Respuesta a los comentarios de los revisores sobre el manuscrito “La defensa de Passiflora caerulea por hormigas reduce el número de huevos y larvas de Agraulis vanillae pero no el daño por herbivoría” de Simonetti & Devoto
Agradecemos a los revisores por el trabajo que se han tomado al revisar en detalle nuestro manuscrito y por los numerosos comentarios y sugerencias que realizaron. Creemos que el trabajo ha mejorado notablemente como resultado de incorporar las sugerencias, particularmente el uso de un enfoque analítico mucho más apropiado al diseño experimental y la naturaleza de los datos.

Se incluyen los comentarios de los revisores y a continuación nuestra respuesta.

Revisor 1
Si bien el primer párrafo de la introducción comienza hablando de las relaciones mutualistas y antagonistas en general, se focaliza principalmente en estas últimas. Sería más adecuado centrar dicho párrafo en el mutualismo planta-hormiga o al menos no darle tanto peso a las relaciones antagonistas. Sumado a ello, considero que ciertas secciones de la introducción aportan mucha información descriptiva que se va mencionando en oraciones sueltas por lo que la lectura se vuelve poco fluida.
Se reescribió la Introducción siguiendo las sugerencias del revisor.

La descripción del sitio de estudio me parece excesiva, quizás podría evitarse el detalle de la descripción de las distintas zonas.
Se eliminó esta descripción de la sección M&M

Dentro del subtítulo Especies focales se debería agregar un párrafo donde se describan brevemente algunas características del ensamble de hormigas que se espera encontrar en las plantas
Se agregó información respecto de las hormigas que se esperaba encontrar (líneas 102 a 105).

El estudio se llevó a cabo entre septiembre de 2011 y marzo de 2012, sin embargo solo se realizaron 9 visitas a cada planta, explicar dentro de qué período específico se realizaron las visitas y justificar. Además, dichas visitas fueron realizadas semanalmente, explicar cómo se relaciona la separación temporal con el conocimiento de la biología de las mariposas (por ejemplo los huevos eclosionan luego de tres días de colocados en la planta). También sería conveniente mencionar y justificar el horario en el que se realizó la toma de datos ya que eso podría influir en la cantidad y las especies de hormigas presentes en la planta focal.
Se incluyó en la sección de Métodos la información sugerida (líneas 157 a 166).

Respecto a la medición del daño por herbivoría por favor explicar si fue medido al final del experimento o en cada uno de los 9 muestreos, esta información es importante ya que es de esperar que el daño por herbivoría sea acumulativo.
Este punto se aclaró en las líneas 161-162. Además, se analizó si el daño por herbivoría resultaba acumulativo (líneas 235-237; Figura S1) lo que contribuyó a interpretar los resultados obtenidos (líneas 309-311).

En cuanto al análisis de los datos, y teniendo en cuenta que el diseño de muestreo es en bloques considero que se debería utilizar un análisis estadístico que contemple el hecho de tener muestras pareadas (entiendo que el modelo log lineal no contempla). Asimismo, no se tiene en cuenta que los muestreos son repetidos en el tiempo ya que se consideraron independientes unos de otros, esto debería estar justificado o de lo contrario se debería realizar un análisis que contemple el hecho de que las mediciones sean repetidas en el tiempo (ej. Modelos lineales generalizados, que a su vez permite incluir respuestas no normales como Poisson para los datos de conteos).
Siguiendo la muy atinada sugerencia del revisor, se cambió completamente el método de análisis de los datos. Se utilizó un modelo lineal generalizado mixto que considera todos los aspectos señalados: diseño pareado, medidas repetidas en el tiempo, y datos no normales (líneas 168-180).

La figura 1 podría ir al anexo ya que no responde al objetivo sino que simplemente confirma que el tratamiento de exclusión fue exitoso. Pese a que no se encontró asociación entre el número de hormigas y el número de larvas sería conveniente agregar en el texto una figura que muestre dicha información. Lo mismo para la relación entre las hormigas y el daño por herbivoría.
Se eliminó la figura correspondiente. Sin embargo, se incluyó en la nueva Figura 1 (pág. 12) un panel que muestra la variación en la efectividad del tratamiento en mantener diferencias entre plantas en el número de hormigas ya que se considera importante para interpretar los resultados del experimento.

Otro aspecto que debería ser mejorado es la fluidez de la discusión. Quizás se pueda lograr quitando los subtítulos de dicha sección, y que por ejemplo en lugar de mencionar las limitaciones del trabajo en un párrafo aparte utilizar dichas limitaciones como posibles explicaciones de los resultados contrarios a lo esperado. La misma sugerencia vale para la sección Preguntas pendientes para futuros estudios. Sumado a ello, sugiero reestructurar la discusión intentando mantener el orden del primer párrafo y chequear que, además de comentar los principales resultados, estos sean comparados con resultados de trabajos previos que hayan abordado la temática.
Siguiendo las sugerencias del revisor se reestructuró y reescribió enteramente la Discusión con el objetivo de mejorar la fluidez de su lectura. Se eliminaron subtítulos y se fusionaron las secciones de “Limitaciones” y de “Preguntas pendientes” con el resto de la discusión.

Revisor 2
Mi mayor preocupación es en el análisis de datos, pues lo más intuitivo hubiera sido comparar plantas con hormigas y sin hormigas, y contando número de larvas por hoja (para corregir por tamaño de la planta). Se pueden presentar los datos por periodo de muestreo, especialmente si hay un pico de oviposición, o por especie de hormiga, por si hay un efecto del comportamiento de las hormigas (el comportamiento de Crematogaster es muy diferente del de Solenopsis, por ejemplo).
Siguiendo la sugerencia del revisor se modificó el análisis de manera de comparar los tratamientos con y sin hormigas (línea 176). Se explicó más claramente en la sección Métodos que el conteo de larvas fue en el mismo número de hojas por planta (10 hojas, líneas 161-162) y en plantas de tamaño similar (líneas 148-151) de manera que el tamaño de la planta no sesgue los resultados. Debido a que los otros dos revisores sugirieron no dividir subjetivamente los períodos de muestreo se optó por eliminar del manuscrito la presentación de los datos por período de muestreo. Debido a que no se registraron las abundancias relativas de cada especie de hormiga ni sus comportamientos estos aspectos se resaltaron en la Discusión como limitaciones a considerar en futuros estudios (líneas 259-262 y 283-285).

También, si cada planta la observaron nueve veces, entonces cuál conteo usaron? La suma? Valdría la pena incluir en la discusión si el primer periodo de muestreo (que es dónde si observaron una relación inversa entre número de hormigas y número de huevos) coincide con algún pico en la época de oviposición de esas mariposas? o tal vez con la presencia de algún tipo de hormiga?
Se aclaró en la sección de Métodos que los nueve conteos se consideran medidas repetidas y se incluyeron individualmente -no sumados- en el análisis (junto con un factor que considera este aspecto; líneas 194 y 195).

Para todos los resultados debería existir un gráfico, en lugar de la tabla de contingencia que está dada en Anexos.
Siguiendo la sugerencia del revisor se incluyeron en la Figura 1 (pág. 12) los gráficos correspondientes a la puesta a prueba de cada predicción.

El Título no refleja lo que encontraron en el estudio.
Se modificó el Título de manera de reflejar el principal resultado del estudio

La descripción del sitio de estudio puede ser más breve.
Se abrevió la descripción del sitio de estudio eliminando el detalle de las zonas.

Podrían incluir las especies de hormigas
Se incluyó esta información en la sección de Resultados (líneas 206-208).

La subfamilia es “Pseudomyrmicinae”, no “Pseudomirmycinae”
Se corrigió el nombre (línea 208)

Figura 1: es mejor presentar estos datos de promedios como un gráfico de boxplot, que con un gráfico de barras. Esta Figura podría eliminarse si incluyen en el texto la mediana y el rango inter-cuartiles, ya que solo demuestra que la exclusión funcionó, pero no es crucial para probar la hipótesis de que las hormigas interfieren en la presencia o herbivoría por las mariposas.
Se eliminó la Fig. 1 y se incluyó la información en el texto. Sin embargo, se incluyó en la nueva Figura 1 (pág. 12) un panel que muestra la variación en la efectividad del tratamiento en mantener diferencias entre plantas en el número de hormigas registrado ya que se considera importante para interpretar los resultados del experimento.

Figura 2: creo que se podría poner el gráfico de los valores que presentan en la tabla de contingencia (la que es un anexo en este momento), o hacer una Correlación no paramétrica con los datos que se presentan en la Figura 2 (entre el número de huevos y el número de hormigas). Así como está es confuso ver un gráfico de dispersión con un análisis de chi-cuadrado.
Esta figura se eliminó como consecuencia de las modificaciones en los análisis sugeridas por los otros dos revisores.

Para todas las estadísticas por favor reportar 3 decimales máximo.
Se corrigieron los valores según lo sugerido.

Revisor 3
El marco teórico es apropiado aunque poco profundo, sugiero se enfoque más en la relación tripartita planta-herbívoro-hormiga y en el aporte principal del presente estudio.
Se reescribió enteramente la Introducción considerando los comentarios del revisor.

Considero que la elección del análisis y presentación de los datos obtenidos no sería del todo apropiada. En particular, a pesar de que los tratamientos de exclusión de hormigas funcionaron relativamente bien, las comparaciones de número de huevos, larvas y daño no se reportan en función de estos tratamientos sino en función de la abundancia de hormigas por muestreo, tomando tres categorías algo arbitrarias y/o poco justificadas. Cada muestreo es tomado como una medida independiente cuando esto, a mi entender, no sería correcto (i.e. el número de huevos y larvas en una fecha para cada planta focal no es independiente de su valor la semana siguiente aunque se usen hojas siempre distintas!).
Esta sugerencia coincide con lo expresado por el Revisor 1. Se cambió completamente el método de análisis de los datos. Se utilizó un modelo lineal generalizado mixto que considera todos los aspectos señalados: diseño pareado, medidas repetidas en el tiempo, y datos no normales (líneas 168-180).

Finalmente, sugiero una discusión más integrada, con menos subsecciones, y unificando las limitaciones con las sugerencias de trabajos futuros.
Se reescribió enteramente la Discusión siguiendo las sugerencias del revisor.

En la introducción, considero el marco teórico arranca demasiado general. Preferiría se enfocara más directamente en el rol de las hormigas como defensas indirectas de las plantas y su rol como protectoras especialmente en el caso de mutualismos facultativos. Pueden enfatizar la “dependencia del contexto” de estas interacciones en el espacio y el tiempo, el rol de la diversidad de especies y sus rasgos específicos como predictores de su función protectora (sinergismos, interacciones, etc.) y en especial su posible interacción con diferentes estadios de un mismo herbívoro (cosa que creo sería lo más novedoso y poco explorado).
Se incluyeron las sugerencias del revisor en la nueva versión de la Introducción y, sobre todo, en la Discusión (líneas 318-324).

Referencias que pueden considerar serian:
Chamberlain, S.A., Holland, J.N. 2009. Quantitative synthesis of context dependency in ant–plant protection mutualisms. Ecology 90: 2384–2392.
Chamberlain, S.A., Kilpatrick, J.R., Holland, J.N. 2010. Do extrafloral nectar resources, species abundances, and body sizes contribute to the structure of ant–plant mutualistic networks? Oecologia 164: 741–750.
Miller, T.E.X. 2007. Does having multiple partners weaken the benefits of facultative mutualism? A test with cacti and cactus-tending ants. Oikos 116: 500–512.
Quintero, C., K.E. Barton & K. Boege. 2013. The ontogeny of plant indirect defenses. Perspective in Plant Ecology, Evolution and Systematics 15: 245-254.
Rico-Gray, V., Oliveira, P.S. 2007. In: Thompson, J.N. (ed.) The ecology and evolution of ant–plant interactions. The University of Chicago Press, Chicago.
[bookmark: _GoBack]Se revisaron estas referencias y se incorporaron al texto (menos la de Quintero).

En la sección de metodología faltaría aclarar:
1) el tamaño promedio de las 28 plantas trasplantadas, al menos al comienzo del experimento, a fin de que el lector aprecie que porcentaje de las plantas representan las 10 hojas muestreadas.
Se aclaró la información solicitada (línea 149).

2) Los muestreos (10hojas/planta) se realizaron una vez por semana durante 9 semanas, abarcando aprox. 2 meses, estimo estos ~2 meses se corresponden con el tiempo que los adultos de Agraulis vanillae están activos. Es esto correcto? De ser así, sería importante aclarar porque enfatizaría si los conteos representan una generación completa de la especie para la fecha dada o no.
Se aclaró en la sección Métodos que los muestreos se extendieron hasta que la disponibilidad de hojas lo permitió (líneas 159-160).

3) Por qué las comparaciones de número de huevos, larvas y daño no se reportan en función del tratamiento de exclusión sino en función de la abundancia de hormigas por muestreo, tomando tres categorías a priori arbitrarias y/o poco justificadas? Por ejemplo, de la figura 2 se desprende que hay una relación importante entre abundancia de hormigas y número de huevos. Excepto por dos valores outliers, a partir de 10 o más hormigas el número de huevos disminuye considerablemente. Yo vería por tanto más interesante por ahí cuatro categorías como ser: 0, 1-3, 3-10, >10.
Se tuvo en cuenta la sugerencia (que coincide con la del Revisor #1) de realizar el análisis utilizando el tratamiento como variable explicativa y no el número de hormigas. No resulta posible incorporar la sugerencia de modificar las categorías en el análisis log-lineal debido a que se modificó radicalmente el método de análisis siguiendo la sugerencia del Revisor #1.

4) Por qué cada muestreo se toma como independiente cuando esto no sería válido? Asimismo, fue la abundancia de hormigas consistente entre fechas para las distintas plantas focales o no?
Se utilizó un MLGM que considera la autocorrelación espacial y temporal de los muestreos.

5) Aunque las asociaciones entre variables de interés presentadas para determinar su grado de independencia son interesantes, la asociación de por ejemplo número de huevos vs. larvas para una misma fecha no permite evaluar otras preguntas más relevantes a los objetivos del estudio como ser la tasa de “mortalidad/desaparición” de larvas entre tratamientos (ver más abajo).
Si bien sería un aspecto muy interesante de analizar, la resolución temporal de las observaciones (semanales) no permite estimar la tasa de mortalidad/desaparición de larvas.

6) No considero que la evaluación del efecto -fecha de muestreo- sea en efecto un análisis ex post sino un factor más a evaluar. Sin embargo, no comprendo porque no fue usado este factor en por ejemplo ANOVAS de medidas repetidas o tests similares y en cambio se eligió agrupar las fechas en dos subgrupos y analizar los datos por separado. Por qué esos dos subgrupos?
Siguiendo la sugerencia del revisor, se incluyó a la fecha de muestro como una variable en los nuevos análisis. En el MLGM no se utilizó una agrupación subjetiva de fechas.

Para la relación no. huevos-hormigas: Más allá del conteo por fecha creo sería importante un valor total. Si el muestro abarcó todo el periodo de oviposición de los adultos, como los
huevos duran 3 días antes de su eclosión, cada muestreo estaría contabilizando huevos nuevos. Entonces, la sumatoria de huevos por planta en todo el muestreo sería un dato interesante de reportar (ya sea en valor absoluto o como diferencia entre trat. exclusión y control/ par) a fin de evaluar si la decisión de oviposición de los adultos varía con la
presencia y/o abundancia de hormigas.
Si bien esto es una pregunta interesante, consideramos que el nuevo análisis ya es capaz de detectar si el número de huevos por tratamiento es consistentemente mayor en todas las fechas para un tratamiento determinado. Igualmente, ya se trate de valores parciales o totales esto no permitiría determinar si la presencia de hormigas afecta la decisión de oviposición o si las hormigas eliminan activamente los huevos ya puestos. Se agregó un comentario sobre este aspecto en la Discusión (líneas 267-270).

Asimismo, en resultados -Predicción 1-, no coincido con la afirmación de que: “los resultados no apoyan la hipótesis planteada ya que para números elevados de hormigas se observó un número intermedio de huevos mientras que para números bajos de hormigas se observaron números extremos (muy pocos o muchos) de huevos (Fig. 2).” Lo que yo entiendo por este grafico es que en ausencia o baja densidad de hormigas (i.e. ≤2) el número de huevos oscila entre 0 y 20 (entendible dado el esfuerzo de muestro y la variabilidad de estas interacciones en estudios a campo con densidades naturales), mientras con densidades de entre 3-10 hormigas el número de huevos disminuye de 0 a 10 y con más de 10 hormigas el numero decrece aún más, variando entre 0 y 4 huevos. Esta tendencia, a mi entender, si apoya la predicción de que En plantas donde se restrinja el acceso de hormigas, el número de huevos de mariposa será mayor que en plantas de acceso libre. Aunque habría que ver qué pasa cuando los análisis comparan tratamientos y no densidad de hormigas por fecha…
Los resultados que emergen del nuevo análisis implementado efectivamente apoyan la predicción 1 por lo que se eliminó la afirmación de referencia.

Para la relación no. larvas-hormigas y no. huevos-larvas, considero debería hacerse de otro modo. En el presente estudio se evalúa su asociación por fecha de muestreo cuando por ejemplo el no de larvas debería estar más relacionado al número de huevos de la fecha anterior que la presente. Si se conoce el número de huevos por planta x fecha (o mejor aún total, para toda la estación), entonces el número de larvas en la fecha siguiente (o total) sería más relevante para estimar tasas de mortalidad/abandono/desaparición de las mismas entre tratamientos o en función de la abundancia de hormigas como un proxi para estimar la calidad protectora de las hormigas para la planta.
Si bien estimar tasas de mortalidad/abandono/desaparición de larvas sería muy interesante, su aplicación no resulta posible porque es esperable que la relación entre los huevos de un muestreo con las larvas del siguiente sea difusa. Esto se debe a varios motivos: (1) la frecuencia de muestreo (semanal) excede en más de dos veces el tiempo de eclosión de los huevos (3 días) por lo que un muestreo puede detectar larvas emergidas de huevos que no estaban presentes en el muestreo anterior sino que fueron puestos después, (2) no se muestrea siempre el mismo conjunto de diez hojas por lo que el número de larvas contadas en un conjunto de hojas elegidas al azar en una fecha no se corresponderá directamente con los huevos observados en otro subconjunto de hojas en el muestro anterior, y (3) la duración de la fase de larva es de 20 días por lo que en cada conteo de larvas se estarían incluyendo individuos detectados en estado de huevo en alguno de los dos (o incluso 3) muestreos semanales anteriores. Esto determina que se haya optado por no incluir el número de huevos de un muestreo anterior en el modelo que explica el número de larvas.

Para la relación no. hormigas-daño considero también que la asociación para una misma fecha no contempla que dichos eventos no necesariamente ocurren simultáneamente. Sería por tanto más interesante evaluar frecuencia promedio de hormigas por planta focal a lo largo de todo el periodo de muestreo con tasa de daño acumulado por planta, comparando entre tratamientos. O de no ser posible, se podría ver de analizar diferencias en las tasas de daño entre tratamientos por pares a lo largo de la estación de muestreo, usando la abundancia de hormigas como covariable.
Coincidimos con el revisor en que el registro (instantáneo) de hormigas y el daño (pasado) por herbivoría no ocurren simultáneamente. Sin embargo, la efectividad del experimento de exclusión determinó que un grupo de plantas tuviera consistentemente más hormigas que el otro (como lo indica el resultado del MLGM) por lo que creemos que es razonable esperar que esto se traduzca en diferencias en el daño por herbivoría observable en un momento dado del experimento. Además, al analizar frecuencias promedio perderíamos la información contenida en los registros individuales. Sí se incluyó, siguiendo la sugerencia del revisor, la abundancia de hormigas como covariable en el modelo (líneas 189-193).

El orden de las tablas de contingencia no es claro, ni su leyenda es autosuficiente a fin de entender las diferencias entre las mismas.
Con el nuevo enfoque analítico todas las tablas de contingencia fueron eliminadas.

Sugiero unificar más la discusión evitando el uso de tantas subsecciones. Sugiero la incorporación y discusión de tres puntos clave. Primero, dada la condición espaciotemporal dinámica de estas asociaciones y la diversidad de especies involucradas sería importante incluir estudios comportamentales para evaluar el grado de “agresividad/valor protector” de cada especie de hormiga (o de aquellas más abundantes en este sistema) en el herbívoro focal.
Se incluyeron en la Discusión las ideas sugeridas por el revisor (líneas 283-285).

Segundo, dado que existen varios estudios que reportan que especies de Passiflora spp. emplean una multiplicidad de defensas contra herbívoros generalistas y especialistas además de néctar extra-floral (e.g. glicosidos cyanogenicos, alcaloides, tricomas, escape temporal y mimetismo de huevos) sería importante su mención para entender mejor como otras defensas (que compiten por recursos de las plantas con los NEF) pueden estar mediando tasas de daño e incluso abundancia y composición de spp de hormigas.
Se incluyeron y ampliaron las ideas sugeridas por el revisor en distintos puntos de la Discusión (líneas 329-335).

Por último, la producción de néctar en los NEF es en general dinámica y puede estar influenciada por el ambiente, las tasas de visita de hormigas y/o por el daño causado por herbivoría (inducción de defensas bióticas). Si bien estas ideas fueron mencionadas en la discusión, sugiero darle un poco más de peso y desarrollarlas en mayor medida (con sus respectivas referencias), a fin de sugerir muestreos futuros más robustos que controlen o cuantifiquen estas variables a fin de comprender mejor el rol de los NEF como defensas bióticas en este sistema.
Se incluyeron y ampliaron las ideas sugeridas por el revisor en distintos puntos de la Discusión (líneas 321-327).
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