al. 2006). Para elegir el
mejor modelo, utilicé el AIC (Criterio de Informacion de Akaike) y BIC (Criterio de

Informacion Bayesiana) (Kuha 2004). Los analisis los hice en R (R Core Team 2016).

Agresividad de las hormigas frente a los depredadores de pulgones

Para determinar la agresividad de las hormigas frente a los depredadores de pulgones,

realicé enfrentamientos entre hormigas vs. cuatro especies de mariquitas (Eriopis sp.,
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Hippodamia variegata, Cycloneda germainii, Harmonia axyridis) y hormigas vs. larvas
de sirfido. En un area de estepa cercana al sitio de estudio (~100-300m), colecté obreras
de hormigas sobre cardos con pulgones (~200 hormigas por especie). Para considerar la
variabilidad intra-especifica del comportamiento de las hormigas, colecté obreras sobre
cardos que estaban distanciados 30 m o0 mas (5-8 cardos por especie de hormiga). Esta
distancia fue suficiente para asumir que las hormigas en los cardos provenian de
diferentes colonias (para mas detalles ver Apéndice, “Método detallado para colectar las
hormigas en el campo”). En el laboratorio separé a las hormigas en contenedores de
plastico (10 x 8 x 5 cm), teniendo en cuenta la especie y la planta de la que fueron
colectadas. Como alimento, les suministré agua y agua azucarada mediante un algodén
humedecido dispuesto en la boca de un tubo de ensayo relleno con el liquido
correspondiente. Ademas, alimenté a las hormigas con una larva de Tenebrio molitor
por dia. En la misma area que junté las hormigas, recolecté mariquitas adultas y larvas
de sirfido, y llevé a dichos insectos al laboratorio donde los dispuse en contenedores de
plastico (10 x 8 x 5 cm). Separé a las mariquitas segun la especie (Hippodamia
variegata, Cycloneda germainii, Eriopis sp., Harmonia axyridis; N= 25-30 individuos
por especie). A las larvas de sirfido no las separé por especie debido a la dificultad de
identificar la especie en el estadio de larva (N = 90 larvas). Alimenté a mariquitas y
larvas de sirfido con agua, ofrecida en un algodén embebido (recambiado diariamente),
y con pulgones B. cardui, ofrecidos en un trozo de tallo de cardo infestado de pulgones.
Para realizar los enfrentamientos entre hormigas y depredadores de pulgones,
construi una arena de combate con un contenedor de plastico de 3 cm de didmetro y un
tabique mavil que dividia la arena en dos compartimentos. En la base de la arena
coloque un papel filtro marcado con el olor de la especie de hormiga ensayada, el cual

habia estado en el contenedor de la colonia las 24 h previas al encuentro. Esto dltimo lo
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realicé para que las hormigas reconocieran la arena de combate como una zona propia y
pudieran rapidamente reconocer la intrusion de las mariquitas o larvas de sirfido. Para
estimular el comportamiento de defensa de las hormigas hacia los pulgones, previo al
enfrentamiento, inclui un tallo de cardo con B. cardui en el contendor de la hormiga
ensayada. Al inicio de cada ensayo, en uno de los compartimentos de la arena de
combate cologué una hormiga y en el otro un depredador, luego de 1 min de
habituacion a la arena, quiteé el tabique y grabé (20x ampliacion) la confrontacion
durante los 3 min siguientes. Analicé las grabaciones de cada enfrentamiento y
caractericé la agresividad de las hormigas. Para caracterizar la agresividad i) medi el
tiempo de encuentro de la hormiga con el depredador y ii) estimé un indice de
agresividad. Para estimar el indice de agresividad, identifiqué seis comportamientos de
las hormigas: 1) ‘huida’, tras el contacto con el depredador la hormiga huye en direccion
opuesta; i1) ‘antenacion’, las antenas se colocan sobre el depredador de pulgones
durante mas de 2 s; iii) ‘amenaza’, la hormiga se queda quieta con las mandibulas
abiertas y las antenas ligeramente extendidas hacia el depredador de pulgones; iv)
‘mordida corta’, ataque al depredador mediante mordeduras breves (menos de 2 s); v)
‘mordida larga’, mordedura persistente (mas de 2 s) de cualquier parte del cuerpo del
depredador de pulgones; vi) ‘flexion del abdomen’, la hormiga dobla su abdomen hacia
el depredador de pulgones liberando una sustancia repelente (Apéndice, Video A2.1). El
indice de agresividad lo calculé con la formula:

Z? frecuencia ; X intensidad ;

indice de agresividad = , en la que ‘frecuencia’ es

Z? frecuencia ;
la ocurrencia de cada comportamiento e ‘intensidad’ es una constante que puntia la
intensidad de la agresion (‘huida’ = - 1, ‘antenacién’ = 0, ‘amenaza’ = 1, ‘mordida
corta’ = 2, ‘mordida larga’ = 3, y ‘flexion del abdomen’ = 3). El indice de agresividad

puede tener valores negativos, cero, o positivos, que implican que las hormigas exhiben
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—en promedio— comportamientos evasivos, neutros, 0 agresivos, respectivamente. Para
aumentar el namero de réplicas, en los analisis no discriminé la identidad de las
mariquitas ni los tamafos de las larvas de sirfido (D. tener vs. mariquita: N = 32, D.
tener vs. larva de sirfido: N = 31, C. distinguendus vs. mariquita: N = 27, C.
distinguendus vs. larva de sirfido: N = 30, D. richteri vs. mariquita: N = 28, y D.
richteri vs. larva de sirfido: N = 30). Para analizar el tiempo de encuentro, utilicé un
modelo lineal generalizado (GLM) en el que la variable respuesta fue el tiempo de
encuentro y la variable explicativa la especie de hormiga. Para comparar el indice de
agresividad, utilicé un modelo lineal de efecto mixto (LME, funcién Imer del paquete
Ime4; Bates et al. 2015) en el que la variable respuesta fue el indice de agresividad, las
especies de hormigas el factor fijo, y consideré la identidad de la colonia como factor

aleatorio. Los andlisis los hice en R.

Defensa de la hormiga D. tener a los pulgones en condiciones naturales

Para examinar si, en condiciones naturales, las hormigas disuaden o expulsan a los
depredadores de pulgones de los cardos y si esto impacta sobre las poblaciones de
pulgones, margué un nuevo grupo de cardos (N = 30) infestados por B. cardui y
patrullados por D. tener (la especie con mayor indice de agresividad, ver Resultados).
En cada planta, elegi dos tallos de igual tamafio y en uno de los tallos dejé el libre
acceso a hormigas (tratamiento ‘hormigas presentes’) y en el otro tallo bloque¢ el
ingreso de las hormigas (tratamiento ‘hormigas ausentes’). Para bloquear el ingreso de
las hormigas, envolvi la parte basal del tallo con cinta adhesiva (Ductac®) y cubri la
cinta con grasa de litio (Lubrigras®). Luego, retiré las hormigas remanentes en el tallo
con un aspirador de insectos. En los tratamientos ‘hormigas presentes’ u ‘hormigas

ausentes’, seleccioné un grupo de pulgones de similar tamafio y con un marcador
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permanente dibujé un punto de referencia a 2 cm del grupo (Apéndice, Video A2. 2). En
los tallos con ‘hormigas presentes’, conté la abundancia de hormigas ordefiando al
grupo de pulgones de referencia. Luego coloque suavemente en el punto de referencia
un depredador de pulgones (mariquita o larva) y determiné, durante 5 minutos, el
comportamiento de las hormigas (Apéndice, Video A2.2). Consideré la “expulsion
exitosa” del depredador cuando la interaccion entre hormigas y depredadores provoco la
huida o muerte del depredador de pulgones. Consideré la “expulsion no exitosa” cuando
el depredador de pulgones permanecio en la planta durante todo el ensayo a pesar de la
interaccidn con las hormigas. Un procedimiento similar usé para el tratamiento
‘hormigas ausentes’; coloqué depredadores de pulgones en el punto de referencia y
consideré “permanencia” cuando el depredador se mantuvo en el tallo y “no
permanencia” cuando abandono el tallo. El tratamiento ‘hormigas ausentes’ me sirvid
para determinar que la causa de la caida del enemigo del pulgon se debe a la presencia
de las hormigas y no a otra causa (e.g., manipulacién con las pinzas, viento, presencia
del operador). En los ensayos usé cuatro especies de mariquitas: Eriopis sp. (hormigas
presentes: N = 23 y hormigas ausentes: N = 16), H. variegata (N =23y N = 14),
Cycloneda germainii (N =20y N = 15), y H. axyridis (N =20y N = 11), y larvas de
sirfidos (hormigas presentes: N = 30 y hormigas ausentes: N = 19). Dado que la
agresividad de las hormigas hacia las larvas de sirfido puede depender del tamafio de la
larva (Detrain et al. 2017), categoricé las larvas en tres tamafos: i) pequefio: <4 mm de
largo (hormigas presentes: N = 10 y hormigas ausentes: N = 6), ii) mediano: 4-10 mm
(N=9yN=7),vyiii) grande: > 10 mm (N = 11 y N = 6). Este tipo de categorizacion
por tamafio no fue necesario con las mariquitas porque, si bien a nivel inter-especifico
las mariquitas adultas difieren notablemente en tamario (ver en CApiTuLO 1 Fig. 1.30-}),

a nivel intra-especifico esta variacion de tamafo fue despreciable. Para analizar si las
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hormigas ordefiadoras expulsan a las mariquitas y a las larvas de sirfido, utilicé modelos
lineales generalizados (GLM) en los que la variable respuesta fue la ‘probabilidad de
expulsion’ (regresion logistica, distribucion del error: binomial) y la variable predictora
la abundancia de hormigas sobre el tallo con pulgones. Como covariables usé a las
especies de mariquitas y los tamarios de las larvas.

Para evaluar la eficacia de la defensa proporcionada por la hormiga D. tener al
pulgon B. cardui, realicé un experimento a campo bajo dos tratamientos: i) exclusion de
hormigas (las hormigas fueron excluidas como se describié anteriormente) v ii) libre
acceso a las hormigas (control). Seleccioné al azar un nuevo grupo de cardos en su fase
reproductiva (N = 30). Los cardos estaban infestados con B. cardui y patrullados por D.
tener. En cada cardo, seleccioné dos tallos similares y asigné al azar uno de ellos al
tratamiento de exclusién de hormigas y al otro al tratamiento control. En cada tallo,
marqué un grupo de pulgones y tomé cuatro fotografias de este grupo cada 5 dias y en
un total de 20 dias. Luego, con el software ImageJ (Schneider et al. 2012) conté el
namero de pulgones por grupo y foto y calculé la densidad de pulgones para cada foto.
La densidad de pulgones la obtuve al dividir el nimero de individuos por la superficie
‘S’ del tallo con pulgones:

S = 2m X radio del tallo con pulgones X longitud del tallo con pulgones.
Ademas, en simultaneo a los muestreos de pulgones, conté el nimero de i) mariquitas,
i) larvas de sirfido, y iii) huevos de sirfido. Por ultimo, el dia 15 permiti que las
hormigas accedieran a la mitad de los tallos excluidos de las hormigas (N = 15; en
adelante tratamiento de ‘reversion de exclusion de hormigas’). Para permitir la
recolonizacién de hormigas hice puentes artificiales con hilo desde el tallo sin hormigas
a un tallo adyacente con hormigas; este procedimiento fue efectivo en otros estudios en

el mismo sistema (Lescano et al. 2015). Para analizar los efectos de las exclusiones de

51



CAPITULO 2 — FOCO EN LAS HORMIGAS Y PULGONES

hormigas en la densidad de pulgones y la abundancia de mariquitas, larvas de sirfido, y
huevos de sirfido, ajusté modelos mixtos lineales generalizados (GLMM, funcién
glmmadmb del paquete gimmADMB; Skaug et al. 2014) con el tratamiento del tallo
como factor fijo (niveles: control y exclusion de hormigas) y la identidad del cardo
como factor aleatorio; utilicé una distribucidn de error binomial negativa para la
densidad de pulgones y una distribucion de error Poisson para la abundancia de
mariquitas, larvas de sirfido y huevos de sirfido. En el dia 20, comparé los tratamientos
de exclusion de hormigas y de "reversion de exclusion de hormigas" con modelos
lineales generalizados (GLM) inflados en cero (funcion zeroinfl del paquete pscl;
Jackman et al. 2017). Todos los analisis los hice en R. Comprobé que los modelos

empleados cumpliesen con los supuestos de normalidad y homocedasticidad.

RESULTADOS

Describiendo el patrén: hormigas ordefiadoras y crecimiento de las poblaciones de
pulgones

La hormiga D. tener ocup06 los cardos con mayor frecuencia y abundancia que las
especies de hormigas C. distinguendus y D. richteri (Tabla 2.1). La tasa intrinseca de
crecimiento (r) de los pulgones dependié de la especie de hormigas (ANOVA, F3123=
11.5, p <0.001), siendo mayor cuando los pulgones fueron atendidos por D. tener (r =
0.06 + 0.004 dia*, media + EE) en comparacion a cuando fueron atendidos por C.
distinguendus (0.03 £ 0.006), D. richteri (0.03 + 0.005), 0 en comparacion a cuando no
fueron atendidos por hormigas (0.003 + 0.007) (Fig. 2.1a). La abundancia de D. tener se
asocio positivamente con la tasa intrinseca de crecimiento de los pulgones (prueba de
correlacion de Pearson r = 0.47, tz7 = 3.2, p = 0.002); y estas variables ajustan a un

modelo de regresion lineal (GLM, t = 3.2, p = 0.003; Fig. 2.1b; Apéndice, Tabla A2.2).
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No hubo relacion entre la abundancia de las hormigas C. distinguendus y D. richteri y la
tasa intrinseca de crecimiento de los pulgones.

TABLA 2.1 Comparacion de caracteristicas cuantitativas y cualitativas de la defensa de
las hormigas hacia los pulgones. Las hormigas ordefiadoras son Dorymyrmex tener,
Camponotus distinguendus, y D. richteri. Los cardos muestreados fueron 191. Las
medias que comparten letra minuscula en las filas no son significativamente diferentes
(test de Tukey de GLMs y LMES)

D. tener C. distinguendus  D. richteri
(media+ EE)  (media+EE) (media+ EE)

Cantidad de Defensa
Porcentaje de ocupacion® 83+ 3a 60 + 4b 55+ 4b 0.03

Abundancia? 203t 2.7a 54+09b 2.3+0.3c <0.001

Calidad de Defensa
indice de agresividad® 1.8 +0.1a 0.2+0.1b -0.3+0.1c  <0.001

! de la misma planta en seis muestreos

2 nimero promedio de hormigas en seis muestreos

3 agresividad contra depredadores de pulgones (4 especies de mariquitas + las larvas de
2 especies de sirfidos; valores agrupados); los valores varian de -1 (comportamiento no
agresivo) a +3 (comportamiento agresivo)

a) b)

012 o 0.12
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2 b
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Mﬂﬁw’{i{\ No. promedio de hormigas

FiG. 2.1 Crecimiento de la poblacion de pulgones segun la identidad y abundancia de
hormigas ordefiadoras. a) Tasa intrinseca de crecimiento (r, dia™*) de la poblacion de
pulgones segun la especie de hormiga que atiende a los pulgones. La etiqueta ‘s/Horm.’
corresponde a plantas con pulgones pero sin hormigas (caja blanca; N = 34). Las plantas
con pulgones y hormigas estan etiquetadas con el nombre de las especies de hormiga:

D. tener (Dorymyrmex tener, caja roja; N = 41), C. dist. (Camponotus distinguendus,
caja gris oscuro; N = 25); D. richt. (D. richteri, caja gris claro; N = 24). Las cajas que

53



CAPITULO 2 — FOCO EN LAS HORMIGAS Y PULGONES

comparten letra mindscula no son significativamente diferentes (p > 0.05, pruebas de
Tukey proveniente de ANOVA de una via). b) Relacion entre la abundancia de
hormigas (nimero promedio de hormigas en seis muestreos) y la tasa intrinseca de
crecimiento (r, dia™®) de la poblacion de pulgones. El color de las curvas corresponde a
la especie de hormiga segun los colores en a). El area sombreada delimita el error
estandar de la regresion lineal (solo se muestra para las curvas significativas). Notar que
en b) el eje x esta en escala logaritmica. **p < 0.01; n.s.: no significativo

Agresividad de las hormigas frente a los depredadores de pulgones

En la arena de combate, D. tener fue la especie que tardé menos tiempo en contactar a
los depredadores (GLM, mariquitas: y 2 = 34.01, p < 0.001, larvas de sirfido: y 2 =
28.81, p <0.001; Fig. 2.2a, d). Ademas, D. tener mostr6 una alta frecuencia de
comportamientos agresivos hacia los depredadores de pulgones (‘amenaza’,
‘mordeduras cortas’, ‘mordeduras largas’, y ‘flexion del abdomen’), mientras que C.
distinguendus y D. richteri mostraron una alta frecuencia de comportamientos pasivos
(‘huida’ y ‘antenacion’) (Fig. 2.2b, e). El indice de agresividad vario dependiendo de la
especie de hormiga (Tabla 2.1), siendo D. tener la especie mas agresiva hacia las

mariquitas y larvas de sirfido (LME, mariquitas: y 2 = 88.8, p < 0.001, larvas de sirfido:

7 2=1348.0, p < 0.001) (Fig. 2.2c, f).
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FiG. 2.2 Experimentos de confrontacion entre hormigas y depredadores de pulgones. a)
Tiempos de encuentro entre hormigas vs. mariquitas (N = 27-32). b) Frecuencia relativa
de los comportamientos de las hormigas vs. mariquitas (N = 27-32). ¢) indice de
agresividad de las hormigas vs. mariquitas (N = 27-32). d) Tiempos de encuentro entre
hormigas vs. larvas de sirfido (N = 30-31). e) Frecuencia relativa de los
comportamientos de las hormigas vs. larvas de sirfido (N = 30-31). f) indice de
agresividad de las hormigas vs. larvas de sirfido (N =30-31). En a) y d) las barras y
bigotes representan la media = EE. En el eje x en b) y e) el comportamiento de las
hormigas aumenta su agresividad de izquierda a derecha. En c) y f) el indice de
agresividad varia de -1 (comportamiento no agresivo) a +3 (comportamiento agresivo).
Para aumentar el namero de réplicas por ensayo, no discriminé la identidad de las
mariquitas ni los tamafios de las larvas de sirfido. Letras minusculas diferentes indican
diferencias entre las especies de hormigas (pruebas de Tukey Post-Hoc)

Defensa de la hormiga D. tener a los pulgones en condiciones naturales

La abundancia de D. tener se asoci6 positivamente con la probabilidad de expulsion de
las mariquitas (GLM, Eriopis sp.: z = 2.84, p = 0.004, H. variegata: z = 3.09, p = 0.002,
H. axyridis: z = 3.02, p = 0.003) (Fig. 2.3a). Sin embargo, la mariquita Cycloneda

germainii no mostré asociacion entre la probabilidad de ser expulsada y el numero de

D. tener (GLM, z = 1.72, p = 0.08) (Fig. 2.3a). La abundancia de D. tener se asocio
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positivamente con la probabilidad de expulsion de las larvas de sirfido (GLM, tamafio
pequefio: z = 2.11, p = 0.03, tamafio medio: z = 2.26, p = 0.02) (Fig. 2.3b). Sin
embargo, las larvas de tamafio grande no mostraron asociacion entre la probabilidad de
ser expulsadas y el niamero de D. tener (GLM, z = 1.60, p = 0.10) (Fig. 2.3b). En las
pruebas de adicion de depredadores en tallos donde D. tener fue excluida, las mariquitas
y larvas de sirfido permanecieron sobre el tallo durante todo el ensayo.

La densidad de pulgones fue mayor en los tallos con D. tener que en los tallos en
los que D. tener fue excluida (GLMM, 2 =108.66, p < 0.001) (Fig. 2.4a). No hubo
mariquitas y larvas de sirfido en los tallos con D. tener, mientras que si hubo mariquitas
y larvas de sirfido en los tallos en los que D. tener fue excluida (GLMM, mariquitas: y 2
=10.70, p = 0.0011, larvas de sirfido: y 2= 15.48, p < 0.001) (Fig. 2.4b, c). El nimero
de huevos de sirfido fue menor en los tallos con D. tener que en los tallos en los que D.
tener fue excluida (GLMM, y2=78.56, p <0.001). Luego de la ‘reversion de la
exclusion de hormigas’, la densidad de pulgones aument6 (Anélisis inflado en cero, z =
2.462, p = 0.014) (Fig. 2.4a), el nimero de larvas de sirfido disminuy6 (Analisis inflado
en cero, z = 2.562, p = 0.024) (Fig. 2.4c), y el nimero de huevos de sirfido disminuyo
(Analisis inflado en cero, z =2.346, p = 0.019). Luego de la ‘reversion de la exclusion
de hormigas’ la abundancia de mariquitas no cambi6 (Analisis inflado en cero, z =

0.081, p =0.94), pero tendio6 a disminuir (Fig. 2.4b).
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FiG. 2.3 Probabilidad de expulsion de los depredadores de pulgones por parte de la
hormiga ordefiadora Dorymyrmex tener. a) Relacion entre la abundancia de D. tener y la
probabilidad de expulsar mariquitas. Las mariquitas ensayadas fueron Eriopis sp. (N =
23 ensayos), Hippodamia variegata (N = 23), Cycloneda germainii (N = 20), y
Harmonia axyridis (N = 20). Las curvas negras son significativas y la curva gris no es
significativa (Regresiones logisticas). b) Relacion entre la abundancia de D. tener y la
probabilidad de expulsar larvas de sirfido. Las larvas de sirfido fueron categorizadas
segun sus tamafios en i) pequefio: <4 mm de largo (N = 10 ensayos), ii) mediano: 4-10
mm (N = 9), y iii) grande: > 10 mm (N = 11). Las curvas negras son significativas y la
curva gris no es significativa (Regresiones logisticas)
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FiG. 2.4 Efecto de excluir a Dorymyrmex tener de los tallos de cardo sobre a) la
densidad de pulgones, b) el nimero promedio de mariquitas y ¢) el nimero promedio de
larvas de sirfido. Las curvas rojas son tallos con pulgones (Brachycaudus cardui)
atendidos por D. tener (N = 30). Las curvas negras son tallos con pulgones en los que se
excluy6 D. tener (N = 30). Estos tratamientos se hicieron en dos tallos de una misma
planta. Las plantas se monitorearon cada 5 dias durante 20 dias. El dia 15 se permitio a
las hormigas acceder a la mitad de los tallos excluidos (‘reversion de la exclusion’). Los
asteriscos sobre las curvas indican diferencias entre los tratamientos (tallos con
hormigas vs. tallos sin hormigas). Las letras minusculas al final de las curvas indican
diferencias significativas entre la exclusion de hormigas y la ‘reversion de la exclusion’.
Los puntos y los bigotes representan la media £ EE. ** p < 0.01; *** p < 0.001

DiscusION

Las interacciones mutualistas frecuentemente involucran a gremios de especies que
intercambian servicios beneficiosos (Stanton 2003; Palmer et al. 2015). En este
escenario es posible encontrar diferencias en la calidad y/o cantidad de los servicios

intercambiados. Evidencié que la calidad y cantidad de la defensa que las hormigas
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proveen a los pulgones varia dentro del gremio de hormigas ordefiadoras, y que dicha
variabilidad fue clave para explicar el crecimiento poblacional de los pulgones.
Consideré a la agresividad de las hormigas como proxy de la calidad de su defensa.
Observé que los pulgones tuvieron el mayor crecimiento poblacional cuando fueron
atendidos por la hormiga mas agresiva (D. tener), mientras que en las plantas con las
hormigas menos agresivas (C. distinguendus y D. richteri) las tasas de crecimiento
poblacional de los pulgones no difirieron a las tasas observadas en plantas sin hormigas.
Respecto a la cantidad de defensa, usé como proxy a la abundancia de hormigas sobre
las plantas. Dorymyrmex tener fue la especie mas abundante y frecuente sobre las
plantas. La exclusion de D. tener afecté negativamente a la abundancia de pulgones y
positivamente a la abundancia los depredadores de pulgones. Esto evidencia que la
defensa proveida por D. tener impacta positivamente sobre la supervivencia y
crecimiento poblacional de los pulgones, por ende. Mis resultados muestran que la
calidad y cantidad de defensa dependen de la identidad de las hormigas, siendo las
especies mas agresivas y abundantes las que favorecen el crecimiento poblacional de los
pulgones.

La calidad y cantidad de defensa son atributos clave en los mutualismos con
varias especies de hormigas defensoras. En lo que respecta a la calidad de la defensa,
evidencié que la Unica especie de hormiga que beneficio a las poblaciones de pulgones
resultd ser la mas agresiva del ensamble y la mejor defensora de pulgones frente a sus
depredadores naturales. Coincidiendo con estos resultados, en otros sistemas se ha visto
que las especies de hormigas que son mejores protectoras (sea de plantas 0 homopteros)
son las mas agresivas hacia otros artrépodos de la comunidad (Grover et al. 2007;
Fagundes et al. 2017; Clark & Singer 2018). En lo que respecta a la cantidad de

defensa, en este estudio evidencié que la hormiga més agresiva fue ademas la méas
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abundante y frecuente en los cardos. En los mutualismos de defensa a cambio de
alimento, la cantidad de defensores puede ser clave para determinar la dindmica
poblacional de la especie defendida (Palmer et al. 2010). Consistentemente, la
abundancia de la hormiga mas agresiva se asocié positivamente tanto con la
probabilidad de expulsar a los depredadores de pulgones de las plantas, como al
crecimiento de la poblacion de pulgones, lo que apoya la idea de que —junto con la
calidad del servicio— la cantidad del servicio de proteccion puede determinar la
adecuacion de los pulgones. En las comunidades de cardos, los enemigos naturales de
pulgones son abundantes, diversos (e.g., mariquitas, larvas de sirfido, y parasitoides) y
tienen distintas estrategias de depredacion (Brodeur et al. 2017). Una alta densidad de
hormigas sobre la planta puede aumentar las posibilidades de encuentro con los
enemigos naturales de pulgones, resultando en una mayor probabilidad de que estos
sean expulsados o eliminados. Esto Gltimo es clave para el caso de las mariquitas, que
son depredadores voraces que pueden diezmar las poblaciones de pulgones en poco
tiempo (Beltra et al. 2018). Aungue el aumento del nimero de hormigas esta asociado
positivamente con la proteccién de los pulgones, un nimero elevado de hormigas
también podria ser perjudicial para los pulgones si la frecuencia elevada de ‘ordefie’
impone un costo fisioldgico a los pulgones (Yoo & Holway 2011). Sin embargo, la
abundancia de hormigas se asocio positiva y linealmente con el crecimiento de la
poblacion de pulgones, o que sugiere que, en el sistema estudiado, un alto nivel de
‘ordefie’ no seria costoso para los pulgones y que la cantidad de defensa proporcionada
por las hormigas no necesariamente compromete la calidad de la defensa. Finalmente, la
solucion de compromiso entre descubrimiento-explotacion (discovery-exploitation
tradeoff) y el tamafio del nido (van Oudenhove et al. 2018; Planqué et al. 2010),

podrian explicar la notable diferencia en las abundancias de las especies de hormigas
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sobre las plantas. Asi, las especies dominantes y de nido grande (e.g., D. tener)
apostarian a la explotacion colectiva del recurso con un reclutamiento masivo a las
plantas con pulgones, mientras que las especies subordinadas y de nidos pequefios (e.qg.,
C. distinguendus y D. richteri) apostarian al descubrimiento oportunista del recurso, lo
que implica una mayor inversién en hormigas exploradoras que en el reclutamiento
masivo. Ambos factores descritos podrian ademas explicar el mantenimiento de la
diversidad de hormigas ordefiadoras dentro de la comunidad estudiada (e.g., Tiong &
Morse 2021).

Si bien la abundancia de la hormiga D. tener se asoci6 positivamente al
crecimiento poblacional de los pulgones, el nivel de correlacion no fue alto (correlacion
de Pearson = 0.47; ver dispersion de puntos para D. tener en Fig. 2.1b). Esto sugiere
que otros factores —aparte de la abundancia de hormigas— explican el crecimiento
poblacional de los pulgones. Factores climaticos que no medi en esta tesis, como el
viento, precipitacion, humedad, y temperatura, pueden influir en la adecuacién de los
pulgones e impactar sobre las tasas de crecimiento poblacional (Xia et al. 1999; Tomar
2010; Barton & Ives 2014; Devegili et al. 2019). Ademas, aqui no considere a los
parasitoides de pulgones, los cuales pueden afectar negativamente la supervivencia y
crecimiento poblacional de los pulgones (Kaser & Heimpel 2018). Finalmente, en mi
medida de abundancia de hormigas sobre una planta, al calcular el promedio de la
cantidad de hormigas en seis muestreos, no contemplé la variabilidad temporal de la
cantidad de hormigas en funcion de la cantidad de pulgones, y esto también podria
explicar la variabilidad que observeé en la tasas de crecimiento poblacional de B. cardui.

La variabilidad en las estrategias de forrajeo de los depredadores de pulgones
podria explicar la respuesta diferencial de las hormigas ordefiadoras hacia las mariquitas

y larvas de sirfido. Los depredadores de pulgones tienen estrategias de forrajeo muy
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distintas: las mariquitas son cazadoras activas que se desplazan grandes distancias sobre
las plantas y de manera veloz; las larvas de sirfido tienen movimientos lentos y
usualmente no se desplazan grandes distancias (Rotheray 1986; Rodriguez-Gasol et al.
2020). Estar inmavil es una forma efectiva que tienen los depredadores de pulgones
para escapar o, al menos, retrasar los ataques de las hormigas ordefiadoras
(Novgorodova & Gavrilyuk 2012). Sin embargo, en los experimentos de confrontacion
de a pares, no detecté diferencias significativas entre los tiempos de encuentro y
agresividad de la hormiga D. tener hacia las mariquitas o larvas de sirfido. La arena de
combate que empleé en las confrontaciones era pequefia y esto probablemente favorecid
la deteccion de los enemigos por parte de las hormigas, independientemente de si el
enemigo era una mariquita o larva de sirfido. Sin embargo, en los experimentos que
realicé directamente sobre cardos encontré diferencias entre los comportamientos de las
hormigas ordefiadoras hacia las mariquitas y larvas de sirfido. Las hormigas expulsaron
de manera mas eficiente a las mariquitas que a las larvas de sirfido de los cardos. Esto
podria explicarse porque las mariquitas se movieron activamente al ser depositadas
sobre los cardos, mientras que las larvas de sirfido se mantuvieron generalmente en la
misma posicion en la que fueron colocadas o se desplazaron pocos centimetros.
Posiblemente, las mariquitas son un blanco mas facil de detectar para las hormigas
ordefiadoras que las larvas de sirfido. Sin embargo, es importante destacar que una
especie de mariquita (Cycloneda germainii) no fue expulsada en varias oportunidades
por las hormigas ordefiadoras. Cycloneda germainii es la mariquita de menor tamafio, lo
cual podria beneficiarla ya que podria ser mas dificil que la detecten las hormigas. Su
menor tamafo también podria evitarle mordidas de las hormigas ya que esta mariquita
usualmente respondia agazapandose y escondiendo sus pequefios miembros debajo de

los élitros. Respecto a las larvas de sirfido, en los experimentos de campo encontré que
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las hormigas ordefiadoras agresivas expulsan eficientemente a las larvas de tamario
pequefio e intermedio, mientras que no tiene la misma eficiencia con las méas grandes.
Las larvas de sirfido cuentan con un mecanismo de defensa muy eficaz frente a las
hormigas: cuando las hormigas las muerden, las larvas excretan una gota pegajosa que
afecta a la motricidad y comportamiento de las hormigas (Detrain et al. 2017). Las
larvas de mayor tamario excretan gotas de mayor volumen y en mayor frecuencia
(Detrain et al. 2017) y esto podria explicar porqué las hormigas no lograron expulsar a
las larvas grandes de los cardos.

Las hormigas suelen establecer mutualismos heterogéneamente difusos
(unevenly diffuse mutualisms), donde una o unas pocas especies son claves (keystone
species) y el resto de las especies carecen de relevancia ecologica para la interaccion
(e.g, Gove et al. 2007; Aranda-Rickert & Fracchia 2011). Sélo la especie de hormiga
mas abundante y agresiva (D. tener) aumentd la adecuacién de los pulgones, i.e., actud
como un "verdadero" mutualista y fue la especie clave para la interaccion, mientras que
las especies de hormiga menos agresivas y menos abundantes (C. distinguendus y D.
richteri) no afectaron la adecuacion de los pulgones, i.e., actuaron como comensalistas
(comprobé que las tres especies de hormigas consumen melaza de pulgones). Que solo
una especie de hormiga ordefiadora sea clave para los pulgones podria explicarse por
caracteristicas intrinsecas a las interacciones hormiga-pulgon. En estas interacciones,
varias especies de hormigas suelen encontrarse involucradas con una o unas pocas
especies de pulgon, y las especies de hormiga dominantes y agresivas suelen
monopolizar las plantas infestadas de pulgones mientras que las especies subordinadas y
menos agresivas suelen actuar de manera oportunista (Blithgen & Fiedler 2004; Grover
et al. 2007; Wilder et al. 2013). Las hormigas ordefiadoras suelen monopolizar a las

plantas con pulgones por la importancia que representa la melaza de pulgon para el
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crecimiento de la colonia (Wills et al. 2015; Wittman et al. 2018). La pérdida del
control de los pulgones y plantas por parte de hormigas rivales puede resultar costosa
para la colonia, incluso méas que el costo de perder pulgones por un aumento de la
actividad de los enemigos naturales de pulgones (Phillips & Willis 2005). Estudios
anteriores en el sistema de cardos-pulgones-hormigas evidenciaron que las hormigas
monopolizan los cardos infestados de pulgones y que las hormigas patrullan los cardos
incluso durante la noche posiblemente para no perder el control de la melaza por parte
de otras especies (Lescano et al. 2014, 2015).

Aunque solo una especie del ensamble de hormigas ordefiadoras fue realmente
mutualista de pulgones, esta interaccion podria cambiar hacia el comensalismo, el
parasitismo, o la depredacion en determinados contextos. Por ejemplo, si la abundancia
de depredadores de pulgones disminuye considerablemente por una causa distinta a la
presencia de hormigas, la especie de hormiga mejor protectora de los pulgones seguiria
beneficiandose de la melaza de los pulgones sin brindar ningun tipo de defensa. Este
escenario podria dar lugar a un comensalismo si es que las hormigas no representan un
costo a los pulgones, o pasar al parasitismo si el consumo de melaza impone un costo a
los pulgones (Cushman & Whitham 1989; Stadler & Dixon 1998; Vantaux et al. 2015).
El mutualismo hormiga-pulgdn puede incluso virar a la depredacion si la abundancia de
pulgones aumenta drasticamente y, por lo tanto, la provisién de melaza excede las
necesidades de la colonia; en este escenario, las hormigas pueden comenzar a depredar
pulgones para mantener el equilibrio azucar:proteina de su dieta (Sakata 1994). Por
ultimo, un aumento en la abundancia de hormigas puede incrementar su agresividad y
deteccidn hacia otros artropodos (Tanner 2006, 2008). Asi, hormigas inicialmente

consideradas comensalistas (e.g., C. distinguendus y D. richteri), posiblemente se
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tornen mutualistas si su abundancia aumenta drasticamente y esto provoca una mayor
defensa de los pulgones frente a sus depredadores.

En resumen, la calidad y cantidad de la defensa que proveen las hormigas
ordefadoras a los pulgones afecta el crecimiento poblacional de los pulgones sobre los
cardos. Conocemos asombrosamente menos sobre las interacciones hormiga-pulgon del
hemisferio sur que el norte (Siddiqui et al. 2019). Este conocimiento es fundamental, ya
que las hormigas y pulgones establecen interacciones claves que pueden estructurar las
comunidades de plantas (Styrsky & Eubanks 2007; Zhang et al. 2012). Por un lado, las
hormigas ordefiadoras pueden afectar negativamente la adecuacion de las plantas al
aumentar la infestacion y dafio de los pulgones (Canedo-Junior et al. 2017; Ortega-
Ramos et al. 2020). Por otro lado, pueden afectar positivamente la adecuacion de las
plantas al defenderlas de los herbivoros no-pulgén (Styrsky & Eubanks 2007). Estos
efectos indirectos de las hormigas ordefiadoras pueden ser claves para explicar el
proceso de invasion del cardo exotico C. thoermeri; tema que abordaré en mas detalle

en el siguiente capitulo.
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APENDICE

Meétodo detallado para colectar las hormigas en el campo

Para determinar la agresividad de las hormigas contra los depredadores de pulgones, en
un parche de cardos junto al sitio de estudio, recolecté individuos de las tres especies de
hormigas (D. tener, C. distinguendus, y D. richteri). Las hormigas las recolecté
directamente de los cardos usando un aspirador de insectos (~200 hormigas por
especie). Para tener en cuenta la variacion de la agresividad de las hormigas entre
colonias, inclui individuos de diferentes colonias. Para ello, recolecté individuos de
plantas que estaban separadas >30 m (Dorymyrmex tener: N = 8 plantas, Camponotus
distinguendus: N = 5 plantas, y D. richteri: N = 6 plantas). Para determinar si 30 m es
una distancia suficiente para asegurar que los individuos proceden de distintas colonias,
realicé un experimento de campo con la hormiga D. tener. Junté obreras de D. tener de
un cardo, caminé 30 m, y seleccioné el cardo mas cercano con obreras de D. tener. Solté
las hormigas recolectadas en el cardo objetivo. Esto lo repeti 5 veces. En todos los casos
las hormigas residentes lucharon contra las introducidas, evidenciando que las obreras
no se reconocian y procedian de diferentes colonias. Este experimento lo hice solo con
D. tener porque tiene la mayor densidad de nidos por hectéarea y es la especie mas activa
en la busqueda de alimento. Como las otras especies (C. distinguendus y D. richteri)
tienen considerablemente menos nidos por hectarea y son menos activas en cuanto al
forrajeo, nos parece justo asumir que 30 m es una distancia aceptable para que los

cardos estén ocupados por hormigas de distintos nidos en todas las especies ensayadas.
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TABLA A2.1 Comparacion de rasgos vegetativos y reproductivos de Carduus thoermeri
en dos condiciones naturales: i) “Con hormigas” (D. tener, C. distinguendus, o D.
richteri), y ii) “Sin hormigas”. También comparo la abundancia inicial de pulgones (B.
cardui) para cada condicion natural. Los valores que muestro son la media = EE. En una
fila, aquellos valores que comparten letra minascula no son estadisticamente diferentes
(Prueba de Tukey siguiendo GLM)

Condicion
c/hormigas s/hormigas
D. tener C. distinguendus  D.richteri p
Rasgo del cardo
Altura (cm) 124.7 + 2.7a 130.3+4.9a  130.3+4.9a 130.4+4.0a 0.59
No. de tallos 3.9+0.2a 3.8+0.4a 3.9+0.3a 3.7+03a 0.98
No. de inflorescencias 4.6 +0.3a 5.0 +0.5a 45+0.4a 42+04a 0.68
Pulgén
Abundancia inicial* 31+ 8a 30 + 6a 26 + 9a 18 + 8a 0.55
*No. de pulgones en el primer muestreo (noviembre)
TABLA A2.2 Rankings y bondad de ajuste de modelos que relacionan la abundancia de
la hormiga D. tener con la tasa de crecimiento de la poblacion de pulgones
ranking modelo férmula k AIC AAIC  BIC
1 Lineal y=a+ fx 2 -177.4 0 -172.3
No lineal _ Bx
2 (Michaelis-Menten) y=a+ e 3 -171.8 5.6 -166.8
3 Nulo y=a«a 1 -169.6 7.8 -166.2
No lineal _ s
4 (Monomolecular) ¥ = @+ B *(1—e V™) 3 -169.3 81  -164.3
No lineal B * x*

k, namero de parametros; AIC, Criterio de Informacién de Akaike; AAIC, diferencia
absoluta respecto al modelo con mejor AIC; BIC, Criterio de Informacion Bayesiano
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VIDEO A2.1 Set de comportamientos de las hormigas ordefiadoras que use para calcular
su agresividad frente a los depredadores de pulgones. Los comportamientos fueron:
‘huida’ (-1), ‘antenacion’ (0), ‘amenaza’ (1), ‘mordida corta’ (2), ‘mordida larga’ (3),
‘flexion del abdomen’ (3). En los paréntesis se indica la magnitud de la agresion, donde
-1y +3 son el minimo y maximo nivel de agresividad, respectivamente. Estimé la
agresividad de las hormigas con la siguiente formula:

Agresividad = (Xf frecuencia; X intensidad;)/(X? frecuencia;), donde
‘frecuencia’ es la ocurrencia de los comportamientos e ‘intensidad’ es la magnitud de la

agresion. Link al Video A2.1

VIDEO A2.2 Experimento de exclusidén de hormigas sobre cardos en el que examiné si
las hormigas ordefiadoras agresivas expulsan de las plantas a las mariquitas y larvas de

sirfido. Link al Video A2.2
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CAPITULO 3— FOCO EN LA ADECUACION DEL CARDO

RESUMEN

Las interacciones indirectas cumplen un rol clave en la estructuracion de las
comunidades y funcionamiento de los ecosistemas, y podrian ser importantes para
explicar la invasion de especies exdticas. Las hormigas ordefiadoras de pulgones son
excelentes modelos para examinar posibles efectos de las interacciones indirectas sobre
la invasion de plantas. Por un lado, las hormigas disminuyen la adecuacion de las
plantas al aumentar la infestacion y dafio de los pulgones. Por otro lado, las hormigas
incrementan la adecuacion de las plantas al expulsar a los herbivoros no-pulgones.
Estudié un ensamble de hormigas nativas (Dorymyrmex tener, Camponotus
distinguendus, y D. richteri) que visitan cardos exdticos (Carduus thoermeri) en
busqueda de la melaza de pulgones (Brachycaudus cardui). Los cardos son ademas
atacados por el curculionido Rhinocyllus conicus. Evalué las relaciones entre la
presencia y abundancia de cada una de estas especies y la produccion de semillas del
cardo. Determiné la agresividad de las hormigas hacia los depredadores de los pulgones
(mariquitas y larvas de sirfido) y curculionidos. Para conocer si las hormigas expulsan
de los cardos a los depredadores de los pulgones y curculionidos, realicé experimentos
de adicion de estos insectos en tallos con hormigas y tallos sin hormigas. Ademas
evalué si la exclusién de hormigas afecta la reproduccién del cardo. Finalmente,
mediante analisis de vias, examiné si las hormigas afectan la reproduccion del cardo por
la via indirecta de los pulgones y/o curculionidos. La proporcion de semillas viables del
cardo se asocio negativamente con la abundancia de la hormiga D. tener. En los
enfrentamientos de laboratorio, D. tener fue la especie mas agresiva tanto contra los
depredadores de pulgones como contra los curculiénidos. En las pruebas de adicion de
insectos a campo, la hormiga D. tener expulso con exito a los depredadores de los

pulgones de los cardos, pero no afecto a los curculionidos. La exclusion de D. tener de
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las plantas incremento la proporcion de semillas viables del cardo. Los anélisis de vias
apoyaron que el efecto de D. tener sobre la reproduccion del cardo se debio a un efecto
indirecto a través de los pulgones. Las especies de hormigas menos agresivas (C.
distinguendus y D. richteri) no afectaron la reproduccion del cardo. Mis resultados
evidencian que las hormigas ordefiadoras agresivas pueden potenciar la resistencia
biodtica al aumentar la infestacion y dafio de los pulgones sobre las plantas. Este capitulo

destaca la importancia de las interacciones bidticas indirectas en la invasion de especies.

PALABRAS CLAVE: Hormigas ordefiadoras, Interacciones indirectas, Plantas exoticas,

Pulgones, Resistencia biotica
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ABSTRACT

Indirect interactions play a key role in community structuring and ecosystem
functioning, and could be important in explaining exotic species invasion. Aphid-
tending ants are excellent models for examining the possible effects of indirect
interactions on plant invasion. On the one hand, ants decrease plant fitness by enhancing
aphid infestation and damage on plants. On the other hand, ants increase plant fitness by
removing non-aphid herbivores from plants. I studied a native aphid-tending ant
assemblage (Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, and D. richteri) that visit
exotic thistles (Carduus thoermeri) searching aphid honeydew (Brachycaudus cardui).
Thistles are also attacked by the weevil Rhinocyllus conicus. | examined the
relationships between the presence and abundance of each of these insect species and
thistle seed set. | compared ant species aggressiveness towards aphid predators
(ladybugs and hoverfly larvae) and weevils. | performed ant-exclusion experiments to
determine the effects of ants on aphid predators, weevils, and thistle seed set. Finally, |
analyzed whether ants affected thistle seed set through their effect on aphids and/or
weevils. Seed set was negatively associated with the abundance of the ant D. tener, the
most aggressive ant species. D. tener successfully removed aphid predators from plants
but did not affect weevils. Excluding D. tener from plants positively affected seed set.
Analyses supported a negative pathway between the aggressive D. tener and thistle seed
set through aphid populations. The less aggressive ant species (C. distinguendus and D.
richteri) did not affect thistle seed set. Collectively, results suggest that aggressive
aphid-tending ant species may enhance biotic resistance by increasing aphid infestation
and damage on exotic plants. This chapter emphasizes the importance of indirect biotic

interactions in exotic species invasion.
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KeywoRDS: Aphid, Aphid-tending ants, Biotic resistance, Exotic plants, Indirect

interactions
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INTRODUCCION

Las interacciones entre especies exoticas y nativas pueden ser claves para explicar las
invasiones de especies (Richardson et al. 2000; Mitchell et al. 2006). Estas
interacciones pueden influir sobre el establecimiento, la naturalizacion, y la propagacion
de las especies exoticas (e.g., Nufiez et al. 2009; Prior et al. 2015). Sin embargo,
determinar el impacto de las interacciones bioticas sobre la invasion de especies es
complejo, ya que las especies introducidas suelen interactuar con varias especies locales
a la vez y estas interacciones pueden tener efectos contrastantes sobre la adecuacién de
las exdticas. Asi, el establecimiento de nuevos mutualismos (Richardson et al. 2000), la
facilitacion (Maron & Connors 1996; Farji-Brener & Ghermandi 2008), la alelopatia
(Callaway & Ridenour 2004), y el ‘colapso invasivo’ (invasional meltdown; Simberloff
& Von Holle 1999) son mecanismos con interacciones que potencian la invasion de
especies. Mientras que la competencia (Eskelinen & Harrison 2014), la depredacién
(DeRivera et al. 2005), el parasitismo (Prider et al. 2011), y otras formas de resistencia
biodtica (Elton 1958; Maron & Vila 2001; Paynter et al. 2012) son mecanismos con
interacciones que disminuyen la invasion de especies. Por lo tanto, es fundamental
examinar las vias y mecanismos de interaccidn entre las especies exoticas y locales a fin
de comprender en profundidad la invasion de especies.

La intensidad y/o el signo de las interacciones bioticas pueden ser modulados
por terceras especies y esto puede ser clave para explicar la invasion de especies
(Strauss & Irwin 2004; Mitchell et al. 2006; Brody et al. 2008; Green et al. 2011). Asi,
aquellas hipotesis en ecologia de invasiones que se sustentan en interacciones de a pares
podrian verse modificadas por terceras especies (White et al. 2006). Por ejemplo, la
hipdtesis de la resistencia bittica (Elton 1958) afirma que las especies introducidas no

invaden las comunidades nativas porque las interacciones bioticas con las especies
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locales (por ejemplo, la competencia, la depredacion y el parasitismo) reducen el
establecimiento y propagacion de las exoticas (Levine et al. 2004; Parker & Hay 2005).
Si terceras especies aumentan los efectos negativos de las especies locales hacia las
exoticas, el proceso de invasion podria estar ain mas limitado (hipotesis de “Resistencia
biotica indirecta™). Por otra parte, la hipotesis de la facilitacion o mutualismo afirma que
las especies locales (e.g., polinizadores y hongos micorrizicos) establecen interacciones
beneficiosas para las especies exoticas facilitando su establecimiento y propagacion
(Richardson et al. 2000; Mitchell et al. 2006). En este caso, si terceras especies
potencian dicha facilitacion, el proceso de invasion deberia verse incrementado
(hipotesis de “Facilitacion biotica indirecta”). Entonces, cuando una especie exdtica es
introducida a un nuevo habitat no solo es importante verificar nuevas interacciones de a
pares con las especies locales, sino también examinar si terceras especies de la
comunidad pueden modular dicha interaccion.

Los mutualismos de proteccidén a cambio de comida que establecen las hormigas
con los pulgones son excelentes modelos para estudiar efectos moduladores de las
especies locales sobre la invasion de plantas exdticas. Los pulgones son herbivoros que
se alimentan de la savia de las plantas y que pueden causar limitacion de recursos, dafio
en tejidos, infeccion de patdgenos, y/o interferencia en la polinizacién (e.g., Larson &
Whitham 1997; Chalcoff et al. 2019; Devegili & Chalcoff 2020). Los efectos negativos
de los pulgones sobre la adecuacion de las plantas pueden ser modulados por una
amplia gama de especies que afectan a los pulgones de manera positiva (e.g., hormigas
ordefadoras e hiperparasitoides) o negativa (e.g., mariquitas, sirfidos, y parasitoides)
(Dixon 1998); entre estas especies, las hormigas ordefiadoras de pulgones podrian
desempefiar un papel clave modulando la invasion de plantas exdticas. Por un lado, las

hormigas pueden estimular la tasa de alimentacion y la fecundidad de los pulgones,
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protegerlos contra sus enemigos naturales, y/o reducir la incidencia de sus patdgenos
(Banks & Nixon 1958; Stadler & Dixon 2008; Nielsen et al. 2010). El cuidado que
brindan las hormigas puede, entonces, incrementar la infestacion de los pulgones y
aumentar los efectos negativos de los pulgones sobre las plantas (Canedo-Junior et al.
2017; Ortega-Ramos et al. 2019). Por otra parte, las hormigas pueden expulsar de las
plantas a herbivoros no-pulgon y con ello beneficiar a las plantas exoticas; en particular,
si el papel antagonista de estos herbivoros sobre la planta es mayor que el de los
pulgones (Crutsinger & Sanders 2005; Styrsky & Eubanks 2007). Ademas, teniendo en
cuenta que varias especies de hormigas pueden ordefiar a una misma especie de pulgon
y que las especies de hormigas usualmente varian en su calidad y cantidad de defensa
(Sipura 2002; Ness et al. 2006; Mooney & Mandal 2010; Yoo et al. 2013), el resultado
neto de las hormigas ordefiadoras sobre la adecuacion e invasion de las plantas exoticas
también puede estar influido por la identidad de las hormigas que visitan las plantas. Por
lo tanto, para predecir el impacto de las hormigas ordefiadoras sobre el proceso de
invasion de las plantas exdticas, es importante identificar sus efectos indirectos sobre las
plantas y determinar si dicho efecto varia con la identidad de la especie de hormiga
involucrada.

Carduus thoermeri (cardo pendiente; Asteracea) es una planta invasora que
produce grandes pérdidas econdémicas en la agricultura y ganaderia (Desrochers et al.
1988; Popay & Medd 1990; Wardle et al. 1991). En el NO de la Patagonia (Argentina),
C. thoermeri es atacada por el pulgdn Brachycaudus cardui (Hemiptera: Aphididae) que
es atendido por un gremio de hormigas ordefiadoras nativas (Lescano & Farji-Brener
2011). El crecimiento poblacional de B. cardui depende de la especie de hormiga
ordefiadora que lo esté atendiendo; siendo el crecimiento poblacional mayor cuando los

pulgones son atendidos por la especie de hormiga mas agresiva y abundante del
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ensamble (ver CAPiTULO 2). Ademas de los pulgones, los cardos son atacados por el
curculionido Rhinocyllus conicus (Coleoptera: Curculionidae), un agente de biocontrol
introducido en la Argentina para controlar las especies exoticas del género Carduus
(Enrique de Briano et al. 2013). Realicé un analisis comparativo junto con experimentos
de campo y de comportamiento para examinar si las hormigas ordefiadoras influyen
sobre las interacciones entre los cardos y sus principales herbivoros: el pulgén B. cardui
y el curculionido R. conicus.

Aunque la importancia ecologica de las hormigas ordefiadoras estd muy bien
documentada (Styrsky & Eubanks 2007; Zhang et al. 2012), se desconoce si las
hormigas ordefiadoras son relevantes en la invasion de plantas exoticas. Aqui examiné

dos hipotesis (Fig. 3.1): i) Resistencia bidtica indirecta: bajo este escenario, espero que

las hormigas ordefiadoras disminuyan la adecuacion de la planta exdética C. thoermeri al
aumentar la abundancia y dafio de los pulgones sobre las plantas (Fig. 3.1, rama

superior), y ii) Facilitacion biotica indirecta: bajo este escenario, espero que las

hormigas ordefiadoras incrementen la adecuacion de C. thoermeri al remover a los
herbivoros no-pulgén de las plantas (Fig. 3.1, rama inferior). Si las consecuencias sobre
la reproduccidon de C. thoermeri de la proteccion de las hormigas sobre los pulgones son
mas fuertes que las de la supresion de los curculidnidos, espero encontrar un efecto
indirecto negativo de las hormigas sobre la reproduccién del cardo (i.e., apoyo a la
hipotesis de la “Resistencia biotica indirecta™). Por el contrario, si la herbivoria de los
curculionidos afecta mas la adecuacion de la planta que la de los pulgones, al expulsar
las hormigas a estos herbivoros espero encontrar un efecto positivo de las hormigas
sobre la reproduccion del cardo (i.e., apoyo a la hipotesis de la “Facilitacion biotica
indirecta”). Ademas, como la agresividad y abundancia de las hormigas es un buen

estimador de la defensa provista a los pulgones frente a sus depredadores (ver CAPITULO
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2), espero que la especie mas agresiva y abundante del gremio de hormigas ordefiadoras
tenga el mayor efecto sobre la reproduccién del cardo, sea este efecto por la via de los

pulgones y/o curculiénidos.

Resistencia biodtica indirecta
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Facilitacion biotica indirecta
FiG. 3.1 Posibles efectos directos e indirectos entre las hormigas ordefiadoras y las

plantas exdticas con pulgones. Proponemos dos hipotesis: 1) la Resistencia biotica
indirecta (rama superior) ocurre cuando las hormigas ordefiadoras aumentan la
abundancia y el dafio de los pulgones, lo que disminuye la adecuacién de la planta
exotica. 2) la Facilitacion bidtica indirecta (rama inferior) ocurre cuando las hormigas
ordefiadoras expulsan a los herbivoros no-pulgon, lo que aumenta la adecuacion de la
planta. Como las hipdtesis no son mutuamente excluyentes, si ambas vias ocurren en
simultaneo, el efecto neto de las hormigas sobre la adecuacion de la planta exética
podria ser neutro.
MATERIALES Y METODOS
Sistema de estudio
Para detalles del area de estudio, ver la seccion Sitio de estudio del CapiTuLO 1.

En el CAPiTULO 2 mostré que las hormigas ordefiadoras (Dorymyrmex tener,
Camponotus distinguendus, y D. richteri) tienen distinta abundancia sobre las plantas y
distinta agresividad hacia los depredadores de pulgones. Dorymyrmex tener es la

especie mas abundante sobre los cardos y méas agresividad hacia los depredadores de

pulgones. Ademas, D. tener protege eficazmente a los pulgones contra sus depredadores
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naturales sobre las plantas y las poblaciones de pulgones crecen mas rapido en los

cardos con la hormiga D. tener que en los cardos con las otras especies de hormigas.
Brachycaudus cardui forma grupos de forrajeo sobre los tallos, hojas, y bracteas

del cardo. Los grupos de forrajeo son facilmente distinguibles y delimitables sobre los

tallos de los cardos (en adelante ‘grupo de pulgones’; Fig. 3.2).
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FiG. 3.2 Pulgon del cardo (Brachycaudus cardui) sobre tallo del cardo pendiente
(Carduus thoermeri). B. cardui suele formar grupos de forrajeo sobre los tallos del
cardo y estos grupos son facilmente reconocibles y delimitables. Para contar los
pulgones, tomé fotografias de los grupos de forrajeo y agregué puntos amarillos a cada
individuo con ImageJ Software®. Barra de escala: 1 cm. Crédito de la foto: Andrés M
Devegili

Rhynocillus conicus es un curculiénido originario de Europa y Asia occidental
que se utiliza como agente de biocontrol contra especies vegetales invasoras del género
Carduus (Boldt & Kok 1982). En Argentina, fue introducido en la década de 1980 como
método de control de las especies C. thoermeri y C. acanthoides (Enrique de Briano et
al. 2013).

Para mas detalles de las hormigas ordefiadoras, pulgones, y R. conicus, ver la

seccioén Sistema de estudio del CapriTuLO 1.
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Describiendo el patrdn: relacion entre la presencia de pulgones, curculionidos, y
hormigas, y la reproduccion del cardo

Para examinar si la presencia y abundancia de pulgones, curculionidos, y hormigas
ordefnadoras influyen sobre la adecuacion del cardo (C. thoermeri), en un parche de
cardos de 3200 m?, seleccioné y marqué al azar rosetas de cardo (N = 215) y las
muestreé durante todo su ciclo de vida (12 muestreos a lo largo de 2 afios). Los
muestreos los hice con menor frecuencia (cada 3 meses) durante el otofio e invierno que
durante la primavera y verano (cada 15 dias) porque los insectos son méas abundantes y
estdn mas activos durante las estaciones mas calidas. En cada muestreo, identifiqué y
estimé las abundancias de los pulgones y hormigas sobre los cardos. Para estimar la
abundancia de pulgones, multipliqué el nimero de grupos de pulgones sobre una planta
por el nimero promedio de pulgones en un grupo. Para estimar el nimero promedio de
pulgones en un grupo, seleccioné al azar de 1-3 grupos de pulgones por cardo, los
fotografié, y luego conté los individuos con ImageJ Software® (Schneider et al. 2012;
ver ejemplo en Fig. 3.2). Para determinar la abundancia de hormigas sobre los cardos
conté visualmente a todas las obreras sobre la planta. Para estimar la abundancia de
hormigas durante todo el ciclo de vida de los cardos, usé el promedio de los doce
conteos de hormigas. Estimé la abundancia del curculiénido R. conicus como la
cantidad de curculionidos por inflorescencias de cardo. Colecté inflorescencias de cardo
(N = 1-3 por planta) y en el laboratorio las abri y conté el nimero de curculiénidos. En
aquellas plantas en las que colecté mas de una inflorescencia, obtuve el promedio de
curculionidos por inflorescencia. EI nimero de curculiénidos adultos dentro de las
inflorescencias refleja aquellos individuos que lograron completar su ciclo de vida.

Conocer dicho namero es clave, ya que la fase de larva es la mas dafiina para la
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reproduccion de los cardos (para més detalles, ver la seccion Controlador bioldgico de
cardos del CAPITULO 1). A los cardos sin hormigas en todos los muestreos los
categoricé como ‘plantas sin hormigas’ (N = 61) y dentro de esta categoria encontré: i)
cardos sin pulgones y sin curculiénidos (N = 12), ii) cardos con pulgones y sin
curculionidos (N = 15), iii) cardos sin pulgones y con curculionidos (N = 16), y iv)
cardos con pulgones y con curculiénidos (N = 18). Los cardos que hospedaron una sola
especie de hormiga en > 50% de los muestreos y en el resto de los muestreos estuvieron
libres de hormigas, los categoricé como ‘cardos con hormigas’. A su vez a esta ultima
categoria la dividi en subcategorias segun la especie de hormiga (D. tener: N =73, C.
distinguendus: N = 31, y D. richteri: N = 24). Como mi objetivo fue medir el efecto
individual de cada especie de hormiga sobre los cardos, no inclui en el analisis las
plantas que albergaban mas de una especie de hormigas en el mismo censo (N = 5) ni
las plantas con reemplazo de especies de hormigas durante los censos (N = 21). Los
cardos ocupados por hormigas, pulgones, y/o curculionidos estaban entremezclados de
manera natural en el lugar del estudio. De esta manera, es justo asumir que las
condiciones ambientales (e.g., calidad del suelo, luz, agua) fueron similares para todas
las categorias descritas. Para estimar la proporcion de semillas viables, al final de la
temporada reproductiva del cardo embolsé 1-2 inflorescencias por planta y colecté las
bolsas poco después de la liberacion de las semillas. Las bolsas evitaron la pérdida de
semillas debido al viento y las coloqué dos meses después del pico de apareamiento de
R. conicus; por lo tanto, las bolsas no interfirieron con la reproduccion y oviposicion de
R. conicus sobre los cardos. En el laboratorio, conté los curculionidos adultos en las
inflorescencias. Liberé las semillas de los capitulos y las clasifiqué en viables y no

viables (Fig. 3.3).
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Semillas viables Semillas no viables

FiG. 3.3 Comparacion de las semillas viables vs. no viables del cardo Carduus thoermeri
(cardo pendiente, Asteraceae). Notar la diferencia en el tamafio y la forma entre las
semillas viables y no viables. El estado viable e inviable se basa en ensayos de
germinacién en placas de Petri (porcentaje de germinacién: semillas viables = 74 + 10
%, semillas inviables = 0 %). Para determinar el poder reproductivo del cardo calculé
la proporcion de semillas viables dividiendo el nimero de semillas viables por el
namero total de semillas

Luego, fotografié las semillas y las conté en el programa ImageJ Software®. Estimé la
reproduccion de los cardos como la proporcion de semillas viables en una

inflorescencia:

No. semillas viables

roporcion de semillas viables =
prop No. semillas viables + No. semillas no viables

Para comparar la reproduccién de los cardos en sus cuatro condiciones ‘sin
hormigas’ (i.e., “sin pulgones y sin curculionidos”, “con pulgones y sin curculionidos”,
“sin pulgones y con curculidénidos”, y “con pulgones y con curculiénidos”), use un
GLM. Como los datos estaban sobre-dispersos, utilicé una distribucion de error
cuasibinomial (link: logit) (Zuur et al. 2009). Como prueba post-hoc, usé la prueba de
Tukey HSD. Ademas, examiné si hay interaccién entre el efecto de pulgones y
curculionidos sobre la proporcion de semillas viables del cardo. Para examinar las

relaciones entre la abundancia de las hormigas vs. la reproduccion de los cardos o vs. la

abundancia de pulgones (o curculiénidos), utilicé pruebas de correlacién (prueba de
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correlacion de Pearson; Puth et al. 2014). Los analisis los hice en R (R Core Team

2015).

Experimentos de laboratorio: agresividad de las hormigas hacia los depredadores de
pulgones y curculionidos

Utilicé los datos del CapITuLO 2 de agresividad de las especies de hormigas hacia los
depredadores de pulgones. Y los complementé con nuevos datos de agresividad de las
hormigas hacia el curculiénido R. conicus.

Para realizar los enfrentamientos entre hormigas y R. conicus, segui el método
de la seccion Agresividad de las hormigas frente a los depredadores de pulgones del
CAPITULO 2. Junté hormigas (~200 hormigas por especie) y curculionidos (R. conicus,
N = 85) en una zona de estepa con cardos adyacente al sitio de muestreo. Colecté
unicamente hormigas y curculionidos que se encontraban sobre cardos. Para tener en
cuenta la variacion intra-especifica de la agresividad de las hormigas, colecté hormigas
sobre cardos distanciados al menos a 30 m (5-8 cardos por especie de hormiga; para
mas detalles ver la seccion Agresividad de las hormigas frente a los depredadores de
pulgones del CAPITULO 2). A las hormigas las mantuve en condiciones controladas de
laboratorio, siguiendo la misma metodologia descripta en el CAPiTULO 2. A los
curculiénidos los alojé en recipientes de plasticos (10 x 8 x 5 cm) donde tenian agua ad
libitum (algoddn humedecido). A los curculionidos los alimenté con una hoja de cardo
cada 5 dias. Los enfrentamientos entre hormigas y curculionidos los hice en una ‘“arena
de combate” (ver detalles de la arena de combate en el CAPITULO 2). El nimero de
enfrentamientos entre las especies de hormigas y los curculiénidos vario entre 26 y 31
(dependiendo de la especie de hormiga). Cada confrontacion entre hormigas y

curculionidos duré 4 min: tras un tiempo de habituacion de 1 min, quité el tabique y
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grabé la confrontacion durante los 3 min restantes (video con 20x ampliacion). Para
caracterizar la eficiencia del ataque de las hormigas hacia a los curculiénidos, medi el
tiempo hasta el primer contacto entre ambos insectos (en adelante, tiempo de
encuentro). Identifiqué seis comportamientos de las hormigas: i) ‘huida’; ii)
‘antenacion’; iii) ‘amenaza’; iv) ‘mordida corta’; v) ‘mordida; vi) ‘flexion del abdomen’
(Apéndice, Video A3.1; para mas detalles de los comportamientos ver el CAPITULO 2).
Puntué la agresividad de las hormigas con el indice de agresividad descrito en el
CAPITULO 2.

Para comparar los indices de agresividad de las especies de hormigas, utilicé un
ANOVA de dos vias (funcion Anova del paquete de R ‘car’; Fox et al. 2012) con las
especies de hormigas (niveles: D. tener, C. distinguendus, y D. richteri) y el tipo de
contrincante (niveles: depredadores de pulgones o curculionidos) como variables
explicativas. En el nivel “depredadores de pulgones”, agrupé las confrontaciones de las
hormigas contra las mariquitas y larvas de sirfidos. Para cumplir con los supuestos de
normalidad, hice una transformacion logaritmica del indice de agresividad. Para
comparar el tiempo de encuentro de las especies de hormigas frente a los curculiénidos
o depredadores de pulgones, utilicé un GLM. Como prueba post-hoc usé la prueba de

Tukey HSD. Los andlisis los hice en R.

Experimentos de campo: efectos de las hormigas mas agresivas sobre los depredadores
de pulgones, curculiénidos, y la proporcion de semillas viables del cardo

Para examinar i) si las hormigas son capaces de expulsar a los curculionidos de los
cardos en igual medida que a los depredadores de pulgones v ii) si la exclusion de las
hormigas de los cardos afecta la proporcion de semillas viables del cardo, realicé

experimentos a campo con la especie de hormigas mas agresiva (D. tener). Seleccioné
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cardos (N = 30) naturalmente infestados con B. cardui y patrullados por D. tener. Los
cardos que seleccioné eran de tamafio similar, mismo estadio fenologico, y se
encontraban muy cerca unos de otros, por lo que es justo asumir que compartian mismas
condiciones ambientales y del suelo. En cada planta seleccioné dos tallos similares.
Exclui las hormigas en un tallo (tratamiento de exclusién de hormigas) y deje las
hormigas sin perturbar en el otro tallo (tratamiento control). Las hormigas las exclui
siguiendo la metodologia descripta en el CAPITULO 2. Para comprobar si las hormigas
son capaces de expulsar a los curculionidos de los cardos, seleccioné un grupo de
pulgones en cada tallo y pinté con un marcador permanente un punto de referencia a 2
cm de distancia de dicho grupo. A continuacion, utilizando pinzas suaves coloqué en el
punto de referencia un curculionido (Apéndice, Video A3.2). Cada experimento durd 5
minutos. Consideré la “expulsion exitosa” cuando la interaccion entre hormigas y
curculionido provoco la caida o huida del curculionido de la planta. Consideré la
“expulsion no exitosa” cuando el curculionido permanecié en la planta durante todo el
ensayo (Apéndice, Video A3.2). Para saber si las hormigas expulsan curculiénidos en
mayor medida que a los depredadores de pulgones, comparé las probabilidades de
expulsién de los curculionidos con las probabilidades de expulsion de los depredadores
de pulgones calculadas en el CAPITULO 2.

Para probar si la exclusién de las hormigas impacta sobre la proporcion de
semillas viables del cardo, seleccioné cardos infestados naturalmente por B. cardui y
patrullados por D. tener (N = 20) y en cada planta seleccioné dos tallos similares y
exclui las hormigas en uno de ellos y dejé el otro de control. Dos meses mas tarde,
colecté 1-2 inflorescencias por tallo y determiné la proporcion de semillas viables [No.
de semillas viables/(No. semillas viables + No. semillas no viables)]. También estimé la

densidad de pulgones (individuos/cm2) en cada tallo. Para estimar la densidad de
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pulgones, seleccioné al azar un grupo de pulgones en cada tallo y conté los pulgones
con fotos procesadas en ImageJ Software®. Estimé ademas el area ocupada por el
grupo de pulgones. Con estos datos estimé la densidad de pulgones (tres muestreos cada
15 dias a partir de la exclusion de hormigas) y luego promedié las densidades. Para
analizar si las hormigas expulsan a los curculionidos de los tallos, usé regresiones
logisticas (GLM, distribucion de error: binomial). Para probar el efecto del tratamiento
de exclusion de hormigas sobre la proporcién de semillas viables, usé un GLM
(distribucion de error: cuasibinomial). Para examinar el efecto del tratamiento de
exclusion de hormigas sobre la densidad de pulgones, usé un GLM (distribucion de
error: binomial negativa). Los analisis los hice en R. Comprobé que los modelos

empleados cumpliesen con los supuestos de normalidad y homocedasticidad.

Efectos indirectos de las hormigas sobre la reproduccion del cardo

Para examinar las hipdtesis de "Resistencia bidtica indirecta” y "Facilitacion bidtica
indirecta” (Fig. 3.1), realicé andlisis de vias basados en modelos de ecuaciones
estructurales (Grace 2006). Basandome en mi conocimiento del sistema de estudio y en
los resultados de otros estudios sobre hormigas y pulgones, propuse un modelo a priori
con las relaciones esperadas entre las variables bidticas: hormigas (variable raiz),
depredadores de pulgones, pulgones, curculionidos, y proporcion de semillas viables
(Fig. 3.7a; Apendice, Fig. A3.1). Para examinar si el modelo a priori se ajusta a mis
datos, utilicé el estadistico chi-cuadrado y2 y el indice de correccion comparativa CFI,
ambos propuestos por Grace (2006) (y32: un valor P < 0.05 indica un desajuste entre el
modelo y los datos; CFIl: CFI ~ 1 indica un buen ajuste del modelo y CFI ~ 0 indica que
no hay ajuste del modelo). Los coeficientes del analisis de vias los obtuve mediante la

técnica de estimacion de méxima verosimilitud (Grace 2006). Estos coeficientes son
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equivalentes a los coeficientes de regresion parcial estandarizados y se interpretan como
efectos relativos de una variable sobre otra (Grace 2006). La variable "depredadores de
pulgones” son los datos agrupados de la abundancia de mariquitas adultas y de larvas de
sirfido. Las abundancias de los depredadores de pulgones las determine en seis
muestreos sobre los cardos (N = 215) durante tres meses. Las variables "hormigas" y
"pulgones” corresponden a la abundancia media de hormigas y pulgones en doce
muestreos de los mismos cardos. La variable "pulgones” corresponde a la abundancia
del pulgén B. cardui y "curculionidos™ a la abundancia de adultos de R. conicus en las
inflorescencias del cardo (N= 2-3 inflorescencias por cardo). EI modelo de vias me
permite examinar las vias directas e indirectas que conectan a las hormigas (D. tener, C.
distinguendus, o D. richteri) y la reproduccion del cardo. Para estimar la reproduccién
del cardo use la proporcion de semillas viables. En el modelo de vias, la "Resistencia
biotica indirecta” es la via que une a las hormigas, depredadores de pulgones, pulgones,
y la reproduccidn del cardo (Fig. 3.7a, rama superior). Y la "Facilitacion bidtica
indirecta” es la via que une a las hormigas, el curculiénido R. conicus, y la reproduccion
del cardo (Fig. 3.7a, rama inferior). Construi los andlisis de vias y examiné su bondad

de ajuste con los paquetes lavaan y AlICcmodavg en R (Mazerolle 2013; Rosseel 2012).

RESULTADOS

Describiendo el patrdn: relacion entre la presencia de pulgones, curculionidos, y
hormigas, y la reproduccion del cardo

El pulgdn B. cardui estuvo en el 69% de los cardos muestreados con una abundancia de
70.7 £ 6.6 pulgones por planta (media = EE). El curculionido R. conicus estuvo en el
36% de las inflorescencias con una abundancia de 1.4 + 0.24 curculionidos por

inflorescencia (media = EE). Los cardos con pulgones o con curculionidos (i.e.,
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condiciones ‘con pulgones y sin curculionidos’ y ‘sin pulgones y con curculidonidos’)
mostraron respectivamente una reduccion de 19.8% y 28.4% en la proporcion de
semillas viables respecto a los cardos sin éstos herbivoros (GLM, ‘con pulgones y sin
curculidénidos’: LRy 2=18.48, gl = 1, P < 0.001, ‘sin pulgones y con curculiénidos’:
LRy?2=15.03, gl =1, P <0.001; Fig. 3.4a). Los cardos con pulgones y curculiénidos
(i.e., condicion ‘con pulgones y con curculionidos’) mostraron una reduccion de 49.4%
en la proporcién de semillas viables respecto a los cardos sin estos herbivoros (GLM,
‘con pulgones y con curculionidos’: LR y 2 = 14.28, gl = 1, P < 0.001; Fig. 3.4a). No
hubo interaccion entre el efecto de pulgones y curculiénidos sobre la proporcion de
semillas viables del cardo (GLM, ‘con pulgones y sin curculionidos’*“sin pulgones y
con curculiénidos’: LRy 2 =2.44, gl = 1, P = 0.12). Las hormigas estuvieron presentes
en el 62% de los cardos muestreados, en particular, D. tener en el 33%, C.
distinguendus en el 16%, y D. richteri en el 13%. La abundancia promedio de hormigas
en los doce muestreos (media + SE) fue de 16 + 2 para D. tener, 5 + 2 para C.
distinguendus, y 3 + 1 para D. richteri. La abundancia de D. tener se correlaciono
negativamente con la proporcion de semillas viables del cardo (prueba de correlacion, r
=-0.45,t=-4.21, gl =73, P <0.001; Fig. 3.4b). Las abundancias de C. distinguendus y
D. richteri no se correlacionaron con la proporcién de semillas viables del cardo. La
abundancia de D. tener se correlaciond positivamente con la abundancia de pulgones
sobre los cardos (prueba de correlacion, r =0.72,t = 8.66, gl = 73, P < 0.001), mientras
que las abundancias de C. distinguendus y D. richter no se correlacionaron con la
abundancia de pulgones (Fig. 3.4c). Ninguna de las especies de hormigas mostro
correlacion entre sus abundancias y la abundancia de curculionidos en las
inflorescencias (prueba de correlacién, D. tener: P = 0.06, C. distinguendus: P = 0.47,

D. richteri: P = 0.49; Fig. 3.4d).
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FiG. 3.4 Describiendo el patron en el campo. a) Comparacion de la proporcion de
semillas viables del cardo invasor Carduus thoermeri en diferentes condiciones
naturales de carga de herbivora: 1) “sin pulgones y sin curculiénidos” (N = 12), ii) “con
pulgones y sin curculiénidos” (N = 15), iii) “sin pulgones y con curculionidos” (N =
16), y iv) “con pulgones y con curculionidos” (N = 18). En todas las condiciones el
pulgdn es Brachycaudus cardui y el curculionido Rhinocyllus conicus. Para aislar el
efecto de estos dos herbivoros sobre las semillas, consideré solo los cardos libres de
hormigas. Los grupos que comparten letra mindscula no son significativamente
diferentes (prueba de Tukey HSD siguiendo al GLM). b) Correlacion entre las
abundancias de las especies de hormigas ordefiadoras de pulgones y la proporcion de
semillas viables del cardo: rojo = Dorymyrmex tener, negro = Camponotus
distinguendus, y gris = D. richteri. Los puntos son plantas. Solo muestro la sombra de
error (95% Cl, siguiendo GLM) si la correlacion es significativa (prueba de Pearson;
*** P <0.001, n. s. = no significativo). El nimero promedio de hormigas es la
abundancia promedio de hormigas en doce muestreos. c) Correlaciones entre las
abundancias de las especies de hormigas y el nimero promedio de pulgones sobre los
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cardos (promedio de la abundancia de pulgones en doce muestreos). Los analisis son
iguales a los de b). d) Correlaciones entre las abundancias de las especies de hormigas y
el nimero de curculionidos en la inflorescencia del cardo. Los analisis son iguales a los
de b)

Experimentos de laboratorio: agresividad de las hormigas hacia los depredadores de
pulgones y curculionidos

Las hormigas mostraron distinta agresividad, la cual dependié de la especie de hormiga
y del tipo de enemigo (GLM, especie de hormiga: LRy ? = 466.69, gl = 2, P < 0.001;
tipo de enemigo: LRy %2=6,92, gl = 1, P = 0.008). La hormiga D. tener fue la méas
agresiva tanto contra los depredadores de pulgones como contra el curculionido R.
conicus (Fig. 3.5). La hormiga C. distinguendus mostré niveles intermedios de
agresividad, y D. richteri fue la menos agresiva (Fig. 3.5). Ademas, D. tener mostr6 una
mayor agresividad contra los depredadores de pulgones que contra el curculionido R.
conicus (GLM, tipo de enemigo: LRy %=6,92, gl = 1, P = 0.008; Fig. 3.5). La hormiga
D. tener exhibié mayormente comportamientos agresivos (‘amenaza’, 'mordida corta' y
'mordida larga') contra los enemigos de pulgones; mientras que exhibié mayormente
comportamientos pasivos (‘antenacion') contra el curculiénido R. conicus (Apéndice,
Fig. A3.2a,b). Las hormigas C. distinguendus y D. richteri mostraron mayormente
comportamientos pasivos (‘antenacion') y evasivos (‘huida’) tanto hacia los depredadores
de pulgones como hacia el curculionido R. conicus (Apéndice, Fig. A3.2a,b). Las
especies de hormigas difirieron en el tiempo de encuentro con los depredadores de
pulgones (GLM, LRy 2=70.3, gl = 2, P <0.001) y el curculiénido R. conicus (GLM,
LRy 2=81.99, gl = 2, P <0.001); siendo D. tener la especie mas rapida en contactar a

los depredadores de pulgones y al curculiénido R. conicus (Apéndice, Fig. A3.2c,d).
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FiG. 3.5 Experimentos de laboratorio: agresividad de las especies de hormigas
ordefiadoras de pulgones hacia los depredadores naturales de pulgones y hacia los
curculionidos. Comparacién de los indices de agresividad de las especies de hormigas
ordefnadoras (Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, y D. richteri) en
enfrentamientos contra depredadores de pulgones (se muestran los datos reunidos de
cuatro especies de mariquitas y dos especies de sirfidos; ver Capitulo 1) y contra
curculionidos de cardos (Rhinocyllus conicus). El indice de agresividad adopta valores
desde +3 (comportamiento agresivo) a -1 (comportamiento evasivo). Rango de tamafio
de la muestra para las especies de hormigas y para cada enemigo: 26 a 31 ensayos. Las
letras mindsculas representan diferencias significativas entre todos los grupos y las
letras mayusculas entre las especies de hormigas (prueba Tukey HSD siguiendo
ANOVA de dos vias)

Experimentos de campo: efectos de las hormigas mas agresivas sobre los depredadores
de pulgones, curculiénidos, y la proporcion de semillas viables del cardo
Al adicionar depredadores de pulgones o curculiénidos a los tallos sin hormigas (i.e.,

tratamiento exclusién de hormigas), estos permanecieron sobre la planta durante todo el

ensayo. En los tallos con hormigas (D. tener), los depredadores de pulgones fueron
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expulsados por las hormigas y la probabilidad de expulsion aumenté con la abundancia
de hormigas sobre el tallo (GLM, z = 7.16, P < 0.001) (Fig. 3.6a). Una probabilidad de
expulsion de los depredadores del 80% se alcanzd cuando hubo ~20 hormigas sobre el

tallo. Los curculionidos no fueron expulsados al adicionarlos a los tallos con hormigas

(GLM, z = 1.29, P = 0.20) (Fig. 3.6a).

Luego de dos meses de exclusion de hormigas (D. tener) de los tallos, la
proporcion de semillas viables aument6 un 29% respecto a los tallos con hormigas
(GLM, LRy 2=5.72, gl = 1, P = 0.02; Fig. 3.6b panel inferior). Ademas, en los tallos
con exclusion de hormigas disminuyo la densidad de pulgones en un 26% respecto a los

tallos con hormigas (GLM, LRy 2 =5.43, gl = 1, P = 0.02; Fig. 3.6b panel superior).
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FiG. 3.6 Experimentos de campo: efecto de la especie de hormiga ordefiadora méas
agresiva (Dorymyrmex tener) sobre los depredadores de pulgones, curculionidos, y la
proporcidn de semillas viables del cardo. a) Relacion entre la abundancia de D. tener y
la probabilidad de expulsion de los depredadores de pulgones (datos agrupados de
cuatro especies de mariquitas y dos especies de sirfidos; linea continua; N = 191) y la
probabilidad de expulsion de los curculionidos (Rhinocyllus conicus; linea discontinua;
N = 30). *** P < 0.001, n. s. = no significativo (siguiendo regresiones logisticas). Ni los
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depredadores pulgones ni los curculionidos se cayeron (o volaron) deliberadamente
cuando se colocaron en los tallos con exclusion de hormigas (N = 10-19 ensayos por
cada especie; datos no graficados). b) Efecto de la exclusion de D. tener sobre la
densidad de pulgones (panel inferior) y la proporcion de semillas viables del cardo
(panel superior). Los tratamientos de exclusion de hormigas (cajas rayadas) y de control
(cajas solidas) se hicieron en diferentes tallos de un mismo cardo (N = 20). La densidad
media de pulgones (nimero de individuos /cm?) es el valor medio de tres muestreos.
* P <0.05, *** P <0.001 (siguiendo GLM)

Efectos indirectos de las hormigas sobre la reproduccion del cardo

El modelo a priori (Fig. 3.7a; Apéndice, Fig. S3) se ajustd a los datos, como indican las
pruebas de bondad de ajuste empleadas (2 = 24.66, P =0.16, df = 4; CFI = 0.87). El
andlisis de vias apoyo la hipdtesis de "Resistencia bidtica indirecta" para la hormiga D.
tener (Fig. 3.7b). Eso se sustenta en que (1) la abundancia de D. tener se asocid
negativamente con la abundancia de depredadores de pulgones (Andlisis de vias, P <
0.001, R? =0,12), (2) la abundancia de depredadores de pulgones se asocio
negativamente con la abundancia de pulgones (Analisis de vias, P = 0.001, R? = 0.08),
(3) la abundancia de pulgones se asoci6 negativamente con la proporcion de semillas
viables del cardo (Andlisis de vias, P < 0.001, R2 = 0.35), y (4) la abundancia de D.
tener se asoci6 negativa e indirectamente con la proporcion de semillas viables del
cardo (Andlisis de vias, P = 0.02; Fig. 3.7b). La via de la "Facilitacion biotica indirecta”
no fue apoyada; asi, no hubo asociacién entre la abundancia de D. tener y el
curculiénido R. conicus (Analisis de vias, P = 0.20) y no hubo asociacion indirecta entre
las hormigas y la proporcion de semillas viables del cardo (Analisis de vias, P = 0.23;
Fig. 3.7b). Los analisis de vias para las hormigas C. distinguendus o D. richteri no
apoyaron la via de la "Resistencia biotica indirecta” ni la via de la "Facilitacion biotica

indirecta” (Apéndice, Fig. A3.3). Para mas resultados del Anélisis de vias, ver Tabla

A3.1 en Apendice.
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FiG. 3.7 Vias directas e indirectas entre las hormigas ordefiadoras de pulgones y la
adecuacion del cardo (Carduus thoermeri). a) Modelo hipotético: a = relacién entre las
hormigas ordefiadoras de pulgones y los depredadores de pulgones (mariquitas y larvas
de sirfido), b = relacién entre los depredadores de pulgones y la poblacion del pulgén
Brachycaudus cardui, ¢ = relacion entre el pulgon B. cardui y la adecuacion de C.
thoermeri, d = relacion entre las hormigas ordefiadoras y el curculiénido Rhinocyllus
conicus, e = relacion entre el curculiénido R. conicus y la adecuacion de C. thoermeri, f
y g = relacién entre el pulgdn B. cardui y el curculionido R. conicus. La rama superior
(a—b—c) es la via indirecta que incluye la relacion entre las hormigas y cardos por medio
del pulgdn B. cardui (“Resistencia bidtica indirecta”). La rama inferior (d—e)
corresponde a la via indirecta que incluye la relacion entre las hormigas y cardos por
medio del curculidnido R. conicus (“Facilitacion bidtica indirecta”). b) Resultado del
analisis de vias para la especie de hormiga ordefiadora més agresiva y abundante del
ensamble (Dorymyrmex tener). Los depredadores de los pulgones corresponden a datos
agrupados de especies de mariquitas y larvas de sirfidos. Las flechas negras representan
vias significativas (P < 0.05) mientras que las flechas grises son vias no significativas.
La magnitud corresponde a los coeficientes estandarizados (siguiendo el anélisis de vias
basados en ecuaciones estructurales)
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DISCUSION
Los efectos bidticos indirectos son importantes en la estructuraciéon y dinamica de las
comunidades ecoldgicas (Strauss 1991; Strauss e Irwin 2004; Ohgushi 2005, 2008;
Schmitz 2008). Asi, los efectos bioticos indirectos podrian cumplir un papel relevante
en las invasiones bioldgicas (White et al. 2006; Ricciardi et al. 2013). En este capitulo
evidencié que las hormigas ordefiadoras pueden reducir indirectamente la reproduccién
de un cardo exatico al proteger a los pulgones de sus depredadores naturales y, por lo
tanto, aumentar la infestacion —y el dafio— que los pulgones provocan en la adecuacion
de las plantas. La proporcion de semillas viables de los cardos con la hormiga D. tener
se redujo en un 40% respecto a las plantas sin hormigas. La hormiga D. tener fue la
especie mas agresiva frente a los depredadores de pulgones y curculiénidos y ademas
fue la més abundante y frecuente sobre las plantas. La proporcion de semillas viables de
los cardos con las hormigas C. distinguendus o D. richteri no cambio respecto a las
plantas sin hormigas. Las hormigas C. distinguendus y D. richteri fueron menos
agresivas, abundantes, y frecuentes que D. tener. Al excluir a D. tener de los cardos, la
proporcion de semillas viables se recuperé a los valores de los cardos sin hormigas. El
analisis de vias apoy0 la hipdtesis de la “Resistencia bidtica indirecta”, pero solo para
las plantas con la hormiga D. tener. Esto ultimo sugiere que las hormigas ordefiadoras
agresivas y abundantes, pueden potenciar la resistencia biética al aumentar la
infestacion de pulgones y disminuir indirectamente la adecuacion de las plantas.
Colectivamente, mis resultados destacan la importancia de los efectos bidticos
indirectos en las invasiones bioldgicas.

Esta bien documentado que las hormigas nativas pueden afectar directamente la
adecuacion de las especies exoticas (Jensen & Six 2006; Farji-Brener & Ghermandi

2008; Alba-Lynn & Henk 2010; Masciocchi et al. 2010). Pero las hormigas tambiéen
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pueden afectar a las especies por vias indirectas (e.g., ‘colapso invasivo’: O'Dowd et al.
2003; Green et al. 2011). En este capitulo evidencié que una especie de hormiga
ordefiadora (D. tener) afecta indirectamente la adecuacion de una planta exotica al
incrementar la abundancia de pulgones y, por tanto, aumentar el dafio causado por estos
herbivoros. Esta via indirecta, que denominé "Resistencia biotica indirecta™, fue
apoyada solo por la especie de hormiga ordefiadora mas agresiva y abundante del
ensamble, D. tener. En el CAPITULO 2 evidencié que esta especie de hormiga es
particularmente agresiva contra mariquitas y larvas de sirfido, y la expulsion de estos
enemigos de pulgones de los cardos incrementa la abundancia de pulgones. En
consecuencia, la proteccion proveida por D. tener incrementa la tasa de crecimiento
poblacional de los pulgones (ver CAPiTULO 2), lo que aumenta el dafio de los pulgones
hacia la planta hospedera disminuyendo su adecuacion. En un estudio anterior en el
mismo sistema (Chalcoff et al. 2019), se sugirio que la hormiga D. tener no afecta
indirectamente la adecuacién del cardo y que, en cambio, es el efecto directo de los
pulgones lo que explica el descenso en la adecuacion del cardo. Aqui, mediante el
empleo de analisis de vias y la incorporacion de otras variables no medidas en el estudio
de Chalcoff et al. (2019) (e.g., cantidad de hormigas sobre las plantas y cantidad de
curculionidos en las inflorescencias) pude evidenciar que D. tener afecta indirectamente
la adecuacion de las plantas al favorecer a las poblaciones de pulgones. Esto pone en
evidencia que para predecir la adecuacion e impacto de las especies invasoras es
necesario considerar la mayor cantidad de variables del sistema, por lo que no es
aconsejable considerar redes de interacciones sencillas en sistemas que por lo general
son multi-especificos.

Aparte de la presencia de hormigas ordefiadoras, otros factores también pueden

ser claves para explicar el descenso en la reproduccion del cardo. La abundancia de D.
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tener se asocio negativamente a la proporcion de semillas viables, pero el nivel de
correlacion no fue alto (correlacion de Pearson = 0.47; ver dispersion de puntos para D.
tener en Fig. 3.4b). El analisis de vias indico que, para la reproduccion del cardo, la
bondad de ajuste fue R? = 0.35 (35%) (Fig. 3.7b), indicando que hay un 65% de la
variabilidad de la reproduccion del cardo que no es explicada por los efectos de las
hormigas, pulgones, y curculionidos. Factores ambientales como los nutrientes en el
suelo, temperatura, precipitacion, radiacion solar, y el viento, pueden afectar la
reproduccion de las plantas (e.g., Nobel 1981; Farji-Brener & Ghermandi 2008; Moles
et al. 2014). Para controlar las variables ambientales mencionadas, procuré seleccionar
plantas creciendo cerca entre si, pero incluso a una escala espacial pequefia puede haber
variabilidad de estos factores ambientales. Por ejemplo, puede haber diferencia en las
variables ambientales entre los individuos del borde contra las del interior del parche de
cardos. Tanto la competencia intra e interespecifica puede afectar la reproduccion de las
plantas (Weiner 1998). Como seleccioneé plantas que crecian cerca una de otra, tal vez
fomenté una mayor competencia intraespecifica entre los cardos. Los cardos ademas se
encontraban intercalados entre otras especies vegetales de pequefio tamafio, como
Quinchamalium chilense, Anemone multifida, Acaena caespitosa, Senecio filaginoides,
y Phacelia secunda. La mayor competencia entre cardos —o de los cardos con otras
plantas de la estepa— podria explicar parte de la variabilidad no explicada que encontré
al relacionar la reproduccion de las plantas a la presencia y abundancia de hormigas
ordefiadoras.

Las hormigas ordefiadoras también pueden afectar indirectamente las plantas
hospederas al reducir la abundancia de herbivoros no-pulgon vy, por tanto, disminuir los
dafos causados por estos herbivoros (Rosumek et al. 2009; Zhang et al. 2012). Si esta

via ocurre en plantas exdticas infestadas de pulgones, las hormigas ordefiadoras podrian
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potenciar la invasion de dichas plantas. Denominé a dicha via "Facilitacion bidtica
indirecta” y no fue apoyada en mi sistema de estudio. No encontré asociacion entre la
abundancia de las hormigas y la abundancia del curculionido R. conicus en las
inflorescencias de cardo. Ademas, la especie de hormiga mas agresiva D. tener no
expulsé a R. conicus de las plantas en los experimentos en los que adicioné
curculionidos. El hecho de que D. tener no lograra expulsar a los curculionidos de las
plantas podria explicarse por diferencias de tamarfio entre estos dos insectos (R. conicus
es ~3 veces mas grande que la hormiga D. tener) y/o por la fuerte esclerotizacion del
cuerpo de los curculionidos, que los podria hacer resistentes a las mordeduras de las
hormigas (Byk & Del-Claro 2010; Alves-Silva et al. 2015).

La “Resistencia bidtica indirecta” que proveen las hormigas ordefiadoras podria
ser importante a la hora de tomar decisiones de manejo sobre las plantas invasoras. El
manejo de las especies invasoras se basa a menudo en la introduccién de nuevos
elementos en la comunidad invadida, como los agentes de control biol6gico. Estos
agentes de biocontrol son efectivos para el manejo de muchas especies exoticas, pero
también pueden tener efectos no deseados sobre otras especies e impactar
negativamente sobre los sistemas naturales nativos (e.g., Louda et al. 2003; Rand &
Louda 2004). Una estrategia de gestién mas sustentable es manipular los elementos y/o
interacciones ya presentes en la comunidad invadida. Los resultados de mi trabajo
sugieren que el fomento de la interaccion entre hormigas y pulgones podria ser usado
para controlar plantas exoticas problematicas, como el cardo C. thoermeri. En la
Patagonia, esta estrategia parece muy prometedora ya que (1) la hormiga agresiva D.
tener es la especie més abundante en el ensamble de hormigas nativo (Farji-Brener et al.
2002), (2) D. tener es particularmente propensa a visitar cardos infestados de pulgones

(Lescano & Farji-Brener 2011; ver Tabla 2.1 en CAPITULO 2), (3) D. tener protege a los
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pulgones del cardo sin afectar al agente de biocontrol del cardo R. conicus, y (4) D.
tener afecta negativamente la reproduccion de los cardos. Aun asi, resta por conocerse
si el efecto de las hormigas ordefiadoras sobre la reproduccion de los cardos se traduce
en un impacto real a nivel de la poblacion de esta planta exdtica (tema que trato en
detalle en el CAPITULO 4). Entonces, para tomar decisiones de manejo que sean eficaces
en el control de especies invasoras y sustentables con el medio ambiente, es importante
investigar las interacciones entre especies exoticas y nativas en la comunidad invadida.
En este capitulo, evidencié que las hormigas ordefiadoras pueden afectar
indirectamente la reproduccion de las plantas exdticas a través del cuidado de los
pulgones. Pero es importante destacar que este efecto no fue consistente para todo el
gremio de hormigas ordefiadoras y solo las hormigas agresivas y abundantes
proporcionaron “Resistencia bidtica indirecta”. Mis resultados ponen en evidencia que
los efectos indirectos pueden potenciar mecanismos clasicos usados para explicar la
invasion de especies, como es el caso de la Resistencia bidtica (Elton 1958). Entender
estos efectos indirectos que ejerce la biota local sobre las nuevas especies que arriban a
la comunidad mejorara nuestra capacidad para predecir los posibles impactos de las
especies invasoras y nos ayudara a disefiar estrategias de manejo que nos permitan

mitigar el avance de las especies exaticas.
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FiG. A3.2 Confrontacion de a pares entre hormigas ordefiadoras de pulgones contra
depredadores de pulgones o curculiénidos. Frecuencia relativa de los comportamientos
de las hormigas contra a) depredadores de pulgones (datos agrupados: 4 especies de
mariquitas + 2 especies de sirfidos) y contra b) curculiénidos de cardos (Rhinocyllus
conicus); en los ejes x de a) y b) los comportamientos de las hormigas aumentan su
agresividad de izquierda a derecha. Tiempo de encuentro de las especies de hormigas
ordefiadoras con c) los depredadores de pulgones y d) los curculionidos. En ¢) y d) las
barras y bigotes representan la media mas un error estandar. Letras minusculas
diferentes indican diferencias significativas. D. tener = Dorymyrmex tener (rojo); C.
dist. = Camponotus distinguendus (negro); D. richt. = D. richteri (gris)
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FiG. A3.3 Vias directas e indirectas entre las especies de hormigas ordefiadoras menos
agresivas y la reproduccion del cardo. El andlisis de vias muestra los resultados para la
hormiga ordefiadora a) Camponotus distinguendus o b) Dorymyrmex richteri.
Camponotus distinguendus y D. richteri son especies con baja y nula agresividad hacia
los depredadores de los pulgones y los curculionidos de cardos. Los depredadores de
pulgones corresponden a los datos agrupados de cuatro especies de mariquitas
(individuos adultos) y las larvas de dos especies de sirfidos. Las flechas negras son vias
significativas (P < 0,05, siguiendo el Analisis de vias) y las flechas grises no son
significativas. La magnitud representa los coeficientes estandarizados del Analisis de
vias. Los Analisis de vias se basan en modelos de ecuaciones estructurales (SEM)

120



CAPITULO 3 — FOCO EN LA PLANTA EXOTICA

TABLA A3.1 Resultados detallados de los anélisis de vias usados para examinar las
relaciones entre las abundancias de hormigas ordefiadoras (Dorymyrmex tener,
Camponotus distinguendus, y D. richteri), depredadores de pulgones (cuatro especies
de mariquitas y dos especies de sirfidos), pulgones (Brachycaudus cardui), y
curculionidos (Rhinocyllus conicus), y la proporcion de semillas viables del cardo
(Carduus thoermeri). Los valores P significativos se muestran en negrita. Las letras
minusculas entre paréntesis corresponden a las vias de la Fig. 3.7a. Coef. = coeficientes
estandarizados del Analisis de vias

Coef. P R2

Dorymyrmex tener
Vias directas

No. hormigas - No. pred. pulgones (a) -0.3  <0.001 0.12
No. pred. pulgones + -0.3  0.001
No. curculiénidos = No. pulgones (b + g) 0.02 0.84 0.08
No. hormigas + 0.1 0.20
No. pulgones = No. curculiénidos (d + f) 0.03 0.82 0.02
No. pulgones + -05 <0.001
No. curculiénidos > Prop. sem. viables (c + €) -0.3  <0.001 0.35
Vias indirectas
No. hormigas (= No. pred. pulgones = No. pulgones) = Prop. sem. -0.05 0.02
viables (a, b, ¢) ' '
No. hormigas (= No. curculiénidos) = Prop. sem. viables (d, €) -0.03  0.23
Camponotus distinguendus
Vias directas
No. hormigas = No. pred. pulgones (a) -0.2 0.07 0.04
No. pred. pulgones + -0.3  0.003
No. curculiénidos = No. pulgones (b + g) 0.09 0.36  0.09
No. hormigas + 0.2 0.07
No. pulgones = No. curculiénidos (d + f) 0.07 0.34 0.04
No. pulgones + -04  <0.001
No. curculiénidos = Prop. sem. viables (c + €) -04 <0.001 0.32
Vias indirectas
No. hormigas (= No. pred. pulgones > No. pulgones) = Prop. sem.
viables (a, b, ) 002014
No. hormigas (= No. curculiénidos) = Prop. sem. viables (d, €) 0.07 0.12
D. richteri
Vias directas
No. hormigas = No. pred. pulgones (a) -0.2 0.07 0.05
No. pred. pulgones + -0.3 0.02
No. curculiénidos = No. pulgones (b + g) 0.2 0.15 0.06
No. hormigas + -0.2 0.10
No. pulgones = No. curculiénidos (d + f) 0.2 0.19 0.03
No. pulgones + -0.5 <0.001
No. curculiénidos = Prop. sem. viables (¢ + €) -0.3 0.001 0.33
Vias indirectas
No. hormigas (= No. pred. pulgones > No. pulgones) = Prop. sem. 002 014
viables (a, b, ¢) e '
No. hormigas (= No. curculidnidos) = Prop. sem. viables (d, €) 0.05 0.13
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VIDEO A3.1 Comportamientos que use para calcular los indices de agresividad de las
hormigas ordefiadoras en las confrontaciones con curculiénidos (Rhinocyllus conicus)
(comportamientos: ‘huida’, ‘antenacion’, ‘amenaza’, ‘mordeduras cortas’, ‘mordeduras

largas’, y ‘flexion del abdomen’). Link al Video A3.1

VIDEO A3.2 Experimento a campo en el que evalué la probabilidad de que D. tener

expulse de las plantas al curculionido Rhinocyllus conicus. Link al Video A3.2
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RESUMEN

Para controlar la invasion de especies, es clave identificar los factores que disminuyen
el crecimiento poblacional de las especies exdticas. Las hormigas ordefiadoras pueden
disminuir la reproduccién de las plantas exoticas al incrementar la abundancia y dafio de
los pulgones. Se desconoce si este efecto indirecto de las hormigas se traduce en una
disminucion del crecimiento poblacional de las plantas exdticas. Estudié un ensamble
de hormigas ordefiadoras nativas (Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, y D.
richteri) que visitan al cardo exdtico Carduus thoermeri. Las hormigas consumen la
melaza de los pulgones del cardos y las hormigas protegen a los pulgones de sus
depredadores naturales. Los cardos son ademas atacados por Rhinocyllus conicus, que
es un controlador bioldgico exdtico. Para cuantificar y comparar el efecto de las
hormigas y curculiénidos sobre el crecimiento poblacional (1) del cardo, usé modelos
de proyeccion integral (MPI) que se basan en componentes de adecuacién (crecimiento,
supervivencia, y reproduccidn). Para construir los MPI, realicé censos de cardos durante
cuatro afios y estimé el crecimiento, supervivencia, y reproduccion de los cardos con
hormigas y R. conicus. Las poblaciones de C. thoermeri estan creciendo en la region.
Consideradas en conjunto, las hormigas ordefiadoras no afectaron los componentes de
adecuacion y el A de C. thoermeri. Consideradas individualmente, D. tener fue la Gnica
especie que redujo la reproduccion y el A de C. thoermeri, aunque este ultimo no de
manera significativa. El controlador biol6gico R. conicus redujo la reproduccion y el A
de C. thoermeri. A pesar de estos resultados, el A de C. thoermeri mostré una fuerte
variacion temporal, lo que sugiere que otros factores son importantes para explicar la
invasion de esta planta. Discuto sobre los cambios en las precipitaciones como un
posible factor que explica la variabilidad observada en el A de C. thoermeri. En

conjunto, mis resultados indican que i) C. thoermeri es una planta altamente invasora en
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la region, ii) las hormigas ordefiadoras no resisten la invasion de C. thoermeri, y iii) la
presencia de R. conicus y los cambios en el régimen de precipitaciones son importantes
para la invasion de C. thoermeri. Este estudio destaca la importancia de usar un enfoque
poblacional para examinar los efectos de las interacciones bidticas en la invasion de

especies.

PALABRAS CLAVE: Herbivoria, Hormigas ordefiadoras de pulgones, Plantas invasoras,

Pulgones, Resistencia bidtica, Tasa de crecimiento poblacional
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ABSTRACT

To control species invasion, it is critical to identify factors that decrease exotic species
population growth. Aphid-tending ants can decrease exotic plant reproduction by
increasing the abundance and damage of aphids. However, we ignore whether this
indirect effect of ants translates into decreased population growth of exotic plants. |
studied an assemblage of native aphid-tending ants (Dorymyrmex tener, Camponotus
distinguendus, and D. richteri) that visit the exotic thistle Carduus thoermeri. Ants
consume thistle aphids’ honeydew and protect the aphids from their natural predators.
Thistles are also attacked by Rhinocyllus conicus, an exotic biological controller. To
quantify and compare the effect of ants and weevils on thistle population growth (1), |
used integral projection models (IPM) based on fitness components (growth, survival,
and reproduction). To build the IPM, I conducted a four-year thistle census and
estimated growth, survival, and reproduction of thistles with ants and R. conicus.
Carduus thoermeri populations are growing in the region. Taken together, aphid-
tending ants did not affect C. thoermeri fitness components and A. At the species-
specific level, the ant D. tener reduced C. thoermeri reproduction and A, although the
latter not significantly. The biological controller R. conicus reduced C. thoermeri
reproduction and A. Despite these results, C. thoermeri A showed strong temporal
variation, suggesting that other factors can be important in explaining thistle invasion. |
discuss about the changes in precipitation regime as a possible factor explaining the
observed variability in C. thoermeri A. Collectively, my results indicate that i) C.
thoermeri is a highly invasive plant in the region, ii) aphid-tending ants do not resist C.
thoermeri invasion, and iii) the presence of R. conicus and the changes in precipitation

regime are important for C. thoermeri invasion. This research underlines the value of
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using population level analyses to assess the outcomes of biotic interactions on species

invasion.

KEYWORDS: Aphids, Aphid-tending ants, Biotic resistance, Herbivory, Invasive plants,

Population growth rate
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INTRODUCCION
Hay un fuerte vinculo entre demografia e invasion de especies (Ramula et al. 2008;
Burns et al. 2013; Salguero-Gomez 2017; Jelbert et al. 2019). Los estudios
demogréaficos describen la dindmica de las poblaciones mediante parametros. Por
ejemplo, la tasa de crecimiento poblacional (X) es un parametro indicador del
crecimiento (A > 1), estabilidad (A = 1), o decrecimiento (A < 1) de las poblaciones. A
ademas puede considerarse una estimacion de la “adecuacion global” de una especie, ya
que su valor esta influenciado por medidas de “adecuacion individual” como la
supervivencia, crecimiento, y reproduccion de las especies (Lande 1982; van
Groenendael et al. 1988; Garcia & Ehrlén 2009). Como las invasiones de especies son
procesos fundamentalmente poblacionales, A es un excelente parametro para cuantificar
el poder de invasion de las especies exoticas y ademas para examinar hipétesis de
invasion (e.g., resistencia biotica e ‘colapso invasivo’ en Falcon et al. 2017). Para
comprender el proceso de invasion de especies, es importante analizar la dinamica
poblacional de las especies exaticas en los ambientes invadidos.

La hipotesis de la resistencia bidtica afirma que las comunidades nativas resisten
la invasion de especies exoticas (Elton 1958; Parker & Hay 2005; Maron & Vila 2001).
La herbivoria, competencia, y/o depredacion de las especies locales pueden afectar
negativamente la supervivencia, crecimiento, y/o reproduccion de las especies exéticas
(Levine et al. 2004; Parker & Hay 2005; Mitchell et al. 2006). Para comprender si estos
efectos negativos afectan la invasion de especies, es critico analizar qué ocurre en el
nivel poblacional. Esto es asi ya que las tasas de crecimiento poblacional suelen estar
mas influenciadas por los cambios en algunos componentes de adecuacion que en otros
(Caswell 2001). Asi, la invasion de especies dependera de qué componentes de

adecuacion son afectados y en qué medida. Finalmente, conocer el impacto de las
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especies locales sobre la dindmica poblacional de las especies exdticas es importante
para desarrollar nuevas estrategias de control de especies exoticas.

El cardo Carduus thoermeri (Asteraceae) es una planta invasora que genera
pérdidas econdmicas en la agricultura y ganaderia (Desrochers et al. 1988; Popay &
Medd 1990; Wardle et al. 1991). En el NO de la Patagonia (Argentina), C. thoermeri es
atacado por el pulgon Brachycaudus cardui y el controlador biologico de cardos
Rhinocyllus conicus (Enrique de Briano et al. 2013). Los pulgones son atendidos por
tres especies de hormigas ordefiadoras (Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus,
y D. richteri). Las especies de hormigas varian en la calidad y cantidad de defensa que
proveen a los pulgones contra sus depredadores naturales (CAPITULO 2). Solo la especie
D. tener incrementa la abundancia de pulgones sobre las plantas, lo que reduce la
reproduccion del cardo (CAPiTULO 2y 3). Si bien las hormigas ordefiadoras pueden
afectar negativamente la adecuacion de C. thoermeri, aln se desconoce si su efecto
sobre la adecuacion se traduce en un impacto en el crecimiento poblacional de C.
thoermeri.

Mi hipotesis es que las hormigas ordefiadoras afectan negativamente las tasas de
crecimiento poblacional de C. thoermeri al incrementar la abundancia y dafio de los
pulgones sobre la planta. De acuerdo a los resultados del CAPITULO 2y 3, espero que la
hormiga ordefiadora D. tener afecte negativamente la adecuacién de C. thoermeri
(supervivencia, crecimiento, y reproduccion) y, a nivel poblacional, espero que los
efectos negativos de D. tener sobre la adecuacion de C. thoermeri provogquen una
disminucion de su crecimiento poblacional (respecto a las plantas sin hormigas o con las
especies de hormigas menos agresivas). Ademas, comparo el efecto de las hormigas vs.

el agente de control bioldgico R. conicus. Si las hormigas son agentes de biocontrol
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eficaces, espero que las hormigas tengan un efecto negativo igual (o mayor) que el

efecto de R. conicus sobre las tasas de crecimiento poblacional de C. thoermeri.

MATERIALES Y METODOS

Sistema de estudio

Al estudio lo realicé en 2017-2020 en dos sitios (superficie total de 20600m?) en el Este
de la ciudad de San Carlos de Bariloche. Los sitios estan separados por 2km de
distancia. La vegetacion de los sitios es la caracteristica de la estepa Patagonica y
ademas hay una gran riqueza de plantas exoticas. Para mas detalles, ver la seccion Sitio
de estudio del CapiTULO 1.

Carduus thoermeri tiene un ciclo de vida bienal. Las plantulas emergen a
principios de la primavera y forman una roseta que crece durante un afo. En el siguiente
afio, la roseta se consume y forma uno o varios tallos con inflorescencias (hasta 27
tallos considerando los tallos secundarios; observacion personal). Las inflorescencias
crecen durante la primavera y, hacia mediados de verano, comienzan a producir
semillas. Las semillas tienen pappus, que es una estructura que favorece la dispersién
por el viento. El pico de liberacién de las semillas coincide con el periodo mas caluroso
(enero-febrero en la zona de estudio, observacion personal). Las semillas de C.
thoermeri forman bancos de semillas en el suelo de ~10 afios de persistencia (Shea &
Kelly 1998). Luego de la dispersion de las semillas, los cardos se secan y mueren. Para
mas detalles de C. thoermeri, ver la seccion Planta invasora del CAPITULO 1.

Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, y D. richteri son hormigas
ordefiadoras que visitan a C. thoermeri para alimentarse de la melaza del pulgon
Brachycaudus cardui. Estas especies difieren en su abundancia tanto en los parches de

C. thoermeri como sobre los cardos y tienen distinta agresividad hacia los depredadores
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de pulgones y el curculionido R. conicus (ver CAPITULO 2 y CAPITULO 3). Dorymyrmex
tener es la especie mas frecuente en los parches C. thoermeri y abundante sobre las
plantas. Dorymyrmex tener es ademas la especie mas agresiva contra los depredadores
de pulgones y R. conicus (ver CAPITULO 2 y CAPITULO 3). Las poblaciones de B. cardui
crecen mas rapidamente en los cardos con la hormiga D. tener que en los cardos con C.
distinguendus o D. richteri (ver CAPiTULO 2). Al incrementar la abundancia y dafio de
los pulgones, D. tener afecta negativa e indirectamente la produccién de semillas de C.
thoermeri, mientras que las especies menos agresivas, C. distinguendus y D. richteri, no
tienen efecto sobre la reproduccion del cardo (ver CAPiTULO 3). Ninguna de las especies
de hormigas afecta la abundancia de R. conicus en las plantas (ver CAPiTULO 3). Para
mas detalles de historia natural de las hormigas y R. conicus, ver las secciones

Hormigas ordefiadoras y Controlador bioldgico de cardos en el CAPiTULO 1.

Datos para el modelo poblacional del cardo

Para armar el modelo poblacional de C. thoermeri, realicé censos de cardos en los dos
sitios de muestreo. Para reflejar el ciclo de vida bienal de C. thoermeri, agrupé los
censos en dos periodos de dos afios: 2017-2019 y 2018-2020. En 2017 realicé censos en
los tres ultimos meses del afio; en 2018 y 2019 realicé ocho censos por afio; y en 2020
realicé tres censos en los tres primeros meses del afio. Realicé censos con mayor
frecuencia durante los meses calidos (octubre-marzo: un censo por mes) que durante los
meses frios (abril-septiembre: un censo cada tres meses). Este disefio me permitio
examinar con mayor detalle la interaccion entre cardos-hormigas y entre cardos-
curculionidos, ya que las hormigas y R. conicus estan plenamente activos en los meses

de mayor temperatura.
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El ciclo de vida de C. thoermeri tiene cuatro fases: i) banco de semilla, ii)
vegetativa, iii) reproductiva, y iv) senescencia (Fig. 4.1). Las semillas pueden
permanecer en el banco de semillas (Fig. 4.1a) o germinar y formar plantulas de cardo
(Fig. 4.1b). Para determinar la probabilidad que las semillas ingresen al banco de
semillas, realicé ensayos de germinacidn en macetas en el invernadero. Utilicé solo
semillas viables de cardo (ver Fig. 3.2 en el CAPiTULO 3) que sembré individualmente
en macetas con tierra de la estepa. Dejé que las semillas germinen durante 2 meses y
luego conté la cantidad de macetas con plantulas y sin plantulas. Con estos datos calculé
la proporcion de germinacion (prop. de germinacion =
no.de macetas germinadas/no.total de macetas) y la proporcién de no
germinacion (prop. de no germinacion =
no.de macetas no germinadas/no. total de macetas). Considere la proporcion de
no germinacion como la proporcién de ingreso de las semillas al banco de semillas. Para
determinar la probabilidad que las semillas del banco de semillas produzcan plantulas
de cardo, usé resultados del articulo Jongejans et al. (2008) (Ver S,ccruit banik €N tabla 1
del articulo). La fase vegetativa del cardo se caracteriza por un crecimiento horizontal
en el cual las hojas de la roseta se alargan y ensanchan. Al tamafio de las rosetas lo
estimé con el area de roseta. El area de roseta lo calculé basandome en su forma circular
plana (ver Fig. 1.3b en el CAPiTULO 1):

diametro de roseta
2

2
Tamafio de roseta = =« ( ) , donde ‘didmetro de roseta’ es el

promedio de dos medidas perpendiculares. Para estimar el componente de adecuacién

crecimiento, consideré los tamafios de las rosetas en marzo y noviembre. Estos dos
meses son buenos momentos para medir el crecimiento de roseta porque en marzo hay
una gran cantidad de rosetas nuevas y facilmente identificables, y en noviembre las

rosetas pasan a la fase reproductiva, momento luego del cual el tamafio de roseta deja de
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ser un buen estimador de crecimiento porque las mismas comienzan a decrecer de
tamano hasta secarse. Luego de aproximadamente un afio de crecimiento, las rosetas
pueden permanecer en fase vegetativa (Fig. 4.1c) o entrar en fase reproductiva (Fig.
4.1d). En la fase reproductiva, la planta crece en sentido vertical formando tallos

primero y luego inflorescencias. Para estimar el componente de adecuacion

reproductivo, conteé los tallos e inflorescencias de las plantas y estimé el nimero de
semillas por inflorescencia y por planta. Para estimar el nimero de semillas por
inflorescencia, dependiendo del tamarfio de la planta, seleccioné al azar 1-3
inflorescencias y las envolvi en una bolsa de papel que evitd la pérdida de semillas
causada por la dispersion natural. Luego junté las bolsas y conté las semillas de las
inflorescencias en el laboratorio. Para contar las semillas, tomé fotografias del conjunto
de semillas de cada inflorescencia y usé ImageJ Software (Schneider et al. 2012). Para
estimar el nimero de semillas en una planta, multipliqué el nimero de inflorescencias
por el nimero de semillas en una inflorescencia (cuando colecté 2 o mas inflorescencias
en una planta, calculé el promedio de semillas). Las semillas dispersadas pueden entrar
al banco de semillas (Fig. 4.1e) o germinar y producir plantulas (Fig. 4.2f). Para estimar
el reclutamiento de nuevas plantas, utilicé cuadriculas de 50 x 50 cm que distribui al
azar en los parches de cardo (N = 50 por sitio). Coloqué las cuadriculas en noviembre,
mes en el cual hay un alto reclutamiento de plantulas con un tamafio facilmente
identificable. Con este método pude calcular la densidad de renovales

(densidad de renovales = numero de renovales/m?). Luego, para estimar el
reclutamiento de cardos en cada sitio, multipliqué la densidad de renovales por el area
del sitio. Para determinar las areas de los sitios, use Google Earth (Gorelick et al. 2017).
Para estimar el componente de adecuacion supervivencia, controlé la supervivencia de

las rosetas a lo largo de los censos. Carduus thoermeri es una planta monocarpica, i.e.,
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muere luego de un evento reproductivo. Asi, distinguir la muerte post floracion de otras
fuentes de mortalidad (e.g., herbivoria, sequia) es importante porque la senescencia
natural luego de la floraciédn es parte del ciclo de vida de la planta, mientras que la
muerte antes de la floracion tiene un efecto negativo para la poblacion. La probabilidad
de floracion es la probabilidad de que una roseta de tamafio dado produzca
inflorescencias. Para el caso del cardo y por lo explicado anteriormente, la curva de la
probabilidad de floracion sera una imagen especular de la curva de supervivencia. Por

este motivo, solo reporto en los resultados la curva de supervivencia.

pappus--___"_;-__;_:-; (e) : ' | 3
semilla—F _ ¢ < = Crecimiento
N (f) N :
\/ ¥ - Estasis
Y I » Fecundidad
(2 ' (©
Y ) 7
- ) ' (d) K
”ilr ———

Banc_o de fase vegetativa
Semillas

fase reproductiva fase de senescencia

FiG. 4.1 Ciclo de vida del cardo C. thoermeri. Las semillas forman bancos de semillas
en el suelo con una persistencia de ~10 afios. Las semillas del banco de semillas pueden
(a) permanecer en el banco o (b) germinar. La germinacién inicia la fase vegetativa o de
roseta. La fase vegetativa se caracteriza por un crecimiento horizontal de la roseta que
dura cerca de un afio. Luego de dicho tiempo las rosetas pueden (¢) permanecer en
dicho estado o (d) iniciar la fase reproductiva. La fase reproductiva se caracteriza por un
crecimiento vertical en el cual se producen tallos e inflorescencias y dura cerca de 4
meses. Luego de la reproduccion, las semillas se dispersan principalmente por el viento
asistidas por una estructura especializada (pappus). Ya en el suelo, las semillas pueden
(e) formar un banco de semillas o (f) germinar. Una vez dispersadas todas las semillas,
los cardos entran en la (g) fase de senescencia, en la cual se secan y mueren.

En lo que respecta a las hormigas, en cada censo asigné a los cardos un estado

de ocupacion segun si presentaba o no hormigas. Asigné el estado "sin hormigas™
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cuando la planta no presentaba hormigas ordefiadoras y el estado "con hormigas"
cuando la planta presentaba hormigas ordefiadoras. Dentro del estado “con hormigas”,
discriminé las hormigas por especie (D. tener, C. distinguendus, y D. richteri). Como la
ocupacion de una planta por una misma especie de hormiga raramente se mantiene
durante todo el ciclo de vida de la planta, defini criterios para categorizar los estados de
ocupacion de las plantas. Asi, consideré que una planta se encontraba ocupada por una
especie de hormiga en particular cuando en dicha planta hubo una sola especie de
hormiga en > 50% de los censos y en el resto de los censos no hubo hormigas. Como mi
objetivo fue medir los efectos individuales de las especies de hormigas sobre las
plantas, no inclui en los andlisis plantas con mas de una especie de hormiga y las plantas
con recambio de hormigas durante los censos.

En lo que respecta al curculidnido R. conicus, para determinar su efecto sobre la
reproduccion de C. thoermeri, colecté inflorescencias maduras de los cardos censados
(N = 1-3 inflorescencias, dependiendo del tamafio de la planta). En el laboratorio abri
las inflorescencias y constaté si estaban infestadas o no por R. conicus. El constatar la
presencia de adultos de R. conicus me permite asegurar que los curculionidos
completaron exitosamente su ciclo de vida en la inflorescencia. Esto es clave, ya que la
fase de larva de R. conicus es la que provoca el dafio sobre la produccion de semillas del
cardo. En todas las inflorescencias colectadas, conté las semillas viables y no viables.
Para determinar el efecto de R. conicus sobre la supervivencia y crecimiento de C.
thoermeri, determiné la presencia de individuos adultos de R. conicus directamente
sobre las plantas censadas. Estos muestreos los llevé a cabo durante los censos de C.
thoermeri de primavera y verano, que es el periodo en el cual esta activo R. conicus
sobre las plantas. Para més detalles sobre R. conicus, ver la seccion Controlador

bioldgico de cardos del CApiTULO 1.
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Descripcion de variables ambientales

Realicé los censos de cardos durante 4 afios. La variabilidad natural de la temperatura,
precipitacion, y el viento pueden ser importantes en la dindmica poblacional de C.
thoermeri. La temperatura y las precipitaciones afectan la dinamica poblacional de las
plantas (Topper et al. 2018). El viento disminuye la abundancia del pulgén B. cardui
sobre los cardos (Devegili et al. 2019) y esto puede afectar la abundancia de hormigas
ordefiadoras sobre las plantas. Para detectar posibles efectos de la temperatura,
precipitacion, y viento, sobre el crecimiento poblacional de C. thoermeri, busqué datos
de estas variables en los 4 afios de estudio (i.e., 2017-2020; bases de datos de

www.weatherunderground.com y www.worldweatheronline.com). Para saber si los

datos ambientales en mis cuatro afios de estudio fueron atipicos, los contrasté con datos
historicos de un periodo mayor (2010-2020). Como el cardo tiene un ciclo de vida

bienal, las comparaciones de las variables ambientales las hice en periodos de dos afos.

Efectos de las hormigas y el curculiénido Rhinocyllus conicus sobre la adecuacion del
cardo

Medi tres componentes de adecuacion de C. thoermeri: supervivencia, crecimiento, y
reproduccion. Para los modelos poblacionales use el tamafio de roseta como variable
predictora de los componentes de adecuacion (ver Dindmica poblacional a
continuacion). Para determinar las relaciones funcionales entre el tamarfio de roseta y la
supervivencia, crecimiento, o reproduccion, ajusté modelos por el método de maxima
verosimilitud y el criterio de informacion de Akaike (AIC) y bayesiano (BIC) (Kuha
2004) (Apéndice, Tabla A4.1). En los modelos de adecuacion consideré el estado de
ocupacion de los cardos (i.e., con y sin hormigas; con y sin R. conicus). Para considerar

el ciclo bienal de C. thoermeri, separé los datos en dos periodos de dos afios (2017-2019
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y 2018-2020; Apéndice, Fig. A4.1). Como realicé los censos en dos sitios, consideré en
los modelos de adecuacion los sitios de estudio como covariable. Ademas, como los
efectos de las hormigas sobre C. thoermeri dependen de la especie, analicé: i) efectos a
nivel del gremio de hormigas (i.e., D. tener + C. distinguendus + D. richteri) y ii)
efectos a nivel especie-especificos (i.e., D. tener / C. distinguendus / D. richteri). Para
mas detalles, ver “Método detallado para construir los modelos de adecuacion del

cardo” en el Apéndice. Los analisis los hice en R (R Core Team 2015).

Efectos de las hormigas y el curculiénido Rhinocyllus conicus sobre las tasas de
crecimiento poblacional (1) del cardo

Para examinar si las hormigas y R. conicus afectan el A de C. thoermeri, use modelos de
proyeccion integral (de ahora en adelante, MPI; MPI = IPM integral projection model;
Merow et al. 2014). Para construir los MP1 usé los modelos de adecuacion de C.
thoermeri (modelos de adecuacion = vital rate models; Merow et al. 2014). En los
modelos de adecuacion utilicé el tamafio de roseta como variable de estado (Merow et
al. 2014). Con los MPI estimé los As para las condiciones de los cardos con/sin
hormigas y con/sin curculiénidos. El A indica si la poblacion estudiada esta creciendo
(A > 1), estable (2 = 1), o decreciendo (1 < 1) (Sibly & Hone 2002; Garcia & Ehrlén
2009). El A de C. thoermeri en las condiciones con/sin hormigas y con/sin
curculionidos, me permite determinar si las hormigas y curculionidos afectan el proceso
de invasion de C. thoermeri. Para mas detalles sobre el modelo poblacional, ver en el
Apéndice la seccion “Método detallado para construir los modelos de proyeccion
integral”. Los analisis los hice en R con el paquete IPMpack (Metcalf et al. 2013;

Merow et al. 2014).
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RESULTADOS

Descripcion de los estados de ocupacion de los cardos por hormigas y curculiénidos
Cense 736 cardos; 360 durante 2017-2019 y 376 durante 2018-2020. El 67% de los
cardos estuvieron ocupados por hormigas y el 33% restante no estuvo ocupado por
hormigas. De los cardos ocupados por hormigas, el 88% estuvo ocupado por una Gnica
especie de hormiga y el 12% restante mostro recambio de especies de hormigas entre
censos 0 mostrd dos especies de manera simultanea en al menos un censo. De los cardos
que estuvieron ocupados por una unica especie de hormiga, el 61% estuvieron ocupados
por D. tener, el 21% por C. distinguendus, y el 18% por D. richteri. Respecto al
curculiénido R. conicus, el 36% de los cardos tuvo inflorescencias infestadas con R.

conicus y el 64% restante no tuvo inflorescencias infestadas con R. conicus.

Descripcion de las variables ambientales

La precipitacion fue la Unica variable ambiental que mostré una fuerte variacion en el
periodo de estudio. La precipitacion fue 53% mas abundante en 2018-2020 que en
2017-2019 y 47% maés abundante en 2018-2020 respecto al valor de precipitacion
historico (Apéndice, Tabla A4.2). La temperatura y la velocidad del viento mostraron
poca variacion tanto para 2017-2019 vs. 2018-2020 (2 a 3% de variacion) como en la

comparacion con los valores historicos (1 a 8% de variacion; Apéndice, Tabla A4.2).

Efectos de las hormigas y el curculionido Rhinocyllus conicus sobre la adecuacion del
cardo

Las diferencias de AIC entre los modelos de mejor ajuste y los modelos nulos sin el
tamanio de roseta fueron 1769, 544, y 149 para el crecimiento, supervivencia y

reproduccion, respectivamente. Por lo tanto, incluir el tamafio de roseta en los modelos

138



CAPITULO 4 — FOCO EN LA POBLACION DEL CARDO

mejoro sustancialmente el ajuste (Symonds & Moussalli 2011) apoyando su uso como
variable de estado para estructurar el MPI.

Las relaciones entre el tamafio de roseta, los componentes de adecuacion de C.
thoermeri, y la presencia de hormigas, pueden observarse en las Fig. 4.2a-c. Las
hormigas no tuvieron efecto sobre el crecimiento y la supervivencia de C. thoermeri (p
> 0.05 para los valores p brutos y ajustados por Bonferroni; Fig. 4.2d,e). Solo la
hormiga D. tener afectd negativamente la reproduccion de C. thoermeri, y el efecto fue

mas fuerte en 2017-2019 (p = 0.004) que en 2018-2020 (p = 0.03; Fig. 4.2f).
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FiG. 4.2 Efectos de las hormigas sobre las componentes de adecuacion de Carduus
thoermeri. Relacion entre el tamafio de la roseta de C. thoermeri y su a) crecimiento, b)
supervivencia, y ¢) reproduccion (cantidad de semillas por planta) segun la presencia o
ausencia de hormigas sobre las plantas. Efectos de las hormigas sobre el d) crecimiento,
e) supervivencia, y f) reproduccion de C. thoermeri. Los efectos se obtuvieron
relativizando la variable en la condicion con hormigas segun la variable en la condicion
sin hormigas. Las barras positivas o negativas indican efectos positivos o negativos de
las hormigas, respectivamente. Cuando el error estandar (bigotes) corta la linea del cero

139



CAPITULO 4 — FOCO EN LA POBLACION DEL CARDO

indica que no hay efecto de las hormigas sobre el componente de adecuacion de C.
thoermeri y cuando el error estandar no corta la linea de cero indica que si hay efecto.
En todos los gréaficos se discriminan los datos segln los periodos de estudio 2017-2019
(N = 358 plantas) y 2018-2020 (N = 374 plantas). Estos periodos de dos afios coinciden
con el ciclo de vida bienal de C. thoermeri.*p < 0.05, **p < 0.01

Las relaciones entre el tamafio de roseta, los componentes de adecuacion de C.
thoermeri, y la presencia de R. conicus pueden observarse en las Fig. 4.3a-c.
Rhinocyllus conicus no tuvo efecto sobre el crecimiento y la supervivencia de C.
thoermeri (p > 0.05 para los valores p brutos y ajustados por Bonferroni; Fig. 4.3d,e).
Pero si afect6 negativamente la reproduccién de C. thoermeri (p < 0.001 para los
valores p brutos y ajustados por Bonferroni); y su efecto fue mayor en 2017-2019 (p <
0.001) que en 2018-2020 (p < 0.01) (Fig. 4.3f).

Combinando los dos periodos de estudio, el efecto de R. conicus sobre el
componente reproductivo de C. thoermeri fue 37% mas alto que el efecto de la hormiga
ordefiadora D. tener (comparar Fig. 4.2f vs. Fig. 4.3f). El sitio de estudio no influy6

sobre el crecimiento, supervivencia y reproduccion de C. thoermeri (p > 0.05), por lo

que de ahora en adelante trataré ambos sitios como uno solo.
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FiG. 4.3 Efectos de Rhinocyllus conicus sobre las componentes de adecuacion de
Carduus thoermeri. Rhinocyllus conicus es un curculiénido controlador bioldgico de
cardos. Relacién entre el tamafio de la roseta de C. thoermeri y su a) crecimiento, b)
supervivencia, y c) reproduccion (cantidad de semillas por planta) segun la presencia o
ausencia de R. conicus sobre las plantas. Efectos de R. conicus sobre el d) crecimiento,
e) supervivencia, y f) reproduccion de C. thoermeri. Los efectos se obtuvieron
relativizando la variable en la condicion con R. conicus segun la variable en la
condicidn sin R. conicus. Las barras positivas o negativas indican efectos positivos o
negativos de R. conicus, respectivamente. Cuando el error estandar (bigotes) corta la
linea del cero indica que no hay efecto de R. conicus sobre el componente de
adecuacion de C. thoermeri y cuando el error estandar no corta la linea de cero indica
que si hay efecto. En todos los graficos se discriminan los datos segun los periodos de
estudio 2017-2019 (N = 358 plantas) y 2018-2020 (N = 374 plantas). Estos periodos de
dos afios coinciden con el ciclo de vida bienal de C. thoermeri. **p < 0.01, ***p <
0.001

Efectos de las hormigas y el curculionido Rhinocyllus conicus sobre las tasas de

crecimiento poblacional (1) del cardo
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Las poblaciones de C. thoermeri se encuentran en crecimiento, como lo evidencian los
A > 1 en la mayoria de los escenarios evaluados (Fig. 4.4). El A de C. thoermeri no fue
afectado por la presencia de hormigas ordefiadoras (p > 0.05 para los valores p brutos y
ajustados por Bonferroni; Fig. 4.4). Sin embargo, las poblaciones de C. thoermeri
mostraron una tendencia al decrecimiento en presencia de D. tener (p = 0.07 para el
valor p bruto y ajustado por Bonferroni; Fig. 4.4). El curculionido R. conicus tuvo un
efecto negativo sobre el A de C. thoermeri en el periodo 2017-2019 (p = 0.004; Fig.
4.4). Pero, en el periodo 2018-2020, R. conicus solo mostro una tendencia negativa
sobre el A de C. thoermeri. Globalmente, los A de C. thoermeri mostraron una fuerte
variacion entre los periodos del estudio; siendo los As mayores en el periodo 2018-2020
que en 2017-2019 (p < 0.05 para los valores p brutos y ajustados por Bonferroni; Fig.
4.4).

El A de C. thoermeri estuvo més influenciado por las diferencias en la
reproduccion que por las diferencias en el crecimiento y la supervivencia, como lo
demuestran los valores de elasticidad de 0.64 para la produccion de semillas y de 0.36

para el crecimiento y supervivencia (tomados conjuntamente).
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FiG. 4.4 Comparacion del crecimiento poblacional del cardo Carduus thoermeri en
estados de ocupacidn con/sin hormigas y con/sin el curculionido Rhinocyllus conicus.
El crecimiento poblacional se cuantifica con la tasa de crecimiento poblacional (A).
CuandoA < 1,1=1,01 < A, lapoblacién de C. thoermeri esta en decrecimiento,
equilibrio, o crecimiento, respectivamente. Las condiciones de ocupacion de las
hormigas y R. conicus se comparan en dos periodos del ciclo de vida bienal del cardo:
2017-2019 y 2018-2020. Letras mindsculas distintas indican diferencias en el A de C.
thoermeri para las condiciones con/sin hormigas. Letras griegas distintas indican
diferencias en el A de C. thoermeri para las condiciones con/sin R. conicus. Las plantas
sin hormigas o sin R. conicus son plantas que no tuvieron hormigas o R. conicus en
condiciones naturales. Los asteriscos indican diferencias entre los periodos del estudio.
*p < 0.05; ***p < 0.001; Valor marginal de p = 0.07 para Dorymyrmex tener en el
periodo 2017-2019
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DISCUSION

Las especies exoticas establecen interacciones biodticas con las especies nativas, y estas
interacciones pueden afectar la adecuacion e impactar en el crecimiento poblacional y
proceso de invasion de las especies exoticas (Richardson et al. 2000; Mitchell et al.
2006; White et al. 2006). Aqui mostre que el gremio de hormigas ordefiadoras nativas
no afecta la adecuacion ni el A de C. thoermeri, una planta exdtica atacada por
pulgones. Sin embargo, en el nivel especie-especifico, encontré que la hormiga D. tener
afectd negativamente la reproduccion de C. thoermeri y marginalmente el A de C.
thoermeri. Por otra parte, el controlador bioldgico R. conicus afect6 negativamente
tanto la reproduccion como el A de C. thoermeri. Los As de C. thoermeri mostraron
ademas una fuerte variacion entre los periodos de estudio, sugiriendo que otros factores
no medidos podrian ser claves para explicar la invasion de C. thoermeri. Este estudio
destaca la importancia de emplear analisis poblacionales para examinar los efectos de
las interacciones bidticas en la invasion de especies.

Las hormigas ordefiadoras de pulgones afectan la adecuacion de las plantas al
incrementar el dafio de los pulgones o al remover a los herbivoros no-pulgén sobre las
plantas (Styrsky & Eubanks 2007). Estos efectos de las hormigas sobre la adecuacion de
las plantas no necesariamente implican que haya un impacto a nivel poblacional de las
plantas hospederas. Por ejemplo, si bien las hormigas defensoras del cactus Ferocactus
wislizeni aumentan su produccion de frutos, esto no afecta el crecimiento poblacional de
la planta (Ford et al. 2015). La hormiga ordefiadora D. tener es la mas agresiva del
ensamble y la que proporciona el mejor servicio de defensa a los pulgones, lo que
incrementa la supervivencia y abundancia de pulgones sobre las plantas (ver CAPITULO
2). La mayor abundancia de pulgones afecta negativamente la reproduccion de C.

thoermeri (Chalcoff et al. 2019). Por ende, D. tener podria conferir Resistencia biotica a
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la invasion de C. thoermeri (ver CAPITULO 3). Aqui confirme que D. tener tiene un
efecto negativo sobre la reproduccion de C. thoermeri, pero esta hormiga no afecta la
dindmica poblacional del cardo, i.e., las plantas con D. tener no mostraron variacion en
el A respecto a plantas sin hormigas. La ausencia de efecto de las hormigas a nivel
poblacional podria explicarse por varios motivos. El efecto de D. tener sobre la
reproduccion de C. thoermeri podria no ser suficientemente grande para afectar la
dindmica poblacional de C. thoermeri. El controlador biol6gico R. conicus tuvo un
efecto 37% mas fuerte que D. tener sobre la reproduccion de C. thoermeri y esto si se
traduzco en un efecto negativo sobre el A de C. thoermeri. Si bien D. tener afecto el
componente de adecuacion reproductivo, no afecto el crecimiento y supervivencia de
las plantas, que son componentes que también influyen en el A de C. thoermeri. Si bien
no pude incluir la abundancia de D. tener en mis modelos, esto puede ser importante
para explicar los cambios en el A de C. thoermeri. Mayor cantidad de hormigas
atendiendo a los pulgones implica una mayor cantidad de defensa frente a sus
depredadores naturales y esto puede ser relevante para la reproduccion de C. thoermeri
(CapPiTuLO 2 Y 3). Asi, la presencia de D. tener en alta abundancia podria tener un
impacto negativo sobre el A de C. thoermeri, pero el modelo poblacional no lo revela.
El efecto de R. conicus sobre el componente reproductivo de C. thoermeri es un
37% mayor que el de la hormiga D. tener, sin embargo en el CAPITULO 3 evidencié que
la via de efecto de los pulgones es més fuerte que la via de efecto del curculionido (ver
Fig. 3.7 y datos de D. tener en Tabla A3.1). Esta discrepancia se puede explicar porque
la variable que use para estimar el componente reproductivo de C. thoermeri no fue la
misma; en el CAPiTULO 3 use la proporcion de semillas viables en una inflorescencia,
mientras que aqui use la cantidad de semillas viables en una planta. Posiblemente los

pulgones tienen un efecto mayor que R. conicus a nivel de la inflorescencia, mientras
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que R. conicus tiene un efecto mayor que los pulgones a nivel de planta. Esto explicaria
el mayor efecto poblacional de R. conicus al compararlo con las plantas con D. tener y
pulgones.

Los estudios poblacionales son importantes para definir estrategias de manejo de
las especies invasoras. Los resultados del CAPiTULO 3 me sugirieron que las hormigas
agresivas podrian actuar como agentes de control bioldgico de la invasion de plantas
exoticas. Pero aqui evidencié que el efecto de las hormigas agresivas sobre la
reproduccion no necesariamente se traduce en un impacto sobre el A de C. thoermeri.
Por otra parte, R. conicus disminuyo el A de C. thoermeri, justificando su uso como
agente de control bioldgico de cardos. Aqui es importante destacar tres puntos. Primero,
que los As de C. thoermeri fueron mayores a 1 en todas las condiciones menos una, en
la que A fue ~1 (plantas con R. conicus en 2017-2019). Evidenciando que R. conicus
solo contribuiria a mitigar la invasion de C. thoermeri y no a frenarla (i.e., A = 1) o,
menos aun, revertirla (i.e., A < 1). Similarmente, un estudio en Nueva Zelanda evidencid
que el efecto negativo de R. conicus sobre la produccién de semillas de Carduus nutans
(sinbnimo de C. thoermeri) no es suficiente para lograr un decrecimiento de las
poblaciones de cardos (Shea & Kelly 1998). Segundo, dada la gran controversia que se
gener6 en Norteamérica por los efectos no deseados de R. conicus sobre las plantas
nativas (ver la seccion Controlador bioldgico de cardos del CAPITULO 1), es acuciante
hacer estudios que examinen si esto ocurre en la region sudamericana. Tercero, la baja
frecuencia de R. conicus en los cardos muestreados (36% de las plantas) puede deberse
a su reciente llegada a la region; en un trabajo de 2013 en el que se revisé la presencia
de R. conicus en la Argentina, no se detect6 dicho curculiénido en cardos del Noroeste
de la Patagonia (Enrique de Briano et al. 2013). Por todo esto, estrategias de manejo

complementarias al uso de controladores biolégicos podrian ser necesarias para frenar la
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invasion de C. thoermeri. Por ejemplo, el mantenimiento de una cobertura vegetal
estable dificulta la germinacion de las semillas de C. thoermeri (Shea & Kelly 1998) y
los cortes mecanicos de los tallos de C. thoermeri disminuyen su densidad y
crecimiento poblacional (Tipping 2008; Zhang & Shea 2019). Combinando el control
bioldgico con alguno de los métodos anteriores, posiblemente las poblaciones de C.
thoermeri decrezcan en el tiempo y eventualmente dicha planta invasora pueda ser
erradicada.

Las variabilidad climética en la cual ocurren las interacciones bioticas es clave
para entender la invasion de especies en el presente y predecir qué ocurrird en un
escenario de cambio climatico en el futuro (Ward & Masters 2007; Morrién et al. 2010;
Bansal & Sheley 2016). Los As de C. thoermeri variaron fuertemente entre los periodos
de estudio 2017-2019 y 2018-2020, siendo mayores durante el periodo 2018-2020 que
en 2017-2019, y esto ocurrio independientemente de la ocupacién de las plantas por las
hormigas y R. conicus. Una posible explicacion a dicha diferencia en los s es el
cambio en el clima. Hubo una notable diferencia en el régimen de lluvias entre los dos
periodos del estudio. En particular, en 2018-2020 las precipitaciones fueron un 53%
mas altas que en 2017-2019, siendo ademas un 47% mayores que el promedio de
precipitaciones historico. Un aumento en el régimen de precipitaciones puede alterar las
interacciones directas e indirectas entre las plantas y la comunidad de insectos
(Deguines et al. 2017). La accion mecanica de la lluvia puede ser significativa para las
especies mas pequefias, como los insectos que visitan las plantas. Por ejemplo, el
impacto de las gotas de lluvia desprende pulgones de las plantas y esto afecta
negativamente su abundancia sobre las plantas (Kaakeh & Dutcher 1993; Rodriguez-
del-Bosque et al. 2020). Las precipitaciones también pueden afectar el comportamiento

de los insectos. Por ejemplo, la lluvia disuade a las hormigas ordefiadoras a atender a los
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pulgones (Powell et al. 2009). Asi, un escenario lluvioso podria disminuir la abundancia
de pulgones sobre C. thoermeri, tanto por pérdida directa de individuos como por la
menor atencion -y defensa— que proveerian las hormigas ordefiadoras. Y esto podria ser
favorable para la adecuacion de C. thoermeri, ya que la abundancia de pulgones —y su
dafo— seria menor. Respecto al controlador biologico R. conicus, las precipitaciones
fuertes incrementan la mortalidad de los huevos y larvas sobre las plantas (Surles et al.
1975). Esto posiblemente disminuya el efecto negativo que R. conicus tiene sobre la
produccion de semillas, y explique porqué R. conicus no afect6 el A de C. thoermeri en
el periodo con mayor precipitacion (2018-2020). Se predice que el cambio climético
podria traer aparejado un incremento de los eventos de precipitacion extremos
(O’Gorman 2015). Esto podria potenciar la invasion de C. thoermeri, si la lluvia
disminuye la abundancia de herbivoros locales sobre las plantas y, por lo tanto,
disminuye la resistencia biotica local y elimina el efecto de los controladores biol6gicos.
En resumen, el incremento de las lluvias puede afectar el proceso de invasion de
especies al afectar las interacciones bidticas entre las especies exdticas y locales y esto
puede ser critico en un escenario de cambio climatico.

Otros factores que afectan directamente a las plantas —y no a las interacciones
bioticas sobre ellas— podrian explicar la variacion interanual observadas en el
crecimiento poblacional del cardo. Asi, la variacion en las precipitaciones también
podria afectar el A de C. thoermeri al impactar directamente sobre los componentes de
adecuacion de las plantas (i.e., supervivencia, crecimiento, reproduccion). En regiones
semiaridas, como el noroeste de la Patagonia, la disponibilidad de agua puede ser
importante para el reclutamiento de plantas (Farji-Brener & Ghermandi 2004). La
germinacion y reclutamiento de C. thoermeri esta limitada por la humedad y salinidad

del sustrato (Medd & Lovett 1978; Han & Young 2013). Entonces, es de esperar que el
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incremento del régimen de precipitaciones afecte positivamente el A de C. thoermeri al
incrementar su reclutamiento. La frecuencia y magnitud de los disturbios naturales o
antropicos, pueden afectar la adecuacion y el crecimiento poblacional de las plantas, e
impactar en la biodiversidad de la comunidad vegetal (Lavorel et al. 1994; Wiegand et
al. 1997; Elderd & Doak 2006; Zhang & Shea 2012). En esta tesis, los sitios de
muestreo se encontraban en zonas periurbanas con disturbio antrdpico. Si bien los
parches de cardos con los que trabajé se mantuvieron relativamente inalterados durante
el estudio, las zonas aledafias si recibieron disturbio (e.g., excavaciones, alisado de
caminos, limpieza de bordes de camino), y dicho disturbio no fue homogéneo durante
los cuatro afios del estudio. El disturbio puede afectar el reclutamiento de rosetas de
cardo al activar los bancos de semillas del suelo (Peterson-Smith & Shea 2010).
También una alta intensidad de disturbio puede afectar negativamente el crecimiento y
la reproduccidn de los cardos (Zhang & Shea 2012). Sin embargo, también se ha visto
que los cardos son altamente resistentes al disturbio y esto explicaria su impresionante
poder invasor (Zhang et al. 2011). Finalmente, el disturbio en las zonas aledafias a los
parches de cardos puede afectar la biodiversidad de la comunidad, cambiar el nivel de
competencia interespecifica, y esto afectar la adecuacion y dinamica poblacional de los
cardos (Ruggiero & Shea 2011). Entonces, la variabilidad interanual del crecimiento
poblacional del cardo podria explicarse por la fluctuacion de factores externos que
afectan directamente la adecuacion de las plantas, como los factores climaticos y el
grado de disturbio natural o antropico.

Medir el impacto de las interacciones bi6ticas locales sobre la dindmica
poblacional de las especies exoticas es clave para comprender la invasion de especies.
Esto quedd evidenciado al comparar los resultados de los modelos de adecuacién con

los resultados de los modelos poblacionales. Asi, las hormigas ordefiadoras agresivas
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afectaron negativamente la reproduccion de C. thoermeri pero este efecto no se tradujo
en un cambio significativo de las tasas de crecimiento poblacional de C. thoermeri.
Factores como la presencia del controlador bioldgico R. conicus y los cambios en el
régimen de precipitaciones, podrian ser claves para explicar la invasion de C. thoermeri.
Combinando aproximaciones experimentales con modelos poblacionales lograremos
una mejor comprension de los efectos de las interacciones bioticas locales sobre la

invasion de especies.
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APENDICE

Metodo detallado para construir los modelos de adecuacion del cardo

Para modelar la demografia del cardo invasor Carduus thoermeri, durante 4 afos
marqué plantas en dos sitios (superficie total de 20600m?) y realicé censos en el tiempo.
Para medir los efectos de las hormigas ordefiadoras sobre la adecuacion de C.
thoermeri, considereé los siguientes componentes de adecuacion: crecimiento,
supervivencia, y reproduccion. Ajusté modelos lineales y no lineales de los
componentes de adecuacion con el tamafio de la roseta, el estado de ocupacion de las
hormigas o Rhinocyllus conicus y el afio como variables explicativas (ver Tabla A4.1 en
este Apéndice). Consideré al sitio de estudio como covariable. Al construir los modelos,
primero determiné la mejor forma funcional para describir la relacién entre cada
componente de adecuacion y el tamafio de la roseta, ajustando varios modelos
candidatos que describian relaciones nulas, lineales o no lineales entre el tamafio de la
roseta y el componente de adecuacion. Los componentes de adecuacion suelen tener
respuestas no lineales al relacionarse a variables continuas como el tamafio, por ende,
no tener en cuenta estas relaciones no lineales puede dar lugar a proyecciones erréneas
de las tasas de crecimiento de la poblacién (Dahlgren et al. 2011). En una primera
instancia, los modelos candidatos sélo tenian el tamafio de la roseta como variable
explicativa. Seleccioné los modelos con mejor ajuste segun el criterio de informacion de
Akaike (AIC) y el criterio de informacion bayesiano (BIC) (Kuha 2004). En una
segunda instancia, incorporeé los efectos del estado de ocupacion de las hormigas o
curculionidos, el afio y el sitio con modelos en los que los parametros eran funciones del
estado de ocupacion, el afo, y el sitio. Consideré dos escenarios respecto a las
condiciones de ocupacion de las plantas por parte de hormigas: i) parche de plantas

ocupadas por todo el gremio de hormigas ordefiadoras, y ii) parches de plantas ocupadas
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por una sola especie de hormiga ordefiadora (i.e., Dorymyrmex tener, Camponotus
distinguendus, o D. richteri). Esto me permitio evaluar tanto efectos a nivel de gremio
como efectos especificos de las especies de hormigas sobre los componentes de
adecuacion. Todos los modelos se ajustaron en R (R Core Team 2014). Para evaluar el
efecto del estado de ocupacion de las hormigas sobre cada componente de adecuacion,
consideré gque todas las plantas censadas en el primer afio del estudio eran una poblacion
representativa de esta especie en este lugar. A continuacion, calculé el valor esperado
del componente de adecuacion de cada planta de esta poblacion (que tiene un tamafio
particular que influye en el componente de adecuacion) utilizando los pardmetros para
cada uno de los posibles estados de ocupacion y los efectos medios de la parcela y el
afio, y luego calculé el valor medio del componente de adecuacion para toda la
poblacién para cada estado de ocupacion. Por ultimo, consideré que la diferencia entre
el componente de adecuacion medio esperado de cada estado de ocupacion en el que
hay hormigas y el estado sin hormigas, es el efecto de las hormigas (o de la especie de
hormiga dada) sobre el componente de adecuacién. Para evaluar los efectos de las
hormigas en cada uno de los componentes de adecuacion, compareé las plantas en el
estado sin hormigas con las plantas en cada uno de los estados con hormigas. Para esto
ultimo, realicé pruebas de hipdtesis y bootstrap no paramétrico de una muestra.
Referencias
Dahlgren JP, Garcia MB, Ehrlen J (2011) Nonlinear relationships between vital rates
and state variables in demographic models. Ecology 92:1181-1187.
doi:10.1890/10-1184.1
Kuha J (2004) AIC and BIC: Comparisons of assumptions and performance. Sociol
Methods Res 33:188-229 doi:10.1177/0049124103262065

R Core Team (2015) R: a language and environment for statistical computing. Vienna,
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Austria: R Foundation for Statistical Computing. https://www.R- project.org/

Meétodo detallado para construir los modelos de proyeccion integral

Para examinar los efectos de las hormigas ordefiadoras o Rhinocyllus conicus sobre la
dindmica poblacional del cardo Carduus thoermeri, construi modelos de proyeccion
integral (de ahora en adelante MPI). Los MPI emplean modelos de adecuacion (““vital
rate models” segiin Merow et al. 2014) con los cuales se puede comprender la dinamica
poblacional de una especie. Los MPI son un tipo de modelo poblacional estructurado
que es apropiado para especies en las que alguna caracteristica del organismo (i.e.,
variables de estado como el tamafio) es continua e influye fuertemente en los
componentes de adecuacion (Merow et al. 2014). Los MP1 modelan la contribucion de
los individuos con diferentes valores de la variable de estado (e.g., diferentes tamarfios) a
la poblacion a través de los modelos de adecuacion: supervivencia, crecimiento, y
reproduccidn (ver “Método detallado para construir los modelos de adecuacion del
cardo” en este Apéndice). Mediante los MPI se puede saber si la poblacion de una
especie se encuentra en una trayectoria de aumento, disminucion, o estabilidad, y
conocer la contribucion de los componentes de adecuacion a estos cambios en la
poblacion. Los MPI representan a una poblacién como n(x, t), donde n(x, t)dx es el
numero de individuos cuyo tamario esta en el rango [x, x + dx] en el tiempo ¢t. La
funcion S(x) es la probabilidad de supervivencia de un individuo de tamafio x y la
funcion G (x, y) es la probabilidad que un individuo de tamafio x crezca (o se reduzca)
para llegar a ser de tamafio y, dado a que ha sobrevivido. La funcion P(y, x) es igual a
S(x)G(x,y) y representa la probabilidad que un individuo de tamafio x en el tiempo t
sobreviva al tiempo t+1 y pase a ser de tamafio y. La funcion P(y, x) se llama sub-

kernel de supervivencia y crecimiento del MPI. La funcion F(y, x) es el nimero
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esperado de nuevas plantulas de tamafio y producidas por padres de tamafio x. La
funcién F(y, x) se denomina sub-kernel de fecundidad del MPI. La funcion K (y, x) se
denomina kernel del MP1y es igual a la suma de los sub-kernels, es decir, P(y,x) +
F(y,x). Lafuncion K (y, x) proyecta una poblacion hacia adelante un paso de tiempo.
La dinamica de la poblacion se describe como:

n(y,t+1) = fLUK(y, x)n(x,t)dx, con L'y U representando el limite inferior (L del
inglés “Lower”) y superior (U del inglés “Upper”) del rango de tamafios posibles.
Restringi el MPI para que todos los individuos de cardo permanezcan dentro del rango
de tamafios [L, U] y, por tanto, se contabilicen (Williams et al. 2012). Utilicé el tamafio
de la roseta como la variable de estado que estructurd el MIP. El ciclo de vida de las
plantas perennes monocérpicas como C. thoermeri es mas complejo que otros ciclos de
vida porque luego de la floracion la planta se muere (Rees y Rose 2002; Rees y Ellner
2009). Distinguir la muerte debida a la floracion de otras fuentes de mortalidad es
importante porque la muerte relacionada con la floracion tiene un efecto positivo en las
poblaciones, mientras que la muerte antes de la floracion tiene un efecto negativo.
Realicé un censo pre-reproductivo, en el que el sub-kernel P(y, x) es igual a S(x) *

[1 = Priower(x)] * G(x]y). Asi, P(y, x) tiene dos partes: una debida a la floracion del
cardo psower (x) Y Otra para los individuos vegetativos S(x). Modelé la distribucion del
tamafo de las plantulas con una distribucion gaussiana. Aproximé el MPI utilizando la
evaluacion numérica y la regla del punto medio (Ellner y Rees 2006) dividiendo
uniformemente el rango de tamafio [L, U] en 200 clases de tamafio y evaluando el MPI
en el punto medio de cada una de estas clases de tamafo. Construi el MPl en R (R Core
Team 2014) con los paquetes IPMpack y popbio R (Stubben y Milligan 2007; Metcalf

et al. 2013).
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CICLO 2017-2019
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FiG. A4.1 Ciclo de vida bienal del cardo Carduus thoermeri. Se ilustran dos periodos de
dos afios comprendidos en el estudio. El periodo 2017-2019 es el primer ciclo de vida
de C. thoermeri en mi estudio (recuadro rojo) y el periodo 2018-2020 es el segundo
ciclo de vida de C. thoermeri en mi estudio (recuadro verde). Las rosetas crecen cerca
de un afio (de octubre a octubre). Luego en noviembre se inicia la fase reproductiva que
culmina con la dispersion de semillas hacia enero-febrero. Luego de la dispersion de las
semillas, las plantas entran en fase de senescencia hacia marzo.
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TABLA A4.1 Modelos de mejor ajuste para los componentes de adecuacion del cardo
Carduus thoermeri

Componente de . Error de la
L Funcion S

adecuacion distribucion
Supervivencia Logistica: y = e%*hx /(1 + e*F¥) Binomial
Crecimiento Lineal: y = a + fx Gaussiano

Probabilidad de . o . .
- i Cy = (x-p)
floracion Logistica: y = 1/(1 + el ) Binomial
Ndmero de semillas Exponencial: y = e%*+hx Binomial Negativo

Para todas las funciones, x es el tamafio de la roseta del cardo. Las letras griegas son
parametros en los que considereé el estado de ocupacion de las hormigas, el controlador
bioldgico R. conicus, los periodos de estudio, y el sitio de estudio
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TABLA A4.2 Precipitacion, temperatura, y velocidad del viento para el periodo 2010-
2020 en la zona de estudio. Los datos se presentan para el periodo de 10 afios (2010-
2020) y para los periodos de 18 meses de vida de C. thoermeri (ver Fig. A4.1). Para
facilitar la interpretacion de los datos de C. thoermeri, estos se presentan en periodos de
2 afios. El estudio cubre los ultimos dos periodos de la tabla: 2017-2019 y 2018-2020
(destacados en negrita). Los datos de temperatura y velocidad del viento son de la
estacion meteorologica SAZS, S. C. de Bariloche (41°09'04"S 71°09'27"0) y fueron
recopilados de la base de datos de www.weatherunderground.com. Los datos de
precipitacion fueron recopilados de la base de datos de www.worldweatheronline.com

Factor Abiotico (FA)

Precipitacion Temperatura  Velocidad del viento
Periodos (mm)” (°C)” (km/h)”
10 afios
2010-2020 51.2 7.8 13.3
2 afios (ciclo de vida del cardo)
2010-2012 53.0 7.5 12.0
2011-2013 52.7 8.1 12.9
2012-2014 56.0 1.7 13.1
2013-2015 52.3 7.5 12.8
2014-2016 47.1 7.8 13.3
2015-2017 30.5 8.0 12.7
2016-2018 43.9 7.9 14.4
2017-2019 49.3 7.9 144
cambio histérico™ -4% +1% +8%
2018-2020 75.2 7.7 13.9
cambio histérico™ +47% -1% +4%
cambio en el estudio™ +53% -2% -3%

“Promedio del promedio mensual. Para la precipitacion, los promedios se calculan a
partir de la precipitacion acumulada en un mes. Para la temperatura y la velocidad del
viento, los promedios se calculan a partir de las temperaturas medias diarias y las
velocidades medias diarias del viento, respectivamente.

““cambio historico = [(FAestugio — FA2010-2020) /FA2010-2020] X 100, donde FA
representa a los Factores Abidticos: precipitacion, temperatura, o viento. FAg¢yqio €S €l
Factor Abidtico en 2017-2019 o 2018-2020, y FA,10-2020 €S €l Factor Abidtico en
2010-2020.

““cambio en el estudio = [(FAz018-2020 — FA2017-2019) / FA2017-2019] X 100, donde
FA representa a los Factores Abidticos: precipitacion, temperatura, o viento.
FA,015-2020 €S el Factor Abiotico en 2018-2020 y FA,17-2019 €S €l Factor Abiotico en
2017-20109.
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HORMIGAS ORDENADORAS: LA AGRESIVIDAD Y ABUNDANCIA IMPORTAN

A pesar de su pequefio tamafio, las hormigas ordefiadoras pueden tener grandes efectos
sobre la estructura de las comunidades y funcionalidad de los ecosistemas (Crutsinger &
Sanders 2005; Eubanks & Styrsky 2006; Clark et al. 2019). Sin embargo, una o unas
pocas especies de hormigas son las que, por lo general, desencadenan efectos
significativos sobre las comunidades y ecosistemas (e.g., Clark & Singer 2018). La
variacion en la agresividad y abundancia de las especies de hormigas puede explicar
porqué algunas especies son ecoldégicamente mas importantes que otras (e.g., Del-Claro
& Oliveira 2000; Ness 2006). Cuando una especie reine dominancia comportamental y
numérica (i.e., alta agresividad y abundancia), se le atribuye cominmente dominancia
ecologica (Lach et al. 2010). Respecto a la agresividad en el gremio de hormigas
ordefadoras, es esperable que las especies agresivas sean mas beneficiosas para los
pulgones que las especies menos agresivas, ya gque las especies agresivas ahuyentaran
en mayor medida a los enemigos de los pulgones y, por ende, aumentaran la
supervivencia de los pulgones. A su vez, al patrullar las plantas en busqueda de
pulgones, las hormigas mas agresivas tenderan a ahuyentar a otros visitantes de las
plantas, sean estos antagonistas o mutualistas (e.g., herbivoros o polinizadores). Un
razonamiento similar puede hacerse sobre la abundancia de hormigas ordefiadoras. Las
especies mas abundantes tienen mayor probabilidad de encontrar intrusos sobre la
planta hospedera por el hecho de contar con mas cantidad de obreras patrullando.
Ademas, al reclutar mayor cantidad de obreras, es esperable que las especies abundantes
repelan a los enemigos de los pulgones y otros visitantes de las plantas con mayor
facilidad que aquellas especies menos abundantes. Asi, las hormigas ordefiadoras mas

agresivas y abundantes seran probablemente las que desencadenen mayor cantidad de
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efectos directos e indirectos sobre las plantas y comunidad de artropodos asociadas a las
plantas.

Acorde a esto, la especie de hormiga mas agresiva y abundante del ensamble de
ordefadoras estudiado aqui fue la que presentd mayor cantidad de efectos significativos
sobre la comunidad. Evidencié que las especies de hormigas asociadas a los cardos
tienen grandes diferencias en cuanto a su agresividad y abundancia sobre las plantas en
las que buscan pulgones. Demostré que la hormiga mas agresiva y abundante,
Dorymyrmex tener, es la Unica especie que tiene efectos sobre la comunidad de insectos
sobre los cardos (pulgones, mariquitas, y larvas de sirfido). Esto fue tanto por el efecto
directo de las hormigas sobre los depredadores de pulgones (mariquitas y larvas de
sirfido) como por el efecto indirecto que implico dicha defensa sobre las poblaciones de
pulgones. A su vez, D. tener afectd indirectamente la reproduccion del cardo Carduus
thoermeri. Solo las hormigas agresivas y abundantes establecieron una relacion
mutualista con los pulgones (i.e., defensa de las hormigas a cambio de melaza). Asi, la
agresividad y abundancia son caracteristicas claves para entender la relevancia
ecologica de las hormigas ordefiadoras en la comunidad (Fig. 5.1).

Finalmente, las hormigas ordefiadoras agresivas solo afectaron la adecuacién de
los pulgones al ahuyentar a sus depredadores naturales, mientras que no afectaron la
abundancia de curculionidos en las inflorescencias (Fig. 5.1). Esto apoya la idea de que
las hormigas ordefiadoras no afectan a todos los insectos de las plantas por igual; siendo
su efecto mayor sobre aquellos insectos que estan directamente relacionados a los
pulgones (e.g., depredadores de pulgones), y menor —o nulo— sobre aquellos insectos
que no estan directamente relacionados a los pulgones (e.g., curculionidos y otros

herbivoros) (Altfeld & Stiling 2006).
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FiG. 5.1 La agresividad y abundancia de hormigas ordefiadoras determina su relevancia
ecologica. Caractericé la agresividad y determiné la abundancia de un ensamble de
hormigas ordefiadoras nativo. Determiné que Dorymyrmex tener es la especie méas
agresiva y abundante del ensamble. Paralelamente, determiné los efectos directos e
indirectos de las hormigas ordefiadoras sobre la comunidad de artrépodos del cardo
Carduus thoermeri y los efectos indirectos de las hormigas sobre las plantas. La
relevancia ecoldgica es la cantidad de efectos directos e indirectos de las hormigas en la
comunidad. Asi, a mayor cantidad de efectos directos e indirectos, mayor la relevancia
ecoldgica de la especie de hormiga. Para més detalles de la agresividad y abundancia de
las hormigas ordefiadoras ver CAPITULO 2 y 3. Para més detalles de los efectos directos
e indirectos de las hormigas ordefiadoras ver CAPITULO 3.

EFECTOS INDIRECTOS DE LAS HORMIGAS ORDENADORAS SOBRE LAS PLANTAS EXOTICAS
El papel de los efectos indirectos entre especies nativas y exoticas sobre la invasion de
especies ha sido subvalorado en la ecologia de invasiones bioldgicas (White et al. 2006;

Ricciardi et al. 2013). Las hormigas ordefiadoras pueden afectar a las plantas

hospederas por vias indirectas que implican a pulgones, herbivoros no-pulgén, y
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polinizadores (Styrsky & Eubanks 2007; Ibarra-Isassi & Oliveira 2018; LeVan &
Holway 2015). Se desconoce si los efectos indirectos de las hormigas ordefiadoras
influyen tanto en la adecuacién como en la invasion de plantas exéticas. Combinando
conceptos de ecologia de hormigas e invasiones bioldgicas, enuncié hipotesis que
examinan vias indirectas por las cuales las hormigas ordefiadoras pueden afectar a las
plantas exaticas (Fig. 5.2). Mis resultados muestran que las hormigas ordefiadoras
nativas desencadenan efectos indirectos sobre la adecuacion de los cardos. La hormiga
ordefiadora D. tener reduce la adecuacion de C. thoermeri al incrementar el dafio
generado por los pulgones. A dicho efecto indirecto lo denominé “Resistencia bidtica
indirecta” en alusion al efecto modulador que una tercera especie puede tener sobre el
mecanismo de Resistencia bittica (Elton 1958; Fig. 5.2a). La agresividad y abundancia
de las especies de hormigas fueron caracteres relevantes en la “Resistencia bidtica
indirecta”. Asi, solo la especie agresiva y abundante D. tener apoy0 la “Resistencia
bidtica indirecta”, mientras que las especies de hormigas menos agresivas y abundantes
no afectaron la adecuacion de C. thoermeri. Paralelamente, demostré que las hormigas
ordefiadoras no incrementaron la adecuacion de C. thoermeri por la via indirecta que
incluye al controlador biolégico R. conicus. A esta via la denominé “Facilitacion biotica
indirecta” en alusion al incremento de la adecuacion de C. thoermeri que implicaria la
expulsion de R. conicus por parte de las hormigas (Fig. 5.2b). Las hormigas ordefiadoras
podrian afectar indirectamente a las plantas exoticas al expulsar sus polinizadores. Al
privar a las plantas de polinizadores, las hormigas pueden disminuir la fecundacion de
las plantas y conferir “Resistencia bidtica indirecta” (Fig. 5.2¢). Como el sistema de
reproduccion de C. thoermeri es autocompatible (Chalcoff et al. 2019) y las hormigas
ordefiadoras usualmente no frecuentan las inflorescencias de C. thoermeri, no puse a

prueba a este ultimo mecanismo. En resumen, evidencié que las hormigas ordefiadoras
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nativas desencadenan efectos indirectos sobre la adecuacion de las plantas exdticas y

dichos efectos podrian ser relevantes en la invasion de plantas. Aln asi, es importante
destacar que dichos efectos de las hormigas no garantizan que haya efectos en el nivel
poblacional de la planta huésped (e.g., Ford et al. 2015), por lo que es clave realizar

estudios poblacionales para determinar si las hormigas afectan el proceso de invasion.

EFECTO INDIRECTO mhormiga ordefiadora
VIA POLINIZADORES nativa

RESISTENCIA ===V ———> efectos directos
BIOTICA WW.~ &N = |a——o » efectos indirectos
INDIRECTA k—\ \

b)

A

EFECTO INDIRECTO
VIA HERBIVOROS
MASTICADORES

a)

EFECTO INDIRECTO
VIA PULGONES

RESISTENCIA
BIOTICA
INDIRECTA :

FACILITACION
BIOTICA
INDIRECTA

o ————
- -~
ey

planta exotica

FiG. 5.2 Efectos indirectos de las hormigas ordefiadoras sobre las plantas hospederas y
su relacion con los mecanismos de invasion de plantas. a) Efecto indirecto via pulgones:
las hormigas defienden a los pulgones de sus enemigos naturales lo que incrementa la
abundancia y dafio de los pulgones sobre la planta exdtica. El resultado de esta via es
negativo para la adecuacion de la planta exdtica y apoya la hipotesis de “Resistencia
biotica indirecta” a la invasion de plantas. b) Efecto indirecto via herbivoros
masticadores: al patrullar las plantas en busqueda de la melaza de los pulgones, las
hormigas expulsan a los herbivoros masticadores de la planta. El resultado de esta via es
positivo para la adecuacion de la planta exotica y apoya la hipdtesis de “Facilitacion
biotica indirecta” a la invasion de plantas. ¢) Efecto indirecto via polinizadores: al
patrullar la planta en busqueda de la melaza de los pulgones, las hormigas expulsan y
disuaden a polinizadores. La reduccidon de la visita de los polinizadores disminuye la
fecundacidn de los évulos y produccion de semillas. El resultado de esta via es negativo
para la adecuacion de la planta exotica y apoya la hipotesis de “Resistencia biotica
indirecta” a la invasion de plantas. Las hipdtesis en a) y b) fueron examinadas en esta
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tesis, mientras que la hipdtesis en c) no fue examinada ya que el cardo es
autocompatible y las hormigas usualmente no patrullan las flores sobre la
inflorescencia. Para mas detalles de las hipotesis a) y b) en el sistema de hormigas
ordefiadoras y cardos, ver el CAPITULO 3.
LA IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS POBLACIONALES EN LA ECOLOGIA DE INVASIONES
Las invasiones bioldgicas son fendomenos principalmente poblaciones (Ramula et al.
2008; Burns et al. 2013; Jelbert et al. 2019), por lo que es critico examinar la dindmica
poblacional de las especies invasoras para entender qué factores potencian o disminuyen
la invasion. Concluir que una interaccién afecta la invasion de una especie en base a
efectos sobre componentes de adecuacion aislados (e.g., reproduccion) puede ser un
error. Por ejemplo, el efecto positivo de las hormigas sobre la produccion de frutos del
cactus Ferocactus wislizeni no provocé efectos bioldgicamente significativos en el nivel
poblacional del cactus (Ford et al. 2015). Los modelos poblacionales nos ofrecen la
posibilidad de sintetizar la compleja y variada informacion del ciclo vital de una especie
en parametros simples como la tasa de crecimiento poblacional (1), que determinan la
direccidn final del sistema. Ademas, la sensibilidad y elasticidad indican la contribucion
de los componentes de adecuacion sobre el A y nos permiten entender porqué los
factores externos afectan —o no afectan— a la dinamica poblacional de una especie
(Benton & Grant 1999; Garcia & Ehrlén 2009). Por ello, si queremos lograr un
entendimiento mas profundo sobre las invasiones bioldgicas, es clave que los analisis
poblacionales ganen mayor presencia en los estudios sobre invasiones.

Esta tesis es un claro ejemplo sobre la importancia de examinar una pregunta de
ecologia a una escala individual y poblacional. Asi, a una escala individual, mostré que
las hormigas ordefiadoras afectan negativa e indirectamente la reproduccién del cardo

C. thoermeri. Pero, a una escala poblacional, encontré que las hormigas no afectan el 1

de C. thoermeri. La ausencia de efecto de las hormigas ordefiadoras en el A de C.
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thoermeri podria deberse a que su efecto sobre el componente de adecuacion
reproductivo no es lo suficientemente fuerte para impactar sobre la dinamica
poblacional de la planta. El cardo C. thoermeri puede producir una gran cantidad de
semillas por inflorescencia (he llegado a contar hasta ~800 semillas en una

inflorescencia) y las plantas pueden sustentar hasta 30 inflorescencias; por lo que una

planta podria producir hasta ~24000 semillas (i.e., 800 —<mHas

inflorescencia

Inflorescencias _ 54000 Serz:izs). Este alto potencial reproductivo también fue

30
planta pl

evidenciado en otros estudios con cardos (Farji-Brener & Ghermandi 2008; Chalcoff et
al. 2019). Los cardos ademas forman bancos de semillas y los bancos de semillas no
son afectados por la actividad de las hormigas ordefiadoras, al menos de forma directa.
El controlador bioldgico R. conicus si tuvo un efecto negativo sobre el A de C.
thoermeri. La magnitud del efecto de R. conicus sobre el componente de adecuacion
reproductivo de C. thoermeri fue un 37% mayor que el efecto de la hormiga D. tener, lo
cual podria explicar porqué, a diferencia de las hormigas, R. conicus si afect6
negativamente el A de C. thoermeri (Fig. 5.3). Dado a que el parametro A puede ser
empleado para caracterizar el poder de invasion de una especie, conclui que las
hormigas ordefiadoras no afectan la invasion de C. thoermeri, mientras que el
controlador biolégico R. conicus mitiga la invasion de C. thoermeri. El contexto
abiotico también podria modular la invasion de C. thoermeri. Asi, sugeri que la
variacion del A de C. thoermeri entre periodos podria deberse a cambios en los
regimenes de precipitacion (Fig. 5.3). En resumen, los estudios poblacionales son
herramientas claves en ecologia de invasiones porque nos permiten evaluar e integrar la
influencia de factores bidticos y abidticos sobre la dinamica poblacional de las especies

exoticas.
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FiG. 5.3 Esquema tedrico de las interacciones entre insectos y el cardo Carduus
thoermeri y sus efectos a nivel de la poblacion de C. thoermeri. Se muestran los efectos
de la interaccion de C. thoermeri con el controlador biolégico de cardos Rhinocyllus
conicus y con la hormiga ordefiadora de pulgones Dorymyrmex tener. La sensibilidad de
C. thoermeri a los cambios en los componentes de adecuacion esta representada
mediante un filtro claroscuro, donde los colores oscuros indican baja sensibilidad y los
colores claros indican alta sensibilidad. Las flechas son los efectos de cada interaccion
sobre los componentes de adecuacion. El grosor de la flecha indica la magnitud del
efecto. Asi, los efectos poblacionales importantes pueden verse en las flechas sobre
fondo blanco, y los poco trascendentes en flechas sobre fondo oscuro. El lambda (X), o
tasa de crecimiento poblacional, es el parametro integrador que evalla la importancia de
cada interaccion sobre la invasion de C. thoermeri. El recuadro de lineas discontinuas
indica que las precipitaciones pueden modificar la magnitud de los efectos de las
interacciones y la matriz de sensibilidad de C. thoermeri. Para mas detalles del efecto de
las hormigas y R. conicus sobre el componente reproductivo de C. thoermeri, ver el
CAPITULO 3. Para mas detalles de los efectos de las hormigas y R. conicus sobre los
componentes de adecuacion y dinamica poblacional de C. thoermeri, ver el CAPiTULO 4.

LA INVASION DEL CARDO EN UN MARCO GLOBAL

El cardo C. thoermeri ha sido un modelo excelente para examinar hipétesis sobre
invasion de especies. Su rapido crecimiento, alto poder reproductivo, y capacidad de
formar bancos de semillas, lo hacen una maleza ideal (ideal-weed Hypothesis; Baker

1965). Ha invadido con rapidez a Estados Unidos, Canada, Australia, y Nueva Zelanda

(Jongejans et al. 2008); y sus poblaciones se encuentran en pleno crecimiento en dichos
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territorios (Tabla 5.1). Aqui evidencié que Argentina no es la excepcion a la regla. En el
NO de la Patagonia, las poblaciones de C. thoermeri se encuentran creciendo a tasas
similares a las observadas en otros territorios invadidos (Tabla 5.1). Notablemente, las
poblaciones de C. thoermeri decrecen en su distribucion nativa (Tabla 5.1), sugiriendo
que factores alli presentes —y ausentes en la distribucion invadida— pueden ser claves
para explicar el éxito de invasion del cardo. La hipdtesis del escape de enemigos
(enemy-release hypotesis; Maron & Vila 2001) afirma que las especies invasoras tienen
éxito porque dejaron atras sus enemigos naturales coevolucionados. De esta hipoétesis
deriva la idea de introducir controladores bioldgicos para manejar a las especies
exoticas. Asi, la introduccién del controlador biol6gico R. conicus en Argentina se
pensé que contendria la invasion de C. thoermeri. Sin embargo, R. conicus ha
demostrado no ser capaz de suprimir a C. thoermeri en su rango invadido; esto es asi
tanto en el NO de la Patagonia, donde R. conicus baja levemente el A de C. thoermeri
(datos de esta tesis), como en otros paises (Shea & Kelly 1998).

TABLA 5.1 Comparaciones de las tasas de crecimiento poblacional (A) del cardo C.

thoermeri en rangos invadidos vs. nativos. Los As indican si las poblaciones se
encuentran decreciendo (A < 1), estables (A= 1), o creciendo (A > 1).

Rangos invadidos Rango nativo
USA, Australia, Nueva Zelanda,  Argentina, Francia,
Kansas® Kybeyan! Midland! Bariloche’®  La Cavalerie®
A 1.74 1.20 2.68 1.54 0.60

! datos de Jongejans et al. (2008)

2 rango invadido estudiado en la presente tesis. EI A es el promedio de los As en Fig. 4.4
Para que una planta se torne invasora, esta debe ser capaz de resistir a los
antagonistas locales y de adaptarse a las condiciones del medio. Aqui demostre que los

pulgones y hormigas ordefiadoras nativas son antagonistas de C. thoermeri porque
reducen su adecuacion (proporcion de semillas viables), sin embargo, esto no se traduce

en un impacto negativo sobre el crecimiento poblacional de C. thoermeri. Asi, la
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resistencia bidtica por parte de la insectofauna local parece no limitar la invasion de C.
thoermeri. Las plantas locales, al competir por recursos, también podrian resistir la
invasion de C. thoermeri (Wardle et al. 1995). Carduus thoermeri es ademas una hierba
ruderal; el disturbio natural y/o antropico al reducir la competencia de las plantas
locales, liberar recursos, y promover el enterramiento de las semillas, es clave para su
establecimiento, crecimiento, reproduccion (Rauschert & Shea 2012). Asi, mantener los
ecosistemas naturales y semi-urbanos saludables y con un bajo nivel de disturbios,

posiblemente sea una buena estrategia para frenar la expansion de esta maleza exética.

FUTURAS DIRECCIONES

El servicio de defensa es solo uno de varios tipos de servicios que las hormigas proveen
a los pulgones. Las hormigas ordefiadoras ofrecen servicio de transporte de pulgones.
Las hormigas trasladan pulgones asegurandose que forrajeen en las zonas mas nutritivas
de las plantas, y ademas el traslado aumenta la dispersion de los pulgones e infestacidn
de nuevas plantas (Way 1963; Collins & Leather 2002). Las hormigas ordefiadoras
ofrecen servicios de limpieza. Al consumir la melaza de los pulgones las hormigas
impiden el desarrollo de hongos entomopatdgenos (Banks 1958; Rhainds & Messing
2005). Las hormigas ordefiadoras ofrecen servicios funerarios. Las hormigas quitan los
cadaveres de los pulgones evitando que se propaguen enfermedades entre los pulgones
(Nielsen et al. 2010). En mi sistema de estudio me enfoqué en el servicio de defensa y
demostré que este servicio es importante para los pulgones, pero esto no invalida que las
hormigas tambien hayan favorecido a los pulgones mediante otro servicio. En el campo
observé en repetidas ocasiones a hormigas D. tener cargando pulgones en sus
mandibulas; pulgones que estaban en algunas ocasiones vivos y en otras muertos. Esto

lo observe tanto en hormigas sobre las plantas como sobre el suelo. Posiblemente las
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hormigas transporten pulgones entre plantas para lograr ubicarlos en mejores sitios o
para infestar “deliberadamente” plantas sin pulgones y asegurase una mayor cantidad de
melaza a futuro. Los pulgones transportados muertos tal vez sean indicio del servicio
funerario de las hormigas, aunque no puede descartarse que las hormigas se encontrasen
depredando pulgones (Sakata 1995). Los cardos con una alta abundancia de pulgones
suelen tener acumulacion de melaza sobre los tallos y hojas cuando no son visitados por
hormigas. Mientras que la melaza no se acumula —o disminuye considerablemente—
cuando las plantas son visitadas por hormigas. Este patron podria explicarse por el
servicio de limpieza. Resta comprobar si el exceso de melaza es perjudicial para las
plantas y pulgones. Comprender los efectos positivos y negativos que tienen las
hormigas ordefiadoras sobre los pulgones y medir su contribucion relativa sobre las
tasas de crecimiento poblacional de los pulgones, es importante tanto desde un punto de
vista tedrico (i.e., comprender el papel que tienen las hormigas ordefiadoras sobre las
comunidades de insectos) como desde un punto de vista practico (i.e., comprender el
papel que tienen las hormigas ordefiadoras en sistemas artificiales, como huertas y
sistemas agricolas).

Parte de la importancia ecoldgica de las hormigas ordefiadoras radica en la gran
cantidad de efectos directos e indirectos que pueden tener sobre la comunidad de
artrépodos y plantas de la comunidad (Styrsky & Eubanks 2007; Clark et al. 2019). Si
bien el objetivo de esta tesis fue examinar los efectos indirectos de las hormigas sobre
las plantas exoticas, las hormigas también afectan a la comunidad de insectos de los
cardos, tanto por vias directas e indirectas. La hormiga D. tener expulsa de los cardos a
mariquitas y larvas de sirfido. Y con ello afecta indirectamente la abundancia de
pulgones sobre los cardos (ver CAPITULO 2). Sin embargo, hubo una especie de

mariquita (Cycloneda germainii, de 4 especies testeadas) y un tamafio de larva de
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sirfido (‘tamafio grande’, de 3 tamarfios testeados) que no fueron expulsados con éxito
por D. tener (Fig. 2.3 en CAPITULO 2). Las especies de mariquitas y larvas de sirfidos no
expulsadas por las hormigas podrian tener grandes beneficios al poder forrajear
pulgones en un escenario libre de competencia y poder alimentarse de una mayor
cantidad de pulgones. Las hormigas ordefiadoras también pueden afectar a las
poblaciones de pulgones al disminuir la tasa de parasitismo de los pulgones. Las avispas
parasitoides (Hymenoptera: Braconidae: Aphidiinae) ponen un huevo en el interior del
pulgdn; la larva emergente consume los tejidos del hospedador, y luego teje un capullo
y pupa en el interior del pulgon muerto, cuyo exoesqueleto se endurece y adquiere un
color marrén (momia). Las momias permanecen en la planta y son facilmente
identificables en algunas especies de pulgones, por lo que se han utilizado con éxito
para estimar las tasas de parasitismo. En C. thoermeri, la actividad de las hormigas
ordefiadoras es mayor y la tasa de parasitismo es menor cuando las plantas crecen en
suelos enriquecidos de nutrientes que cuando lo hacen en suelos no enriquecidos
(Lescano et al. 2012). Esto sugeriria que las hormigas ordefiadoras estan ahuyentando a
los parasitoides y disminuyendo el parasitismo de los pulgones. Pero son necesarios
mas experimentos para entender si es el incremento en la abundancia de hormigas —y no
un incremento en las defensas de los pulgones consecuencia indirecta del
enriquecimiento del suelo— lo que afecta la tasa de parasitismo de los pulgones. En
resumen, las hormigas ordefiadoras podrian afectar la composicion y abundancia de
especies del gremio de enemigos de pulgones.

Las especies depredadoras de pulgones difieren en sus estrategias de forrajeo y
defensa frente a las hormigas, y esto podria ser importante para explicar la composicion
del gremio de depredadores de pulgones en los parches de plantas con hormigas

ordefiadoras. Por un lado, las mariquitas adultas son activas en su busqueda de
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pulgones, viéndoselas con frecuencia caminar grandes distancias sobre una misma
planta y cruzar de una planta a otra. Por otro lado, las larvas tienen movimientos lentos
y generalmente permanecen en una misma planta. Los mecanismos de defensa de las
mariquitas y larvas de sirfido frente al ataque de las hormigas son también diferentes.
Los adultos y larvas de mariquita por lo general huyen o se arrojan de las plantas
cuando se sienten amenazadas. En caso de no poder huir expulsan una sustancia
amarillenta que disuade momentaneamente a los atacantes. Las larvas de sirfido cuando
son atacadas por otros insectos se tuercen sobre si mismas y expulsan de su boca una
gota que depositan sobre el atacante (Rotheray 1986). Esta sustancia pegotea los
miembros del atacante dificultdndole su movimiento (lakovlev & Reznikova 2019;
Detrain et al. 2017). Mostré que las larvas de sirfido grandes permanecen sobre las
plantas con hormigas, mientras que las larvas de tamafio medio o pequefio son
expulsadas con éxito por las hormigas. Posiblemente las larvas de sirfido grandes
expulsen més cantidad de esta sustancia pegajosa que las larvas de tamafio mediano o
pequefio. Asi, observeé a larvas de sirfido grandes dejar fuera de combate a ~15
hormigas ordefiadoras, mientras que las larvas medianas o pequefias eran rapidamente
removidas por las hormigas. La sustancia pegajosa podria tener ademas algun
compuesto irritante o neurotoxico, explicando su eficacia contra las hormigas (Detrain
et al. 2017). Finalmente, el costo de “caer” de una planta a causa de las hormigas debe
ser diferente para una mariquita adulta que para una larva de sirfido o mariquita.
Cuando una mariquita adulta cae al suelo esta puede rapidamente resguardarse en la
vegetacion contigua, evitando la exposicion a los depredadores del suelo y a las altas
temperaturas del suelo (en la estepa patagonica puede alcanzar los ~50 °C en verano).
Cuando una larva de sirfido o larva de mariquita cae al suelo estas se encuentran en un

gran riesgo. Sus lentos movimientos implican lentos desplazamientos y una mayor
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exposicion a los depredadores del suelo y a las altas temperatura del suelo. Ademas, sus
cuerpos blandos hacen a las larvas mas vulnerables a las caidas. Comprender si las
hormigas ordefiadoras tienen efectos diferenciales sobre los depredadores de pulgones
nos permitira comprender cdmo se estructuran las comunidades de insectos sobre las
plantas.

Para comprender el porqué de los efectos —o0 ausencia de efectos— de los insectos
sobre el A de C. thoermeri, se pueden realizar una serie de anélisis complementarios.
Los “experimentos de respuesta de la tabla de vida” (ERTV; LTRE, del inglés “Life
table response experiment”) (Caswell 2001) modificados para su uso con modelos de
proyeccion integral (MPI) (Ellner & Rees 2006), cuantifican cuanto de la diferencia del
A entre las poblaciones de C. thoermeri sin/con insectos es atribuible a las diferencias en
cada uno de los componentes de adecuacion subyacentes. Ademas, los MPI pueden ser
proyectados sobre un paisaje para producir un mapa de idoneidad de habitat (Merow et
al. 2014) y con ello se podria inferir zonas propicias de expansion de C. thoermeri en
Sudamérica y examinar si las interacciones del cardo con los insectos locales influyen

en su expansion geografica.
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Abstract. 1. Mutualism studies often focus on the service provided by single species,
while variation in benefits provided by multiple partners is less understood. Ant-aphid
food-for-protection mutualisms are suitable to study the implications of intra-guild
service variation because they often involve several ant species with varying levels of
aggressiveness.

2. We studied an aphid species and its associated ant guild to address whether
intra-guild defence variation against aphid natural enemies explains aphid performance
on plants (thistles). We surveyed plants with natural abundances of aphids associated
with different ant species and estimated aphid population growth. We conducted
confrontation experiments between ant species and aphid natural enemies (ladybugs and
hoverfly larvae). In plants patrolled by the most aggressive ant species, we determined
the ant’s probability of expelling aphid natural enemies and tested whether ant exclusion
affects the abundance of aphids and their natural enemies.

3. The ant Dorymyrmex tener was the most abundant and frequent species on plants
and the most aggressive against aphid natural enemies. Aphid populations grew faster on
plants patrolled by D. tener compared to plants patrolled by Camponotus distinguendus
or D. richteri. Field experiments confirmed that D. tener effectively expels aphid natural
enemies from plants. When D. tener was excluded, the density of aphids decreased,
while the abundance of aphid natural enemies increased.

4. The disruption of aphid predation by aggressive and numerically dominant ant
species is a determinant of aphid population dynamics. This study illustrates the impor-
tance of considering intra-guild service variation to better understand multi-partner
mutualisms.

Key words. Aphids, aphid natural enemies, aphid-tending ants, mutualism, population
growth, protection.

Introduction Madjidian et al., 2008), seed dispersal (Schupp, 1993; Ness
et al., 2006; Brodie et al., 2009), and protection against natu-
ral enemies (Rico-Gray & Thien, 1989; Del-Claro & Oliveira,
2000; Stanton, 2003; Clark & Singer, 2018). Variation in ser-
vice quality and/or quantity may result in variation in the shared
mutualist fitness (Palmer et al., 2010; Ford et al., 2015). There-

Mutualisms almost always include a diversity of partners that
benefit a shared mutualist with services that vary in qual-
ity and/or quantity (Stanton, 2003; Palmer et al., 2015). For
example, service variation has been described in mutualisms,

including pollination (Herrera, 1987, 1989; Morris, 2003;
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fore, to accurately determine the impact of mutualistic interac-
tions on partner population dynamics, it is necessary to identify
all service providers within the community and quantify their
effects on mutualistic partners. Furthermore, to fully understand
the ecological significance of these multi-partner mutualisms
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in nature, it is necessary to integrate several approaches. Thus,
behavioural assays may contribute information on the quality of
the services provided by mutualist partners, while field observa-
tions and experiments may allow the estimation of quantitative
features of the interactions as well as their impact on the mutu-
alistic partners’ fitness.

Protective associations are suitable systems to study the effect
of variation in service quality and/or quantity on mutualism.
First, these relationships are often facultative, resulting in
numerous species engaged in the interaction over time and
space (Pringle & Gordon, 2013; Clark & Singer, 2018). Second,
defence quality and/or quantity often vary within the guild of
protectors (Ness ef al., 2006; Miller, 2007; Clark & Singer,
2018). Third, characteristics associated with protection quality
and quantity (e.g. aggressiveness, abundance, and frequency) are
easy to measure and feasible to manipulate in experiments (Ness
et al., 2006; Detrain et al., 2017). Fourth, protected species are
often sensitive to defence service variation (Ness ef al., 2006;
Palmer et al., 2010).

Ant-aphid food-for-protection mutualisms are widespread
interactions that can be ‘keystone interactions’ with signif-
icant consequences on ecological communities and poten-
tial economic impact on crops (Styrsky & Eubanks, 2007,
Zvereva et al., 2010; Clark et al., 2019). Aphids, which are
phloem-feeders, excrete honeydew that is consumed by ants,
thus providing carbohydrates that support ant activity and colony
growth (Shik ef al., 2014; Wills et al., 2015; Wittman et al.,
2018). During aphid-tending, ant workers remain near aphid
colonies guarding them against aphid natural enemies (Stadler &
Dixon, 2008). These associations often involve multiple species
of protective ants, which may vary in their defensive capabil-
ities both qualitatively and quantitatively (Ness et al., 2006;
Mooney & Mandal, 2010; Senft et al., 2017). If a single ant
species in the guild is highly efficient in protecting aphids,
then it may reduce the abundance of natural enemies and thus
change the composition of the arthropod community (Chamber-
lain & Holland, 2009; Clark & Singer, 2018). Usually, highly
efficient aphid protectors tend to monopolise aphid honeydew
and are frequently the behaviourally and numerically domi-
nant species in the ant assemblage (Kaplan & Eubanks, 2005;
Grover et al., 2007).

In northwestern Patagonia (Argentina), the exotic aphid
Brachycaudus cardui (L.) (Aphididae: Macrosiphini; Figure
S1IB, C) feeds on exotic thistles (Carduus thoermeri Weinm.,
Asteraceae; Figure SI1A) where it is tended by native
aphid-tending ants (Lescano & Farji-Brener, 2011). The rela-
tionship between B. cardui and its associated ants is facultative
and generalised, which allowed us to find several ant species
engaged in aphid-tending (Lescano & Farji-Brener, 2011).
These ant species are readily distinguishable in the field (Figure
S1B-D) and show differences in aggressiveness towards other
insects on thistles (A. M. Devegili, pers. observation). Usually,
only one ant species visits a plant at a time (Lescano ef al.,
2014). Given that aphid natural enemies are abundant, diverse
(ladybugs, hoverfly larvae, and parasitoids), and co-occur with
ant species in thistle patches (A. M. Devegili, pers. observation;
Figure S1E-I), the dynamics of aphid populations may depend
on the particular tending ant species present on the plant. We

took advantage of this ecological scenario and performed a
comparative analysis along with field and behavioural exper-
iments that allowed us to evaluate comprehensively whether
variation in defence services provided by ant species affects
B. cardui populations. We hypothesised that protection by
tending ants is a major factor determining aphid popula-
tion growth on thistles. In particular, we expected that aphid
populations on thistles patrolled by the most aggressive and
efficient ant species would show the highest rates of population
growth.

Materials and methods
Study site and species

We carried out the study in northwestern Patagonia
(Argentina, 41.12°S; 71.22°W), in an area comprising herba-
ceous and shrub-steppe vegetation (Figure S1A). Climate is dry
and cold, with a mean annual temperature of 8 °C and mean
annual precipitation of 600 mm falling mostly during winter
(Dimitri, 1962).

Brachycaudus cardui is a small (1.9-2.3 mm long) green
aphid native to Europe, Asia, North Africa, and North America,
that occurs in dense colonies on stems and leaves of many
Asteraceae species (Blackman & Eastop, 2006). In north-
western Patagonia, B. cardui feeds on the exotic and invasive
C. thoermeri, reducing thistle seed output (Chalcoff et al.,
2019). Colonies of B. cardui are tended by different ant species,
which usually monopolise aphid-infested plants (Lescano
and Farji-Brener, 2011). In the study area, there were three
ant species tending B. cardui on thistles: Dorymyrmer tener
(Mayr, 1868) (Dolichoderinae; Figure S1B), Camponotus
distinguendus (Spinola, 1851) (Formicinae; Figure S1C), and
D. richteri (Forel, 1911) (Dolichoderinae; Figure S1D). These
ant species nest in the soil and/or under stones, but never
on thistles (A. M. Devegili, pers. obs.). The Dorymyrmex
genus comprises the numerically dominant ant species of the
Patagonian steppe (Farji-Brener eral., 2002; Sackmann &
Farji-Brener, 2006). Particularly, D. tener is the most abundant
ant species in the area and it is highly abundant in disturbed sites
and roadsides, where C. thoermeri also thrives (Farji-Brener
et al., 2002). Dorymyrmex richteri is the second most abundant
ant species in the area, but it is less frequent in disturbed areas
compared to D. tener (Farji-Brener et al., 2002). C. distinguen-
dus is mainly found in scrublands preying on insects on trees or
shrubs (Farji-Brener ef al., 2002), but this opportunistic species
is also found tending aphids on the steppe vegetation (A. M.
Devegili, pers. obs.). The defensive roles of these three ant
species against aphid natural enemies are currently unknown.
The natural enemies of B. cardui in thistle patches include lady-
bugs, such as Hippodamia variegata (Goeze, 1777), Cycloneda
sp., Eriopis sp., and Harmonia axyridis (Pallas, 1772) (Figure
S1E-H), as well as hoverfly larvae: Allograpta sp. and Syrphus
sp. (Figure S1I). Since identifying hoverfly species at the egg
and larval stages was difficult, we did not distinguish hoverfly
species in the analyses.

© 2020 The Royal Entomological Society, Ecological Entomology, doi: 10.1111/een.12904



Field pattern: Ant identity and abundance versus. aphid
p§uulati0n growth

To determine the effect of aphid-tending ants on aphid popula-
tion growth, in a thistle patch of 200 X 4 m we marked plants and
characterised the ant and aphid assemblage every 15 days during
3 months (i.e. six surveys). We sampled plants during late spring
and early summer (November—January), the seasons when the
insect species in the study system are fairly abundant. To esti-
mate aphid abundance on thistles, we counted the aphid groups
on a plant and multiplied this number by the average number
of individuals per group. To estimate the average number of
aphids in a group, we took photographs of different aphid groups
(n = 60) and counted individuals with Image] software (Schnei-
der et al.,2012). We estimated aphid population growth with the
intrinsic rate of increase (r),

In(aphid abundance, ) — In(aphid abundance, )
B (tf - fi)

r

[}

where #; and 1, are the final and initial time of the sampling
period, respectively. Values of >0, r =0, and r <0 indicate
that aphid population is increasing, stable or decreasing, respec-
tively (Begon et al., 2006). The intrinsic rate of increase follows
an exponential growth model, which assumes that resources are
unlimited for aphid populations. Several observations support
that this assumption is met in our system. First, thistles are abun-
dant in the study area, representing a large source of food and
space for aphids (Figure S1A). Second, thistles are available dur-
ing the whole life cycle of B. cardui. Third, thistles showing high
levels of aphid infestation, i.e. plants with all stems covered with
aphids, were uncommon (<3% of the plants surveyed).

In all the thistle surveys, we determined whether plants
were occupied by ants, identified ant species, and counted ant
workers. Aphid-infested plants that were found to host a single
ant species in >50% of the surveys, and otherwise were ant-free,
were categorised as occupied by this particular ant species
(D. tener: n=41, C. distinguendus: n =25, and D. richteri:
n = 24). Thistles with aphids but lacking ants during the whole
survey were categorised as ‘aphid-infested plants without ants’
(n = 34; see Supporting Information for more details on how we
determined the ant-guarding state). To estimate the abundance
of ants on thistles, we averaged the six ant counts coming from
the six plant surveys. Surveyed thistles were (i) close to each
other, (ii) naturally interspersed in the area, and (iii) similar
in size and other characteristics (Table S1); therefore, it can
be safely assumed that plant quality was similar in all groups.
As a consequence, we assumed that the initial conditions of
aphid-infested thistles were similar for all ant species and that
variation in aphid population growth rates depended on the
differences in defence services provided by each ant species.
To examine the relationship between ant identity and aphid
population intrinsic rate of increase (r), we performed a one-way
ANOVA including aphid-infested plant status as a four-level
factor: (i) without ants, (ii) occupied by D. tener, (iii) occupied
by C. distinguendus, or (iv) occupied by D. richteri. To examine
the relationship between ant number and r, we used correlation
tests for each species (Pearson’s product—moment correlation;
Puth et al., 2014). In this regard, we further fitted linear and
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nonlinear regression models (g/m and drm functions from stats
and drc packages; Ritz et al., 2016), and searched for possible
threshold values (davies. test function from segmented package;
Muggeo, 2008). Among the nonlinear models, we particularly
tested saturation functions, which have proven effective in
describing the relationship between defence quality and quantity
(Ness et al., 2006). To choose the best regression model, we
used the Akaike Information Criterion (AIC) and Bayesian
Information Criterion (BIC) (Kuha, 2004). Analyses were done
in R (R Core Team, 2016).

Ant aggressiveness in the lab: Pairwise encounters with aphid
natural enemies

To quantify the agonistic behaviours displayed by
aphid-tending ants, we observed pairwise interactions between
ants and aphid natural enemies (adult ladybugs and hoverfly
larvae). In a steppe area next to the study site, we collected ant
workers directly from thistles using an insect aspirator (~200
ants per species). To account for colony variation in ant aggres-
siveness, we collected ants from thistles that were at least 30 m
apart (5-8 thistles per ant species). This distance was sufficient
to assume that ants occupying thistles came from different
colonies (see Supporting Information for more details). We
took ants to the laboratory and housed them in plastic contain-
ers (10x8x5cm). We separated ants by species and colony
(i.e. the thistle from, which they were collected). Ants had free
access to water, sugary water, and were fed one Tenebrio molitor
larva daily. Likewise, we collected from thistles adult ladybugs
(Hippodamia variegata: n =23, Cycloneda sp.: n =29, and
Eriopis sp.: n = 34) and hoverfly larvae (n = 91), and took them
to the laboratory where they were kept in plastic containers
(10x 8 x5cm). Ladybugs and hoverfly larvae had free access
to water (moistened cotton) and were fed aphids (B. cardui)
ad libitum. We housed ladybugs according to species identity.
The confrontation arena was a 3 cm-diameter container with a
mobile septum that divided the arena into two compartments,
thus isolating the ant and the aphid natural enemy before the
encounter. To further elicit ant defensive behaviour, we fitted
at the base of the arena a filter paper marked with the odour of
the tested ant species. The filter paper was placed 24 h before
the encounter inside the target colony container together with a
piece of thistle stem infested with B. cardui. Each confrontation
test lasted 4min (n =27-31). Following a habituation time
of 1 min, we removed the septum and video-recorded (x20
magnification) the confrontation for the remaining 3 min. To
characterise ant defence efficiency, we measured the time to
first contact with the aphid natural enemy (hereafter, encounter
time). We identified six ant behaviours from the recordings: (i)
‘escape’, following contact the ant flees in opposite direction;
(ii) ‘antennation’, antennae placed onto the aphid enemy for
more than 2s; (iii) ‘threat’, ant standing still with mandibles
open and antennae slightly extended towards the aphid enemy;
(iv) ‘short bites’, sudden attack with brief bites (less than 25s);
(v) ‘long bites’, persistent biting (more than 2s) of any part of
the aphid enemy body; and (vi) ‘gaster flexing’, ant bends its
gaster towards the aphid enemy, releasing a repellent substance

© 2020 The Royal Entomological Society, Ecological Entomology, doi: 10.1111/een.12904
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(Video S1). Then, we scored ant aggressiveness using the
f&llowmg index: ;
X frequency;xbehaviour;

Aggressiveness index = —————,

X frequency;

in which ‘frequency’ is the occurrence of each interaction in a
trial and ‘behaviour’ is a constant that weights the aggression
intensity (‘escape’ = —1, ‘antennation’ = 0, ‘threat’ = 1, ‘short
bites” = 2, ‘long bites’ = 3, and ‘gaster flexing’ = 3). A nega-
tive, zero, or positive aggression index means that ants exhibit
(on average) elusive, neutral, or aggressive behaviours towards
aphid natural enemies, respectively. To increase sample size, we
did not distinguish ladybug species and hoverfly sizes in the
analyses. To analyse the encounter time of ant species with lady-
bugs or hoverfly larvae, we used a generalised linear model with
a negative binomial distribution (function glm.nb from R pack-
age ‘Mass’; Ripley et al., 2013). To compare the aggressiveness
indices between the three ant species, we used a linear mixed
effect model (LME) with ant species as a fixed factor and this-
tle plant (i.e. colony identity) as a random factor. To build LME
we used function /mer from package ‘lme4’ (Bates et al., 2015).
Analyses were done in R.

Ant defence service in the field: Interactions between ants,
aphids, and their enemies

We used the ant species with the highest aggressiveness index
(D. tener, see Section 3) to test in natural conditions whether
ants deter aphid enemies and affect aphid populations on plants.
We selected thistles (n = 30) patrolled by D. fener and infested
with B. cardui. In each plant, we selected two similar stems:
in one stem ants were left undisturbed (control) and in the
other stem ants were excluded (ant exclusion). To exclude ants,
we wrapped the base of the stems with duct tape (Ductac®),
gently coated the tape with lithium grease (Lubrigras®), and
removed the remaining ants with an insect aspirator. In each
stem, we selected an aphid group and, with a permanent marker,
drew a spot on the stem at 2cm distance from the aphid
group that served as reference. We then gently placed on the
spot the ladybugs or hoverfly larvae, which were transferred
singly using soft tweezers (Video S2). Each experiment lasted
5 min, and the aphid natural enemy was considered successfully
deterred when it was ejected from the plant or killed by ants.
Conversely, we considered an ejection unsuccessful when the
aphid enemy stayed at the plant during the whole trial. We
used four ladybug species, Eriopis sp. (ants present: n =23,
ants excluded: n=16), H. variegata (ants present: n =23,
ants excluded: n = 14), Cycloneda sp. (ants present: n = 20,
ants excluded: n = 15), and H. axyridis (ants present: n = 20,
ants excluded: n = 11), and the larvae of two hoverfly species
(ants present: n =30, ants excluded: n=19). Because the
aggressiveness of ants towards hoverfly larvae depends on the
larval size (Detrain et al., 2017), we categorised hoverfly larvae
into three size groups: (i) small: <4 mm long, (ii) medium:
4-10mm, and (iii) large: >10mm, and performed analyses
accordingly. Ladybug species differed in size (Figure SIE-H),
but we did not consider size as a covariate in the analysis because

it showed negligible variation at the within-species level. To
analyse the probability for aphid enemies of being ejected from
the plant, we used a generalized linear model (GLM) with
binomial error distribution.

To evaluate the defence service provided by the ant D. tener
to the aphid B. cardui, we excluded ants from stems, surveyed
aphid populations, and counted aphid enemies. We identified
thistle plants (n =30) infested with B. cardui and patrolled
by D. tener. In each plant, we selected two similar stems and
randomly assigned one of them to the ant exclusion treatment
(ants were excluded as described above), and the other stem
served as control (free access to ants). In each stem, we marked
one aphid group and took photographs of the aphids (from all
cardinal points) every 5days during 20 days; then we counted
individuals with ImageJ software (Schneider et al., 2012) and
calculated aphid density dividing the number of individuals by
the area occupied by the aphid group (stem surface with aphids:
27 X stem radius X stem height). We also counted the number of
(i) adult ladybugs, (ii) hoverfly larvae, and (iii) hoverfly eggs.
Finally, to assure that the effects of the ant exclusion treatment
on aphids and aphid natural enemies were actually caused by
the lack of ants, on the 15th day we allowed ant access to
half of the ant-excluded stems (n = 15; hereafter, ‘ant exclusion
reversion’ treatment). Using sisal yarn, we made artificial
bridges that connected the ant-excluded stem and the adjacent
stem with ants; this procedure was proven effective earlier
(Lescano et al., 2015). To analyse the effects of ant exclusions
on aphid density and abundance of ladybugs, hoverfly larvae,
and hoverfly eggs, we fitted generalised linear mixed models
(GLMM, function glmmadmb from R package ‘glmmADMB’;
Skaug et al., 2014) with stem treatment as a fixed factor (levels:
control and ant exclusion) and plant identity as a random factor;
we used negative binomial error distribution for aphid density
and Poisson error distribution for the abundance of ladybugs,
hoverfly larvae, and hoverfly eggs. In the 20th day, we compared
ant exclusion and ‘ant exclusion reversion’ treatments with a
zero-inflated regression model (function zeroinfl from R package
‘pscl’; Jackman et al., 2017). All the analyses were done in R.

Results

Field pattern: Ant identity and abundance versus. aphid
population growth

Among aphid-tending ants, D. fener occupied and patrolled
thistles with higher frequency and abundance than C. distinguen-
dus and D. richteri (Table 1). Ant identity affected the intrinsic
rate of increase of aphid populations (r) (ANOVA, F5 53 = 11.5,
P <0.001), with aphid populations increasing at a higher rate
on plants hosting D. tener (r = 0.06 +0.004 day~', mean + SE)
than on plants hosting C. distinguendus (0.03 +0.006), D. rich-
teri (0.03+0.005) or lacking ants (0.003 +0.007) (Fig. 1a).
The relation between the number of D. tener ants and r
was statistically significant, positive (Pearson correlation test,
1=3.2,P=0.002, r=0.47; GLM, t = 3.2, P = 0.003), and lin-
ear (Fig. 1b; Table S2); no threshold points were found for the
linear relationship. Neither C. distinguendus nor D. richteri ant
numbers showed an association with r (Fig. 1b).

© 2020 The Royal Entomological Society, Ecological Entomology, doi: 10.1111/een.12904



Table 1. Comparison of defence features of the aphid-tending ant
sgcies Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, and D. richteri.
Within rows, values that share the same lowercase letter are not
significantly different (Tukey test, following GLMs and linear mixed
effects).

D. tener C. distinguendus ~ D. richteri
(mean +SE) (mean + SE) (mean + SE) P
Defence quantity
Occupancy 83 +3a 60 +4b 55+4b 0.03
percentage*
Abundance? 20.3+27a 54+09b 23+0.3c <0.001
Defence quality
Aggressiveness 1.8 +0.1a 0.2 +0.1b -0.3+0.1c  <0.001

index:i

*The same plant in six surveys.

‘Average number of ants in six plant surveys.

iAverage aggressiveness towards ladybugs or hoverfly larvae; values range from
—1 (avoidance behaviour) to +3 (aggressive behaviour)

Ant aggressiveness in the lab: Pairwise encounters with aphid
natural enemies

Ant species differed in their encounter time with aphid natural
enemies, with D. fener contacting ladybugs (GLM, z* = 34.01,
P <0.001) or hoverfly larvae (x> =28.81, P<0.001) faster
than C. distinguendus and D. richteri (Fig. 2a, d). Dorymyrmex
tener showed a high frequency of aggressive behaviours,
such as ‘threat’, ‘short bites’, ‘long bites’, and ‘gaster flex-
ing’, while C. distinguendus and D. richteri showed a high
frequency of passive behaviours, such as ‘escape’ and ‘anten-
nation’ (Fig. 2b, e). Accordingly, ant species differed in their
aggressiveness index (Table 1), with D. fener being the most

Ant defence explains aphid population growth 5

aggressive ant towards ladybugs (LME, y> = 88.8, P <0.001;
Fig. 2c) and hoverfly larvae (LME, y>=348.0, P<0.001;
Fig. 2f).

Ant defence service in the field: Interactions between ants,
aphids, and their enemies

The number of D. fener was positively associated with
ejection probability for ladybugs in three of the four ladybug
species (GLM, Eriopis sp.: z=2.84, P =0.004; H. variegata:
z=3.09, P=0.002; H. axyridis: z=3.02, P=0.003; and
Cycloneda sp.: z=1.72, P =0.08) (Fig. 3a). The number of
D. tener was positively associated with ejection probability for
hoverfly larvae in two of the three size categories (GLM, small
size: z=2.11, P = 0.03; medium size: z = 2.26, P = 0.02; and
large size: z = 1.60, P = 0.10) (Fig. 3b). Neither adult ladybugs
nor hoverfly larvae dropped from thistles when placed on
ant-excluded stems.

Aphid density was higher on stems with the ant D. tener
than on stems with ant exclusion (GLMM, LR y* = 108.66,
P<0.001) (Fig.4a). The average number of ladybugs and
hoverfly larvae was lower on stems with the ant D. fener than
on stems with ant exclusion (GLMM, ladybugs: LR y* = 10.70,
P =0.0011, hoverfly larvae: LR y> = 15.48, P < 0.001) (Fig. 4b,
c¢). The ‘ant exclusion reversion’ caused an increase in aphid
density (Zero-inflated, z=2.462, P=0.014) (Fig.4a), a
decrease in the number of hoverfly larvae (z = 2.562, P = 0.024)
(Fig. 4c), and despite the abundance of ladybugs did not change
(z=0.081, P =0.94), it also showed a tendency to decrease
(Fig. 4b). Likewise, the number of hoverfly eggs was lower
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Fig. 1. Field pattern: ant identity and abundance versus aphid population growth. (a) Boxplots of aphid population intrinsic rate of increase (r, day~")
on plants occupied by different ant species. Aphid-infested plants without ants are labelled as ‘NoAnt’ (white box). Aphid-infested plants with ants
are labelled with the ant species name: Dorymyrmex tener (D. tener, red box), Camponotus distinguendus (C. dist., black box); D. richteri (D. richt.,
grey box). Boxplots sharing lowercase letters above error bars are not significantly different (P> 0.05, Tukey tests following One-way ANOVA). (b)
Relationship between ant abundance (average number of ants in six plant surveys) and aphid population intrinsic rate of increase (r, day=") for the three
aphid-tending ant species. The shaded area is the standard error of linear regression. **P < 0.01; n.s.: not significant. [Colour figure can be viewed at
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Fig. 2. Pairwise encounters between aphid-tending ants and aphid natural enemies. Encounter time of ant species with ladybugs (a) and hoverfly
larvae (d). Relative frequency of each ant behaviour towards ladybugs (b) and hoverfly larvae (e); ant behaviours increase in aggressiveness from left to
right. Aggressiveness indices of ant species towards ladybugs (c) or hoverfly larvae (f). Dots and whiskers represent Mean + SE. Lowercase letters on
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distinguendus: D. richt. (grey) =

on stems with the ant D. fener than on stems with ant exclu-
sion (GLMM, LRy = 78.56, P<0.001), and the number of
hoverfly eggs decreased after the ‘ant exclusion reversion’
(Zero-inflated, z = 2.346, P = 0.019).

Discussion

Within mutualist guilds, service providers of different quality
and quantity are expected to be found exerting differential
effects on shared mutualists. Understanding this variation may
yield insights into the ecological dynamics of mutualisms (Stan-
ton, 2003; Palmer et al., 2015). In the studied aphid-tending
ant guild, both defence quality and quantity were important to
explain the aphid population growth rate. Concerning defence
quality, a particular ant species, D. tener, was by far the most
aggressive species towards aphid natural enemies in laboratory
confrontation experiments and in the field, where D. tener effi-
ciently expelled aphid natural enemies from thistle host plants;
the other ant species, C. distinguendus and D. richteri exhibited
little aggressiveness. Likewise, quantitative aspects of defence
were clearly different among ant species, with the aggressive
D. tener being more abundant and frequent on thistles than the
other ant species. Furthermore, the experimental exclusion of
D. tener caused an increase in aphid density and a decrease
in the abundances of aphid natural enemies, evidencing that
defence provided by D. tener is the main cause of increased
aphid population growth rate. Collectively, results support the

D. richteri. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com].

notion that evaluations of defence quality and quantity can accu-
rately predict, which ant species is the best aphid protector in the
community. Moreover, this study illustrates the importance of
integrating behavioural assays with ecological analyses to better
understand the impact of multi-partner associations in nature.
Defence quality has been shown to be important in other
food-for-protection associations between ants, plants, and
homopterans, in which usually the best protectors were com-
petitively dominant ant species that exhibited aggressive
behaviours towards other arthropods in the community (Grover
etal., 2007; Fagundes et al., 2017; Clark & Singer, 2018).
Variation in service quantity, which stems from differences in
abundances and frequencies of the mutualist partners, may also
be important in determining the population dynamics of mutu-
alists (Palmer et al., 2010). We showed that D. tener is the most
abundant and frequent ant visitor of thistle plants and that its
numerical dominance played an important role in the mutualist
interactions studied. Thus, D. fener abundance was associated
with both the probability of expelling aphid natural enemies
from plants and aphid population growth, which supports the
idea that — together with service quality — service quantity
may determine the outcome of aphid protection against natural
enemies. Aphid natural enemies are abundant, diverse (e.g. lady-
bugs, hoverfly larvae, and parasitoids), and with different attack
strategies. A high density of attending ants may increase the
chances of killing or expelling aphid enemies, even if they are
initially resistant to ants, and may also decrease the encounter
time of aphid enemies. The latter is particularly important with

© 2020 The Royal Entomological Society, Ecological Entomology, doi: 10.1111/een.12904



- N

\
|
% 1
|
|

o
@
|
o
=3
<
=3
e ~
a
w
~

=]
@

|
~

------ Eriopis sp.

= — Hippodamia variegata
--------- Cycloneda sp.
----- Harmonia axyridis

All species pooled

o
IS
1

o
)
|

Probability of being expell&d! ’):

0.0~ D. tener/" 'Q
[ I T I I T I 1

(B 0 5 10 15 20 25 30 35
8109 e m ==
2.1 ¥ ~
x 0.8 Ve
i hoverfly 7
E‘ 06 - larvae p 7
[
Q 7/
—
© 0.4 - = = Small size
> | L e Medium size
= -=—-=— Large size
a 0.2 —— All sizes pooled
3
o
~ -
a 00 D. tener)’ E

[ T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Number of ants

Fig. 3. Ant number and expulsion of aphid natural enemies. Relation-
ship between the number of Dorymyrmex tener ants tending aphids and
the probability for aphid natural enemies (a, Ladybugs; b, Hoverfly lar-
vae) of being expelled from thistle stems. Relationships were tested
with univariate logistic regressions. Black curves = significant regres-
sion; grey curves = non-significant regression. [Colour figure can be
viewed at wileyonlinelibrary.com].

ladybugs, which are active and voracious predators that can
decrease aphid populations in a short time (Beltra ef al., 2018).
Although increased ant number may be positively associated
with aphid protection, a high number of attending ants could
also be detrimental if increased tending intensity imposes a cost
on aphids (Yoo & Holway, 2011). Interestingly, we found that
D. tener abundance was positively associated with aphid popu-
lation growth in a linear fashion, suggesting that a high level of
ant attendance is not costly for aphids and that defence quantity
provided by ants may not necessarily compromise defence
quality.

Although mutualisms are usually considered pairwise ben-
eficial associations, a more realistic approach considers them
as beneficial interactions between guilds of multiple partner
species (Stanton, 2003; Palmer et al., 2015). Interestingly,
here the aphid-tending ant assemblage did not behave as a
mutualist guild. Thus, only the aggressive and abundant ant
species increased aphid fitness, i.e. acted as a “true” mutualist,
while the subordinate ant species did not affect aphid fitness,
i.e. behaved as commensalists (we verified that all three ant
species consume aphid honeydew). Losing control of aphids
and plants from rival ants can be costly to the ant colony,
even more so than the cost associated with aphid predation
by natural enemies (Phillips & Willis, 2005). Therefore, in
multi-partner associations, dominant ant species are often
found monopolising the mutualistic interaction with aphids and
decreasing the abundance of subordinate ant species (Bliithgen
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and hoverfly larvae (c). Red curves represent thistle stems with D. tener
(n = 30) and black curves represent thistle stems in which D. tener was
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nificant differences between ant exclusion and ‘ant exclusion rever-
sion’ treatments. Dots and whiskers represent mean + SE. **P <0.01;
*#%P <0.001. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com].

& Fiedler, 2004; Grover et al., 2007; Wilder etal., 2013).
In fact, previous studies in the study system showed that
aphid-tending ants usually monopolise aphid-infested thistles
and exhibit nocturnal defensive behaviours to secure thistles
and aphid honeydew (Lescano ef al., 2014, 2015), suggesting
that interspecific competition within the aphid-tending guild is
significant.

Although the most aggressive and abundant ant species
acted as the only mutualist in the aphid-tending ant guild, this
interaction might shift to either commensalism, parasitism, or
predation. For example, if the abundance of aphid enemies
decreases considerably, the best aphid protector would continue
to benefit from sugary rewards while aphids obtain negligible
benefits. This scenario could result in commensalism if ants
do not disturb aphids, or shift to parasitism if honeydew con-
sumption imposes a cost on aphids (Cushman & Whitham,
1989; Stadler & Dixon, 1998; Vantaux et al., 2015). Ant-aphid
mutualisms may even shift to predation if aphid abundance
increases dramatically, and thus aphid honeydew provision
exceeds ant requirements; under this scenario, ants may start
preying on aphids to maintain the sugar: protein balance in the

© 2020 The Royal Entomological Society, Ecological Entomology, doi: 10.1111/een.12904
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diet (Sakata, 1994). Finally, reduced interspecific competition
@ithin the aphid-tending ant guild, for example in plant patches
lacking the aggressive (and mutualistic) ant species, could
cause behaviourally passive (and so far commensalistic) ant
species to increase in abundance and probably start providing
actual protection to aphids, despite fitted lines in Fig. 1b would
suggest otherwise. This could occur since an increase in ant
number can enhance ant aggressiveness towards other insects
(Tanner, 2006, 2008) and improve the detection of aphid natural
enemies. In summary, the ecological scenario may influence
the actual role of aphid-tending ants as aphid mutualists in the
community.

By combining behavioural assays with field experiments and
observations, we showed that defence quality and quantity vary
within an aphid-tending ant guild and that this variation is
associated with aphid population growth. We found that only
the most aggressive and abundant ant species increased aphid
fitness, thus behaving like a true mutualist, while subordinate,
behaviourally passive ant species had no effect on aphid fitness
and thus behaved as commensalists. Knowledge of which ant
species actually behave as aphid mutualists are critical since
ant-hemiptera associations are often ‘keystone interactions’
(Styrsky & Eubanks, 2007; Zhang et al., 2012) with far-reaching
consequences for the communities in which they are embedded
(Kaplan & Eubanks, 2005; Clark et al., 2019). In this regards
the present study contributes to our understanding of the effects
of defence service variation on aphid populations, which will
enhance our ability to predict the ecological consequences of
ant-aphid mutualisms.
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Fig. S1. Study system. Photographs of a Carduus thoermeri
patch and thistle plants with aphid-tending ants (Dorymyrmex
tener, Camponotus distinguendus, or D. richteri), aphids
(Brachycaudus cardui), or aphid natural enemies (ladybugs and
hoverfly larvae).

Table S1. Comparison of Carduus thoermeri traits (height,
stem number, and inflorescence number) and aphid initial
abundance under two natural conditions: i) ant-guarded thistles
(Dorymyrmex tener, Camponotus distinguendus, or D. richteri)
and ii) unguarded thistles (without aphid-tending ants).

Table S2. Rankings and goodness of fit of null, linear, and
nonlinear models linking Dorymyrmex tener abundance and
aphid population growth rate.

Video S1. Ant behaviours used to characterise the aggressive-
ness of ant species towards aphid natural enemies.

Video S2. Response of the most aggressive ant species to the
intrusion of a ladybug into an aphid-infested thistle stem.
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