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RESUMEN

La identidad y abundancia de los polinizadores puede variar significativamente entre rangos de
distribuciéon nativos y no-nativos. Diferentes polinizadores muestran distintas habilidades
visuales y cognitivas que pueden influir en la evolucion del color floral. Nicotiana glauca
(Solanaceae) es una planta Sudamericana polinizada por picaflores que se ha convertido en una
importante invasora de areas semidridas del mundo, donde es visitada por animales locales,
como aves de la familia Nectariniidae en Sudafrica o esfingidos diurnos en Espafia. Ademas,
abejorros de la especie Xylocopa ordinaria actian como ladrones de néctar en el rango nativo.
En esta Tesina, se midi6 el espectro de reflectancia de la corola en un total de 541 individuos de
esta especie pertenecientes a tres poblaciones nativas y cuatro poblaciones introducidas que
abarcan los diferentes contextos de polinizacion. Para determinar como es percibida la
coloracién de las flores de dichas poblaciones por los distintos visitantes florales presentes en las
regiones estudiadas, los loci de color floral fueron representados en el espacio visual de aves
tetracromaticas: nectarinidos y picaflores sensibles a la longitud de onda ultravioleta (UV) y
picaflores sensibles al violeta (V), esfingidos y abejorros tricromaticos. Mediante contrastes
cromaticos y acromaticos, se evaluo si los distintos visitantes florales discriminarian el color de
la corola de las poblaciones de los diferentes contextos. Ademas, se indago6 si el color rojo para
el ojo humano presente de algunas flores en el rango nativo podria haber evolucionado para
evitar a los abejorros ladrones de néctar. Para ello, se clasificaron las flores de las poblaciones
nativas en cuatro categorias de color (rojas y amarillas que absorben o reflejan UV) de manera
objetiva mediante un Analisis de Componentes Principales (ACP), y se compararon los
contrastes cromaticos y acromaticos entre pares de categorias para los sistemas de vision de
picaflores y abejorros. Se encontrd una variacion significativa en el espectro de reflexion de la
corola tanto entre contextos de polinizacién como entre poblaciones dentro de cada contexto,
especialmente en el drea de distribucién nativa. Desde el punto de vista de los polinizadores
(picaflores, nectarinidos y esfingidos), las flores de las poblaciones nativas fueron, en general,
significativamente discriminadas de las de las poblaciones no nativas, que en su mayoria no
fueron discriminadas como diferentes entre si. En cuanto a la conspicuidad de las flores de
diferentes colores en el rango nativo, se encontré que mas que el color rojo vs el amarillo, es la
reflexion en el rango UV tanto en flores rojas (en mayor proporcion) como amarillas lo que las

hace indistinguibles del fondo verde de las hojas de N. glauca tanto para los abejorros como para



los picaflores. Por otra parte, mientras las flores que reflejan UV serian distinguidas de las flores
que absorben por ambos grupos de visitantes florales, las flores rojas y amarillas que reflejan UV
no serian distinguidas entre si por los abejorros. Estos hallazgos se discuten bajo la hipotesis de
la seleccion de color mediada por polinizadores y por ladrones de néctar, como también en
relacion a procesos evolutivos alternativos, como la deriva génica, que pueden ocurrir durante las

invasiones, y a factores abidticos como posibles modeladores del color floral.

Palabras claves: abejorros, color de la corola, esfingidos, especies invasoras, espectros de
reflexion, interaccion planta-polinizador, ladrones de néctar, modelos de vision, nectarinidos,

picaflores, polinizacion.



1. INTRODUCCION

Las invasiones bioldgicas tienen un gran impacto sobre la biodiversidad nativa y la dindmica de
los ecosistemas naturales. Las especies exoéticas invasoras pueden alterar la estructura de las
comunidades compitiendo directamente con las especies nativas por la explotacion de recursos, e
indirectamente al afectar las interacciones interespecificas (mutualistas o antagonistas) de
especies claves para el funcionamiento del ecosistema (Charles y Dukes, 2007; Vila, 2011;
Richardson y Pysek, 2012). La colonizacion, establecimiento y propagacion de una especie de
planta invasora depende, en parte, de su integracion a la red de polinizacion local (Aizen et al.
2008; Geerts y Pauw, 2009; Traveset y Richardson, 2014). Para que esta nueva interaccion
planta-polinizador sea exitosa, en primera instancia, los potenciales polinizadores en el nuevo
habitat deben ser atraidos hacia las plantas introducidas (Stout y Tiedeken, 2017). Para ello, las
plantas despliegan diferentes sefiales florales anunciando recompensas para los polinizadores
(Ashworth et al. 2015). Las capacidades sensoriales de los visitantes florales les permiten
detectar dichas sefiales y relacionarlas con la recompensa ofrecida. El color floral es una sefial
clave que se manifiesta como estimulos visuales a los ojos de sus visitantes (Chittka y Thomson,
2001). La capacidad de percibir y distinguir las sefiales de color floral depende de los sistemas
visuales de los visitantes florales, los cuales son especificos de cada grupo animal (Briscoe y
Chittka, 2001; Chittka y Thomson 2001; Kelber et al. 2003; Odeen y Héstad, 2003; Stodardd et
al. 2008; Telles et al. 2016; Chen et al. 2020a).

El aislamiento reproductivo y los cambios que se establecen en el nuevo ecosistema
colonizado provocan presiones selectivas locales que pueden conducir a cambios evolutivos
rapidos en las especies de plantas invasoras (Lee, 2002; Geng et al. 2007; Sekor y Franks, 2018).
Los propagulos que llegan a establecerse en el nuevo rango geografico sustentan solo parte de la
variacion genética de la poblacion nativa, por lo tanto, las poblaciones invasoras estan sometidas
a una pérdida de variacion génica (Sakai, 2001; Dlugosch y Parker, 2008), y la fuerza e
intensidad con la que actue la seleccion natural determinara el camino evolutivo que tomara la
poblacion (Sekor y Franks, 2018). La seleccion natural mediada por polinizadores se considera
uno de los principales procesos evolutivos subyacentes a la diversificacion floral (Harder y
Johnson, 2009; Van der Niet y Johnson et al. 2020). Los rasgos florales como la morfologia,
color, fragancia, calidad y cantidad de recompensa pueden atraer polinizadores efectivos

especificos o generalistas que modulan e influyen en el éxito reproductivo y aptitud de la planta



que visitan (Moran y Alexander, 2014; Ashworth et al. 2015). Por otro lado, las relaciones
planta-polinizador evolucionan dentro de un contexto ecoldgico espacialmente cambiante
(Herrera et al. 2006; Nattero et al. 2010). Es por ello que, la variacion geografica de los
ensambles de polinizadores con diferentes capacidades sensoriales entre ambientes nativos e
invadidos puede conducir a caminos evolutivos diferentes en los rasgos florales en muy poco
tiempo. Asi, las poblaciones de plantas introducidas integradas a la red de polinizacion local
pueden estar sujetas a seleccion natural que podria favorecer caracteres florales de atraccion y
ajuste a los polinizadores. Estos caracteres podrian ser diferentes a los favorecidos en
poblaciones de ambientes nativos con diferentes ensambles de polinizadores, y por ende sujetos

a una presion selectiva diferente (Hierro et al. 2005).

Uno de los caracteres mas influyentes en la atraccion de polinizadores es el color floral
(Rausher, 2008). Este rasgo estd determinado por la presencia y proporcion de pigmentos como
carotenoides (responsables de los colores amarillo, naranja y rojo para el ojo humano) y
antocianinas (responsables de los colores rojo, rosa, azul y morado), que estdn ampliamente
extendidos entre las angiospermas (Grotewold, 2006), y pueden encontrarse solos o combinados
dando el caracteritico color a la corola (Ng y Smith, 2016). Los flavonoides, precursores de las
antocianinas, son compuestos que absorben en la longitud de onda ultravioleta y generan
patrones y colores diferentes a los visibles por el ojo humano (Santos ef al. 2017). Tanto las
flores amarillas como las rojas pueden absorber o reflejar de manera uniforme los rayos

ultravioletas (UV; Lunau et al. 2011; Papiorek et al. 2016).

Los polinizadores pueden responder al color de la flor por la capacidad de percibirlos y
distinguirlos, ya sea por preferencia innata (Raine y Chittka, 2007) o por un aprendizaje asociado
a las recompensas que la flor ofrece (Melendez-Ackerman et al. 1997). Los grupos funcionales
de visitantes florales presentan diferentes sistemas visuales y cognitivos que les permiten
discriminar entre distintas sefiales visuales (Briscoe y Chittka 2001; Chittka y Thomson, 2001).
El modelo de sindrome floral postula que la evolucion del color de las flores estd mediada y
direccionada por el comportamiento perceptivo de los polinizadores mediante la seleccion que
ejercen sobre dicho rasgo floral (Schiestl y Johnson, 2013). En este sentido, existen estudios que
asocian cambios en el color de las flores con cambios en el tipo de polinizador (Altshuler, 2003;
Bradshaw y Schemske, 2003). Ademas, se ha demostrado que los polinizadores perciben poca

variacion del color floral en relacion con la variacion percibida por animales que no juegan



ningun papel en su polinizacion (Paine et al. 2019). Este hallazgo es consistente con la idea de
que las flores se adaptan a la visién de sus polinizadores (Schiestl y Johnson, 2013). Por otro
lado, se cree que las sefiales visuales son el resultado evolutivo del compromiso entre ser
recibidas por los polinizadores de manera eficiente y facil, y pasar desapercibidas para los
visitantes no deseados que tienen el potencial de reducir la aptitud de las plantas (Endler, 2000).
De esta manera, se ha propuesto que las flores rojas en plantas polinizadas por aves podrian
favorecer una mayor atraccion de las aves (tienen mayoria de fotorreceptores rojos en la retina)
y/o ser mas eficientes para evitar a las abejas (no tienen fotorreceptores rojos en sus 0jos), que
suelen ser ladrones de néctar o visitantes relativamente ineficientes comparados con las aves

(Raven, 1972).

Las senales de color floral deben interpretarse en relacion con las capacidades visuales de
los polinizadores especificos (Shrestha et al. 2013). Sin embargo, son escasos los estudios que
consideran el modelo de vision de los polinizadores al evaluar el color de las flores (Campbell et
al. 2012; Renoult et al. 2013, Papiorek et al. 2016; Chen ef al. 2020a). Asimismo, existen pocos
trabajos que evalten si la variacidn geografica en el elenco de polinizadores puede resultar en
una variacion espacial del color de las flores a nivel intraespecifico (Niovi Jones y Reithel, 2001;
Schemske y Bierzychudek, 2001; Johnson et al. 2020). Dado que el elenco y la abundancia de
polinizadores pueden diferir sustancialmente entre hébitats nativos e invadidos (Ollerton et al.
2012), las especies de plantas invasoras resultan sistemas ideales para poner a prueba esta
hipotesis. Ademads, se ha resaltado que estudios comparativos entre poblaciones nativas e
introducidas resultan necesarios para comprender cudles son los cambios que sufren las plantas
invasoras en su nuevo rango geografico y los mecanismos que posibilitan el éxito de sus

poblaciones (Bossdorf ef al. 2005; Hierro et al. 2005).

Nicotiana glauca R. Graham (Solanaceae) es una planta ornitofila nativa de Sudamérica,
distribuida en el sur de Bolivia y el centro y noroeste de Argentina, que ha invadido diversas
regiones del mundo (Ollerton et al. 2012). Al ojo humano, sus flores son tipicamente amarillas,
aunque en algunas poblaciones nativas hay polimorfismo de color, que incluye plantas con flores
de color amarillo, anaranjado y rojo (V. Paiaro, obs. pers., Figura 1C-E). En su rango nativo, la
especie es polinizada exclusivamente por picaflores (Nattero y Cocucci 2007; Nattero et al.
2011). Ademas, en poblaciones nativas se ha observado que abejorros de la especie Xylocopa

ordinaria (Hymenoptera: Apidae) roban néctar con mayor frecuencia en flores amarillas que en



flores rojas (A.A. Cocucci, com. pers.). En algunas regiones invadidas, N. glauca es visitada por
polinizadores locales, como las aves Nectariniidae en Sudéfrica (Geerts y Pauw, 2009), mientras
que en otras areas invadidas donde no hay aves polinizadoras, como la region mediterranea de
Europa, se reproduce casi exclusivamente por autopolinizacion, y s6lo recibe visitas ocasionales
del esfingido diurno Macroglossum stellatarum (Lepidoptera: Sphingidae; Ollerton et al. 2012;
Issaly et al. 2020). Tanto los esfingidos diurnos como los abejorros presentan una vision
tricromatica del color basada en tres clases de fotorreceptores: UV, azul y verde (Kelber, 1997;
Peitsch et al. 1992). Las aves nectarivoras pertenecientes a las familias Trochilidae y
Nectariniidae, en cambio, tienen un sistema de visidon con receptores tetracromaticos, que les
permite detectar brillo, movimiento y un amplio espectro de colores (Papiorek et al. 2016; Chen
et al. 2020a; Stoddard et al. 2020). Sin embargo, puede existir una variacion en la percepcion del
color entre especies o grupos que depende, entre otros factores, de si la secuencia del gen swsl
(“short-wavelength sensitive”) que codifica a la proteina opsina para el receptor de longitud de
onda corta se expresa en pigmentos sensibles al ultravioleta (UV) o al violeta (V). Si bien un
estudio molecular reveld que los nectarinidos poseen un sistema visual sensible al UV mientras
que los picaflores tendrian un sistema visual sensible al V (Odeen y Héstad 2010), estudios
comportamentales demostraron que especies de picaflores también ven el UV (Herrera et al.
2008; Stoddard et al. 2020). Por otra parte, los picaflores discriminan de manera mas eficiente
las flores rojas que las flores de otros colores (Herrera et al. 2008), mientras que una especie de
ave de la familia Nectariniidae (Nectarinia osea) no tiene una preferencia de color entre flores
rojas y amarillas (Kaczorowski et al. 2014). Sin embargo, un estudio reciente reveld que en
comparacion con otros colores florales, las flores rojas, especialmente las del Nuevo Mundo, son
muy llamativas para las aves, tanto para aquellas especies sensibles al violeta como para las

sensibles a la luz ultravioleta, y mucho menos llamativas para las abejas (Chen ef al. 2020a).

Por todo esto, N. glauca resulta un sistema interesante para estudiar las senales de color
floral en el rango de distribucion nativo y en areas invadidas con distintos contextos de
polinizacion (polinizacion por picaflores, polinizacion por nectarinidos, y visitas ocasionales de
un esfingido diurno pero sin ser un polinizador efectivo), tanto de manera objetiva como a través
del espacio perceptivo de sus diferentes polinizadores y visitantes florales. Por otro lado, M.
glauca ofrece la oportunidad de explorar y comparar como son percibidos los distintos colores

de la corola existentes en el rango nativo por polinizadores efectivos (i.e. picaflores) y robadores



de néctar (i.e. abejorros) presentes en este ambiente. En este trabajo, se pusieron a prueba dos
hipotesis:

1) El color de las flores de N. glauca en poblaciones del rango de distribucion nativo e
invadido es producto de las diferentes presiones de seleccion de los polinizadores que las visitan
en cada region geografica. Si esta hipdtesis es correcta, se deberia encontrar una divergencia en
el color de las flores entre poblaciones del rango nativo polinizadas por picaflores, las de areas
invadidas polinizadas por aves nectarinidas y las de 4reas invadidas visitadas ocasionalmente por
M. stellatarum, que optimice la visibilidad de los diferentes visitantes florales. Ademas, se
espera que el color de las flores de las distintas regiones geograficas sea percibido y

discriminado de manera diferente por visitantes florales con diferente sistema visual.

2) El color rojo en las flores del rango nativo ha evolucionado principalmente para evitar
a los abejorros ladrones de néctar. En ese caso, se espera que en las poblaciones nativas las flores
de color rojo sean menos conspicuas que las flores de color amarillo en el modelo visual de los
abejorros y puedan distinguirlas entre ellas, mientras que en el modelo de vision de los picaflores

las flores de ambos colores sean igualmente conspicuas.

OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar si el contexto de polinizacidon en poblaciones nativas e introducidas de Nicotiana
glauca (i.e. polinizacion por picaflores, polinizacién por nectarinidos y visitas ocasionales del

esfingido diurno M.stellatarum) afecta el color de sus flores.

Objetivos especificos

1) Evaluar la variacion objetiva en el color de la corola entre poblaciones nativas e
introducidas que presentan distintos contextos de polinizacion.

2) Determinar como seria percibida la coloracion de las flores de poblaciones con diferente
contexto de polinizacion en el espacio visual de los diferentes visitantes florales
(picaflores, nectarinidos, esfingidos diurnos y abejorros).

3) Evaluar si los distintos grupos de visitantes florales discriminarian el color de la corola

entre las poblaciones del mismo y diferentes contextos de polinizacion.



4) Evaluar la precepcion y discriminacion de flores rojas y amarillas del rango nativo de

acuerdo al modelo visual de picaflores y abejorros.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sistema de estudio

Nicotiana glauca, conocida vulgarmente como paldn paldn, es un arbusto nativo del
centro y noroeste de Argentina y Bolivia (Goodspeed, 1954; Figura 1A). Esta especie ha sido
introducida en numerosas regiones del mundo como planta ornamental, desde donde se ha
expandido, ha colonizado y ha invadido diversos hébitats nativos en cuatro continentes
(América, incluida América del Norte y otras partes de América del Sur, Europa, Africa y
Oceania). La especie estd incluida en la Base de Datos de Especies Invasoras Globales
(http://www.issg.org), y es considerada invasora en regiones mediterraneas de Europa y en
Sudafrica (Ollerton ef al. 2012). Tanto en su rango de distribucidon nativo como en las regiones
donde esta especie ha sido introducida, se la encuentra en d4reas naturalmente y
antropogénicamente disturbadas, tales como riberas de rios, costados de caminos y canteras

abandonadas, principalmente en ambientes semiaridos de baja a elevada altitud (0-3500 m).

Nicotiana glauca es una planta ornitéfila que presenta flores tubulares de longitud
variable (30 a 57 mm, Nattero et al., 2011), principalmente de color amarillo dado por la
presencia de carotenoides (Zhu et al. 2007), aunque en algunos sitios nativos puede presentar
flores anaranjadas y rojas por la presencia de antocianos (Ng y Smith 2016). Cada planta
produce numerosas flores dispuestas en paniculas, que son visitadas a lo largo del dia, y duran
alrededor de 3 a 4 dias (Schueller, 2004; Nattero y Cocucci, 2007). Cada flor produce abundante
cantidad de néctar (20 pl aproximadamente) de moderada concentracion de azicar (25% de
sacarosa aproximadamente; Schueller, 2007; Ollerton et al. 2012). Dentro de su area de
distribucion natural, al igual que en dareas invadidas del Hemisferio Sur, la temporada de
floracion se extiende desde principios de septiembre hasta abril, mientras que en areas invadidas
del Hemisferio Norte la floracion se extiende desde marzo hasta octubre. En muchas areas
invadidas, sus flores sirven como una importante fuente de alimento para aves nectarivoras,
incluso como la unica fuente de néctar en ciertas épocas del ano (Kaczorowski et al. 2014). Al

igual que otras plantas ornitéfilas, las flores de N. glauca no producen fragancias (M. Moré, obs.



pers.), por lo que el despliegue visual resulta esencial para la atraccion de sus polinizadores. Los
frutos son cépsulas dehiscentes en los que persiste el caliz. La fructificacion es alta y cada fruto
contiene cientos de pequenas semillas secas que son liberadas cuando el fruto estd maduro; la

viabilidad de las semillas oscila alrededor del 90% (Ollerton et al. 2012).

Figura 1. La especie de estudio: Nicotiana glauca. (A) Vista general de la planta. (B) Vista de
una flor. El rectangulo sefala la zona donde se midi6 el color. (C-E) Inflorescencias con flores

de diferentes morfotipos de color para el ojo humano: amarillas (C) , anaranjadas (D) y rojas (E).

2.2 Sitios de muestreo y contextos de polinizacion

Se estudiaron siete poblaciones de N. glauca: tres nativas (dos en Argentina y una en
Bolivia), dos introducidas en la region del Cabo en Sudafrica, y dos introducidas en la region
Mediterranea de Europa, especificamente en la isla Balear de Mallorca, Espaia (Tabla 1), con el
objetivo de abarcar los distintos contextos de polinizacién de la especie (i.e. polinizacion por
picaflores, polinizacion por nectarinidos, visitas ocasionales de un esfingido diurno). Entre las
poblaciones nativas, se incluyeron dos que presentan polimorfismo de color floral para el ojo
humano (EM y PP). En las poblaciones estudiadas del rango nativo (EM, PP, TU), las plantas de

N. glauca son visitadas por diferentes ensambles de picaflores, conformados por una o tres



especies (Patagona gigas -Figura 2A-, Sappho sparganura, Chlorostilbon lucidus), dependiendo
de la poblacion (Garcia et al. 2020). Ademas, en el rango nativo, el abejorro Xylocopa ordinaria
roba néctar de las flores de N. glauca a través de una perforacion que realiza en la base de la
corola (A.A. Cocucci, com. pers., Figura. 2D). Las plantas de las poblaciones estudiadas en
Sudafrica (TT, BR) son polinizadas por tres especies de aves de la familia Nectariniidae
(Nectarinia famosa -Figura 2B-, Cinnyris fuscus, Cinnyris chalybeus; Geerts y Pauw, 2009;
Garcia et al. 2020). Si bien estas aves normalmente perchan para alimentarse, en N. glauca
también visitan las flores en vuelo suspendido (Geerts y Pauw, 2009; Figura 2B). En Mallorca,
donde no hay aves polinizadoras especializadas, s6lo se observé al esfingido colibri
(Macroglossum stellatarum., Figura 2E) como visitante ocasional en las poblaciones estudiadas
(BI, GE; Garcia et al. 2020). Nicotiana glauca es auto-compatible en todas las poblaciones
estudiadas del rango de distribucidon nativo y no nativo, aunque las plantas en las poblaciones de
Mallorca tienen una capacidad mucho mayor de autopolinizacién autbnoma que en los sitios con
polinizadores (Issaly et al. 2020). La polinizacioén por picaflores y por nectarinidos aumenta el
¢éxito reproductivo de las plantas en las poblaciones sudamericanas y sudafricanas,
respectivamente (Geerts y Pauw, 2009; Issaly ef al. 2020). Si bien en Mallorca las plantas
dependen de la autopolinizacion para reproducirse, también se detectd un pequeiio porcentaje de
polinizacion cruzada (1,43%) que podria atribuirse a las visitas ocasionales del esfingido diurno

M. stellatarum (Issaly et al. 2020).
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Figura 2. Polinizadores y visitantes florales de Nicotiana glauca. (A) Picaflor Patagona gigas
en Piedra Pintada, (B) Macho del nectarinido Nectarinia famosa en Troe Troe River, (C)
Esfingido diurno Macroglossum stellatarum que visitd las poblaciones de Mallorca y (D)

Abejorro Xylocopa ordinaria robando néctar en Piedra Pintada.

Tabla 1. Datos de los sitios de muestreo de Nicotiana glauca. Se detalla el origen (nativo o
introducido), el contexto de polinizacidon (i.e. polinizacion por picaflores, polinizaciéon por
nectarinidos y visitas ocasionales del esfingido diurno M.stellatarum), la ubicacion, coordenadas
geograficas y datos climaticos de las siete poblaciones estudiadas. Se provee informacion del
niamero de individuos y de flores muestreadas en cada poblacion. Cédigo = codigo del nombre
de la poblacion muestreada; TMA = temperatura media anual; PMA = precipitacion media
anual; N ind = niimero de individuos muestreados por poblacion; N flo = ntimero de flores

muestreadas por individuo.
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Origen-contexto de  Codigo Ubicacion — Latitud Longitud Altitu TMA PMA N N
polinizacion d (m) ind flo

(°C)  (mm)

Poblacion

Nativo-Polinizacion por picaflores

Embarcacion EM Salta, 23°14°40”  64°8’7” O 310 17,2 692 43 3
Argentina S

Piedra Pintada PP LaRioja, 29°25’46”  67°49°47” 1590 19,6 338 71 3
Argentina S o

Tupiza TU Potosi, 21°40°39  65°34°43” 3213 11,2 370 86 3
Bolivia S o

Introducido-Polinizacion por Nectarinidos

Buffels River BF Northern 29°43°13” 17°36°53”’ 201 18,4 105 62 5
Cape, S E
Sudafrica

Troe Troe River TT Western 31°36°37” 18°43°40”’ 125 18,3 145 81 5
Cape, S E
Sudafrica

Introducido- Visitas ocasionales de M. stellatarum

Biniamar BI Mallorca, 39°25°48°  2°32°60 E 58 16,6 608 100 5
Espana N

Génova GE Mallorca, 39°21’1"”’ N 2°23°25 E 58 18,3 437 100 5
Espaiia

2.3 Procesamiento y analisis de la variacion de los espectros de reflexion de la corola.

Entre 2012 y 2014, durante la primavera de cada continente, se seleccionaron de 43 a 100
individuos por poblacion (Tabla 1). De cada individuo, se colectaron de 3 a 5 flores, las cuales
fueron conservadas en un medio humedo y fresco hasta su procesamiento en el laboratorio. Se
midiod la reflectancia en la region central del tubo corolino (Figura 1B) con un espectrofotometro
USB2000 y una fuente de luz estandarizada DH-2000 (Ocean Insights, Goethestr. 1918055

Rostock, Alemania), bajo condiciones definidas de brillo, distancia e inclinacion (Chittka y
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Kevan, 2005). Un estandar blanco (WS-1-SS, Ocean Optics Inc.) se utiliz6 para calibrar el
equipo entre mediciones. Los datos fueron adquiridos mediante el programa SpectraSuite (Ocean
Insights, Goethestr. 1918055 Rostock, Alemania).

El procesamiento y la visualizacion de los espectros de reflectancia se realizaron con el
paquete pavo 2.2.0 (Maia ef al. 2019) del programa R (R Core Team 2020). Los espectros fueron
recortados en el rango de vision de los visitantes florales reportados para N. glauca (300 a 700
nm) utilizando la funcion as.rspec. Los espectros fueron suavizados y los valores de reflectancia
negativos, que pueden ser introducidos por ruidos eléctricos del equipo, fueron removidos con la
funcion procspec (span= 0,25). Los espectros fueron promediados por individuo y luego por
poblacion con la funcidon aggspec. Los datos promediados por individuo se utilizaron para todos
los andlisis subsiguientes.

Dos enfoques complementarios fueron utilizados para evaluar la variaciéon de color
dentro y entre poblaciones, y entre diferentes contextos de polinizacién independientemente del
sistema visual del receptor. En primer lugar, se realizé un Analisis de Componentes Principales
(ACP). Los valores de reflectancia de los espectros originales se estandarizaron con media igual
a cero de modo que solo se analizd la variacion de la forma espectral (forma de la curva
espectral) sin tener en cuenta el valor de brillo (altura del espectro; Cuthill et al. 1999). Los
espectros estandarizados se agruparon en 20 categorias de 21 nm que fueron las variables
analizadas en el ACP. La variacion total en la coloracion de las flores resumida por los dos
primeros ejes del ACP se representd en un biplot (Cuthill et al. 1999). En segundo lugar, se
realizd6 un Andlisis de la Varianza (ANOVA) anidado a partir de los primeros dos ejes de
componentes principales individuales (CP1 Y CP2) obtenidos en el ACP. Los niveles jerarquicos
utilizados fueron: origen (esto es, nativo-introducido), contextos de polinizacion dentro de cada
origen (esto es, polinizacion por picaflores, polinizacion por nectarinidos, con visitas ocasionales
de M. stellatarum; Tabla 1), poblaciones dentro de los contextos e individuos dentro de las
poblaciones. Las diferencias en este ultimo nivel fueron utilizadas como el término del error
(Sokal y Rohlf, 1993). Todos los analisis se realizaron con el programa estadistico R (R Core

Team 2020).
2.4 Percepcion del color en el sistema visual de los visitantes florales

Se realizaron modelos de vision para determinar como los espectros de reflexion de la

corola de las diferentes poblaciones serian percibidos y discriminados por el sistema visual de
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los distintos grupos de polinizadores y visitantes ocasionales reportados para N. glauca (Ollerton
et al. 2012; Garcia et al. 2020). Se utilizo el modelo del receptor limitado por ruido (RNL por su
sigla en inglés; Vorobyev y Osorio, 1998) para todos los visitantes florales. Este modelo supone
que la discriminacion del color, es decir, la capacidad de distinguir dos colores como diferentes,
estd dada por el mecanismo de pares oponentes de color en la retina y limitada por el ruido total
del receptor (Vorobyev y Osorio, 1998; Henze et al. 2018; Olsson et al. 2018). Este se genera
por la suma del ruido de fotones ("cuantico") y el ruido del receptor interno ("neural"). Es un
modelo fisiologico basado en estudios de comportamiento que permite predecir la capacidad de
discriminar colores en animales, incluidos primates, abejas y aves (Stoddard ef al. 2008;
Martinez-Harms et al. 2009; Stevens et al. 2009). Ademas, se utilizo el modelo del hexagono de
color (Chittka, 1992) para el sistema de vision del abejorro X. ordinaria. Este modelo se ha
validado ampliamente a partir del comportamiento en Hymenopteros, por lo que resulta util y
confiable para determinar las distancias de color en este grupo (Chittka et al. 2014). En este
caso, el modelo supone que la discriminacion del color s6lo esta codificada por el mecanismo de
oponencia de color en la retina (Dyer y Chittka, 2004).

Para determinar la estimulacion de los fotorreceptores se calculd el nimero de fotones
absorbidos ( Q. ”captura cuantica”) por cada tipo de fotorreceptor (i) presente en los sistemas
visuales en estudio (ver mas abajo), bajo un espectro de luz ambiental determinado en el rango

de longitud de onda (A ) de 300 a 700 nm como:
700
Q= JQ I () S, (M) R(A) dh Ecuacion 1
300

Donde /(L) es el espectro de iluminacion ambiental, S (A) el espectro de reflectancia de la
corola y R(A) es la sensibilidad de cada fotorreceptor (Wyszecki y Stiles, 1982). Luego, se
calculo la captura de fotones de cada fotorreceptor segun la reflectancia del fondo ( Q5 ):

A partir del cociente entre Q; y O, se puede calcular la captura relativa de fotones del

fotorreceptor:
q; = QQ—; Ecuacion 2

Este calculo, denominado transformacién de von Kries, se apoya en el hecho de que los
fotorreceptores estan fisioldgicamente adaptados a la luz procedente del fondo (Chittka et al.
2014). De modo que si el entorno es rico en longitudes de onda en la region del espectro de luz

del fondo, los fotorreceptores sensibles a esta region responderan menos (Gawryszewski, 2017).
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Para cuantificar la estimulacién de los fotorreceptores de los diferentes visitantes a la
coloracion de las flores de las diferentes poblaciones de N. glauca en base a las ecuaciones 1y 2
mencionadas previamente empleamos la funcion vismodel del paquete ‘pavo 2° (Maia et al.
2019) de R (R Core Team 2019). En todos los modelos (picaflor, nectarinido, esfingido diurno y
abejorro) se utilizaron valores de iluminacion estandar de luz diurna (D65, Bergamo et al. 2016)
y los espectros de reflexion de la corola procesados y suavizados, como fue explicado
previamente. Se utilizaron valores de los picos de maxima sensibilidad de los receptores
reportados para cada visitante floral (Figura 2, Tabla 3) y la captura cudntica del receptor “Qi”
como relative = F (Gawryszewski, 2017). En cuanto a los picaflores (familia Trochilidae), no
existe un consenso en la bibliografia respecto a su sistema de vision. La evidencia molecular que
sugiere que tendrian el tipo de cono sensible al V (Odeen & Hastad 2010) parece estar en
conflicto con los resultados fisiologicos que sugieren que el tipo de cono sensible al UV estd
presente en las especies Archilochus colubris (Chen y Goldsmith, 1986) y Sephanoides
sephaniodes (Herrera et al. 2008). Este ultimo es un estudio empirico basado en grabaciones de
electroretinograma. Ademads, un estudio comportamental reciente demostré que el picaflor
Selasphorus platycercus discrimina tanto objetos que reflejan la luz ultravioleta como también
colores no espectrales adicionales que se perciben cuando los tipos de conos no adyacentes,
sensibles a longitudes de onda separadas en el espectro de luz, se estimulan predominantemente
en simultaneo (Stoddard et al. 2020). Al no existir un acuerdo sobre el modelo de vision para
picaflores, en este trabajo utilizamos dos modelos diferentes: 1) picaflor sensible al UV, donde
se utilizaron los picos de sensibilidad reportados por Herrera et al. (2008) para Sephanoides
sephaniodes (Figura 3A), y 2) picaflor sensible al V, donde se utilizaron las curvas de
sensibilidad espectral reportadas por Chen et al. (2020a) para un ave con vision sensible al
violeta (Figura 3B). En el caso de los nectarinidos (familia Nectariniidae), que poseen un sistema
visual sensible al UV (Odeen & Hastad 2010), se utilizaron los picos de maxima sensibilidad de
los receptores descritos para un ave con vision sensible al UV, ya que no hay estudios que
determinen los picos de absorcidon méaximos exactos para este grupo (Figura 3C; Heystek et al.
2014; Chen et al. 2020a). Para el esfingido diurno Macroglossum stellatarum, utilizamos los
valores descritos para cada tipo de cono (Figura 3D; Telles ef al. 2016). En el caso del abejorro,
como los picos de maxima sensibilidad no estan medidos para la especie en estudio, se tomaron
los valores reportados para Xylocopa brasilianorum, una especie filogenéticamente cercana a X.

ordinaria (Figura 3E; Telles et al. 2018). Con respecto al parametro “bkg” (fondo) se utilizaron
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los espectros de reflexion promediados de 10 hojas de N. glauca. Por ltimo, se consider6 la
normalizacion de los cuantos de captura con respecto al fondo y se asumio la transformacion de
von Kries (vonkries=TRUE). Con la funcién colspace se modelaron los espacios visuales en un
tetraedro para el modelo aviar (picaflor sensible al UV, picaflor sensible al V y nectarinido) y en
un triangulo de Maxwell para Macroglossum stellatarum y Xylocopa ordinaria. Este Gltimo
también fue modelado en el hexagono de color (Chitkka, 1992). En cada espacio visual, se

representaron los loci de color de los individuos de todas las poblaciones.

2.5 Discriminacion del color en el sistema visual de los visitantes florales

Se calcularon los contrastes cromaticos y acromaticos de la corola entre poblaciones del
mismo y de diferentes contextos, con respecto al fondo (hojas de N. glauca), bajo el sistema
visual de cada visitante floral utilizando el modelo RNL. El contraste cromético tiene en cuenta
el tono del color (patréon de reflectancia espectral) y excluye la informacion del brillo
(luminancia). En cambio, el contraste acromatico se define como la diferencia de brillo entre flor
y fondo y desestima el tono del color.

Los contrastes cromaticos y acromaticos se calcularon utilizando como unidad de medida
la ‘minima diferencia perceptible” (JND por sus siglas en inglés). Valores de contrastes grandes
indican que la flor es facilmente distinguible del fondo verde bajo los supuestos del modelo
seleccionado (Chen et al. 2020a; Papiorek et al. 2016). Para obtener las distancias de color
promedio por pares de individuos de todas las poblaciones empleamos la funcion coldist. En este
calculo, se utilizaron los parametros incorporados en cada modelo visual y se agregaron los
valores de densidad relativa de los fotorreceptores sensibles a longitud de onda
ultravioleta/violeta (UV/V), corta (C), media (M) y larga (L) segun el sistema visual de cada
visitante floral (Tabla 3). Se asumieron valores de especies filogenéticamente cercanas a las de
nuestro estudio. Para las aves con vision UV (picaflor y nectarinido) se utilizaron valores
reportados para Leiothrix lutea y para el picaflor sensible al V los valores reportados para
Columba livia (Chen et al. 2020a). En el caso de M. stellatarum, se asumieron valores descritos
para Manduca sexta y Deilephila elpenor (Telles et al. 2014) y para X. ordinaria, valores
reportados para Bombus terrestri (Defrize et al. 2010). Se incorpor6 la fraccion de Weber para
cada tipo de contraste. Este parametro considera al ruido del receptor y relaciona la diferencia de
intensidad mas pequeia que se puede detectar para un estimulo de intensidad determinado

(Olsson et al. 2018). Para contraste cromatico en aves se utilizo un valor de 0,1 reportados para
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Leiothrix lutea (Chen et al. 2020a), para M. stellatarum un valor de 0,1 (Henze ef al. 2018) y
para X. ordinaria se considerd el valor de 0,12 reportado para Apis mellifera (Olsson et al.
2018). Para contrastes acromatico se utilizé para el modelo de nectarinidos el valor 0,34 descrito
para Sturnus vulgaris (Heystek et al. 2014), para los dos sistemas de vision de picaflor el valor
de 0,25 reportado para Columbia livia (Olsson et al. 2018), para el esfingido se considero el
valor 0,05 descrito para el fotorreceptor de longitud de onda larga (Telles ef al. 2016) y 1,5 en el
modelo del abejorro reportado para Bombus terrestris (Osorio et al. 2015).

Se analiz6 si existian diferencias significativas entre todas las poblaciones (del mismo y
de diferentes contextos de polinizacién) mediante un analisis d¢ PERMANOVA utilizando la
funcion adonis del paquete "vegan’. Este enfoque no paramétrico utiliza distancias para calcular
un estadistico pseudo-F, para lo que simula una distribucion nula mediante la aleatorizacion de
las distancias entre observaciones (Anderson, 2005). Se utilizo la funcién bootcoldist para
calcular las distancias de color promedio entre las medias geométricas por pares de individuo a
partir de un remuestreo (con reemplazo). Se obtuvo un valor de distancia media por cada par de
poblaciones y un intervalo de confianza del 95% (limites de confianza superior e inferior). Si la
media junto al intervalo de confianza (umbral de percepcion) excede el umbral de discriminacion
tedrico de JND para cada visitante floral -contraste cromatico: 1 JND para aves (Chen e/ al.
2020a) y esfingido (Telles et al. 2016) y 2,3 JND para abejorro (Benitez-Vieyra et al. 2007);
contraste acromatico: 1 JND para aves (Chen et al. 2020a), 0,1 JND para esfingido (Henze ef al.
2018) y 2,3 JND para abejorro (Benitez-Vieyra et al. 2007)-, se puede determinar que los colores
son discriminables (Maia y White, 2018).

2.6 Percepcion y discriminacion de flores amarillas y rojas bajo el sistema de vision de
picaflores y abejorros

Para determinar la percepcion y discriminacion de flores rojas y amarillas del rango
nativo bajo el modelo de vision de picaflores y abejorros, en primer lugar, se realiz6 un ACP
solo con individuos de poblaciones nativas donde los espectros de reflectancia se agruparon en
20 categorias de 21 nm. La variacion espectral de las flores se representd en un biplot resumido
por los dos primeros ejes del ACP (Anexo I). Para determinar categorias de color de manera
objetiva, se dividio el biplot en cuatro cuadrantes tomando como referencia la distribucion de las
20 categorias de longitudes de onda en el ACP. El CP2 se dividi6 a partir del valor de 0,1: se

consideraron flores rojas hacia valores positivos y flores amarillas hacia valores negativos,
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mientras que el CP1 se dividio a partir del valor 0: individuos con flores que absorben UV hacia
valores positivos e individuos con flores que reflejan UV hacia valores negativos. Con respecto a
las flores amarillas que reflejan UV, se seleccionaron 9 individuos del cuadrante 3 (CU3; Anexo
I) que presentaban valores de reflectancia > 5% para el rango de longitudes de onda UV (entre
los 300-400 nm). Los individuos restantes de dicho cuadrante se consideraron flores amarillas
que absorben UV (CU4; Anexo I). Es decir que, se consideraron cuatro categorias de color: rojas
que absorben UV (RR), rojas que reflejan UV (RU), amarillas que absorben UV (AA) y
amarillas que reflejan UV (AU).

Se representaron los loci de color bajo el modelo RNL para picaflores sensibles al V,
picaflores sensibles al UV y abejorros. Se calcularon los contrastes cromaticos y acromaticos
entre las categorias de color. Se analiz6 si existian diferencias significativas entre ellas a partir de
un andlisis de PERMANOVA. También se model6 el hexagono de color para el abejorro, y se
calcularon distancias euclidias para cada categoria de color floral (RR, RU, AA, AU) en relacion
al fondo de las hojas de N. glauca (centro del hexagono). Aquellas categorias con valores de
distancia menores a 0,04 unidades en el hexdgono se consideran indistinguibles del fondo, las
que presentan distancias con valores entre 0,04 y 0,11 son poco distinguibles, mientras que
aquellas con valores de distancia de a partir de 0,11 unidades de hexagono se discriminan

facilmente del fondo (Dyer et al. 2012).
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Figura 3. Picos de maxima sensibilidad de los fotorreceptores en los visitantes florales de
Nicotiana glauca: picaflor sensible al UV (A), picaflor sensible al V (B), nectarinido (C),
esfingido (D) y abejorro (E). Los picos de maxima sensibilidad para picaflor y nectarinido
corresponden a longitudes de onda del ultravioleta (UV), corta (C), media (M) y larga (L).
Mientras que para el picaflor sensible al V la longitud de onda mas corta es la del violeta (V).
Los picos de maxima sensibilidad de esfingido y abejorro corresponden a las longitudes de onda

del ultravioleta (UV), corta (C) y media (M).

Tabla 3. Picos de maxima sensibilidad de los fotorreceptores de longitud de onda
ultravioleta/violeta (UV/V), corta (C), media (M) y larga (L) y sus respectivas densidades para

cada visitante floral: picaflor sensible al UV, picaflor sensible al V, nectarinido (Chen et at.
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2020a y referencias alli citadas), esfingido diurno (Telles et al. 2014; Telles et al. 2016) y

abejorro (Telles et al. 2018 y referencias alli citadas; Defrize et al. 2010).

Visitantes florales | Picos de mdxima sensibilidad de los Densidad de los fotorreceptores
Jfotorreceptores
uvyv C M L uvyv C M L
Picaflores 371 444 508 560 0,5 1 2 6
sensible al UV
Nectarinidos 367 426 529 564 1 2 2 4
Picaflor sensible | 412 559 525 588 1 1 1 2
alVv
Esfingido diurno | 349 440 521 1 1 7
(Macroglossum
stellatarum)
Abejorro 360 428 544 1 0,417 4,412
(Xylocopa sp.)
3. RESULTADOS

3.1 Variacion objetiva del color floral

El analisis de los espectros de reflectancia mostré que todas las poblaciones estudiadas
reflejaron en longitudes de onda similares, aproximadamente entre los 500 y 700 nm, que
corresponden a colores verdes, amarillos y rojos (Figura 4). Sin embargo, las curvas reflejadas
por las diferentes poblaciones no fueron homogéneas. Las poblaciones del rango nativo
presentaron espectros de reflectancia muy diferentes entre ellas. Las poblaciones nativas EM y
PP mostraron un incremento gradual en la reflectancia entre los 500 y 700 nm y alcanzaron
valores méaximos a los 700 nm, mientras que la poblacion nativa TU mostré6 un pico de
reflectancia a los 560 nm (Figura 4, panel izquierdo). Ademés, PP y EM mostraron mayor
variacion intrapoblacional en los valores de reflectancia a lo largo de las longitudes de onda
medias y largas, mientras que la poblacion de TU mostré6 una mayor variabilidad en la
reflectancia a longitudes de onda corta (300-400 nm). Por su parte, las poblaciones dentro de
cada contexto de polinizacién del rango invadido (i.e., polinizacidén por nectarinidos en Sudafrica

y visitas ocasionales de M. stellatarum en Espafia) mostraron curvas similares (Figura 4, panel
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derecho). En ambos ambientes invadidos, las curvas de reflectancia mostraron una variacion
marcada entre las longitudes de onda corta y media en relacion a las largas. Ademas, ambas
poblaciones de Espafia mostraron un doble pico: uno a los 550 nm y otro a los 615 nm. Se
observaron flores que reflejan UV en una de las poblaciones introducidas de Espana (GE). Las
poblaciones de Espafia tuvieron una mayor variacion intrapoblacional en la forma espectral que
las poblaciones de Sudafrica, principalmente a lo largo de las longitudes de onda medias y
largas.

Los primeros dos componentes del ACP (CP1 y CP2) explicaron més del 96% de la
variacion total en la reflectancia de la corola (Figura 5). EI CP1 se asoci6 con la variacion en la
proporcion de reflectancia de longitudes de onda corta y media (300-500) en relacion a las de
onda larga (Anexo II). A lo largo de este componente se puede apreciar una separacion de las
poblaciones segin su contexto de polinizacién. Con valores altos del CP1 los individuos de las
poblaciones de origen nativo se ubicaron hacia la derecha del eje, mientras que los individuos de
las poblaciones introducidas en Espafia, con valores negativos de CP1, se ubicaron hacia la
izquierda del eje (Figura 5). Por su parte, los individuos de las poblaciones introducidas en
Sudafrica presentaron valores intermedios, por lo que se ubicaron en el centro del CP1. La
poblacién nativa PP y la poblacion introducida GE mostraron gran variacion en la reflectancia de
sus individuos a lo largo de este eje. Mientras que la distribucion de los valores de reflectancia
de las poblaciones sudafricanas se superpuso con la de las poblaciones nativas a lo largo del
CP1, en el caso de las poblaciones de Espaiia, la superposicion fue solo parcial. E1 CP2 se asocid
con la variacién en las longitudes de onda corta y larga en relacion con las longitudes de onda
medias (Anexo II). Ademas, este CP describid un pico a los 510 nm, y un incremento entre las
longitudes de onda medias y largas con un pico a los 700 nm. A lo largo del CP2 se separaron las
poblaciones del rango nativo entre si: la mayoria de los individuos de EM y muchos de los
individuos de PP se ubicaron, con valores positivos, hacia arriba en el grafico, mientras que los
individuos de la poblacion de TU, con valores negativos, se ubicaron en la parte inferior del eje
(Figura 5). Ademas, las poblaciones nativas EM y PP mostraron gran variacion a lo largo de este
eje. Por su parte, los individuos de las poblaciones de ambos contextos invadidos presentaron
valores intermedios para el CP2 (Figura 5).

Los ANOVAs anidados para los dos primeros componentes del ACP (CP1 y CP2)
revelaron que todos los niveles considerados (entre origenes, entre contextos de polinizacion y

entre poblaciones dentro de los contextos) explicaron una proporcion estadisticamente

21



Reflectancia(%)

60 80 100

40

20

60

20

40 60 80

20

80 100

significativa de la variacion total en el color de las flores de N. glauca (Tabla 2). El contexto de

polinizacion explicod el mayor porcentaje de variacion en el CP1, mientras que la mayor

variabilidad en el CP2 fue explicada por el nivel poblacional (Tabla 2).
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Figura 4. Reflectancia espectral de la corola en siete poblaciones de N. glauca del rango de

distribucion nativo (Sudamérica) e introducido (Espana y Sudafrica) con distintos contextos de

polinizacion. La linea roja representa el promedio poblacional y el sombreado rosa, el desvio

estandar.
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Figura 5. Variacion en la reflectancia de la corola de Nicotiana glauca segin un Analisis de
Componentes Principales (ACP) de los datos espectrales de las flores de siete poblaciones. Se
representan los dos primeros ejes del ACP. Cada punto corresponde al promedio por individuo.
Las distintas poblaciones estan identificadas con diferentes colores y la forma del punto
representa el origen: circular = invadido; cuadrado = nativo. En un recuadro se muestran las
flechas correspondientes a las variables originales (intervalos de longitud de onda de 21 nm) para
facilitar la interpretacion del ACP. El punto de interseccion de las flechas se simboliza con un

asterisco en el biplot.

Tabla 2. Particion de varianza (ANOVA anidado) para evaluar la diferenciacion geografica en
los descriptores del color de las flores (CP1 y CP2) derivados del ACP en poblaciones nativas e

introducidas de Nicotiana glauca con distintos contextos de polinizacion.
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Fuente de variacion Componente de F P
varianza (%)

CP1

Origen 22,652 1246,555 <0,0001
Contexto (Origen) 52,035 683,964 <0,0001
Poblacion (Contexto, Origen) 11,35 50,635 <0,0001
Individuos (Poblacion, Contexto, Origen) 13,963

Total 100

CP2

Origen 0 4,818 0,029
Contexto (Origen) 0 59,078 <0,0001
Poblacion (Contexto, Origen) 69,569 203,389 <0,0001
Individuos (Poblacién, Contexto, Origen) 30,431

Total 100

3.2 Percepcion del color por los visitantes florales

Los modelos de vision de todos los visitantes florales reportados para N. glauca, excepto el del
picaflor sensible al V, mostraron una distribucion de loci de color que se extiende desde el eje de
longitud de onda media-larga (M-L) hacia el vértice del fotorreceptor del longitud de onda
ultravioleta (UV; Figura 4).

Los modelos de vision aviar con fotorreceptores para UV mostraron un patrén de
distribucion mas disperso, mientras que en el modelo del picaflor con fotorreceptor para el
violeta, los loci de color se encuentraron mas condensados y cercanos al centro (Figura 6A,B y
C). Para picaflores sensibles al UV y nectarinidos los loci de color se agruparon desde la region
UV - centro hacia el eje entre los fotorreceptores largo y medio (Figura 6A y C). En los tres
modelos visuales de aves, los loci de color correspondientes a los individuos de las poblaciones
nativas mostraron una mayor dispersion que los de las introducidas (Figura 6 A-C). En el modelo
del picaflor UV, algunos loci de color de las poblaciones EM y TU son los que se observaron
mas cercanos del vértice del fotorreceptor UV (Figura 6A). En el modelo visual del picaflor

sensible al V, los loci de color de las poblaciones nativas mostraron una distribucion compacta
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cercana al centro con una tendencia hacia el eje del fotorreceptor verde (Figura 6B). En el
modelo visual del nectarinido, los loci de las poblaciones sudafricanas BR y TT se agruparon
cercanas al eje entre los fotorreceptores de onda larga y media (Figura 6C).

Con respecto al triangulo de Maxwell para el esfingido M. stellatarum (Figura 6D) y para
el abejorro X. ordinaria (Figura 6E), se observé una distribucion clara de los loci de color a lo
largo del eje entre los fotorreceptores UV y medio. Los loci de color de las poblaciones
introducidas se mostraron mas condensados cerca del fotorreceptor de longuitud de onda media
(verde), mientras que los de las poblaciones nativas se extendieron a lo largo del eje entre los
fotorreceptores UV y medio. Por ultimo, el modelo del hexagono de color para X. ordinaria
(Figura 6F) muestra que algunos loci de color de las tres poblaciones nativas se ubicaron
cercanos al centro, mientras que los loci de los demds individuos de poblaciones nativas e

introducidas se ubicaron dentro del sector de tono verde.

A Picaflor UV B Picaflorv C  Nectarinido

- F
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Figura 6. Loci de color de los individuos de todas las poblaciones estudiadas segun los
diferentes modelos de vision de los visitantes florales de N. glauca. Se representan los loci de
color en: espacios tetraédricos para picaflores sensibles al UV (A), picaflores sensibles al V (B),
y nectarinidos (C), tridngulo de Maxwell para esfingidos (D) y para abejorros (E) y hexagono de
color para abejorros (F) donde los vértices representan las sefiales maximas (captura cudntica) de
los fotorreceptores UV (violeta), corta (azul), media (verde) y larga (rojo). En cada espacio
visual, los loci de color diferente al gris corresponden al contexto de polinizacion de dicho
visitante floral y los loci de color gris corresponden a otros contextos de polinizacion. El centro

de cada modelo representa el color del fondo de las hojas de N. glauca.

3.3 Discriminacion del color por los visitantes florales

Los resultados de los contrastes cromaticos y acromadticos bajo el sistema de vision de aves,
esfingido y abejorro revelaron una tendencia general similar (Figura 7). Los contrastes entre
poblaciones del mismo contexto resultaron mayores dentro del rango nativo, excepto entre
PP-TU, que dentro de ambas regiones invadidas. Por otra parte, la poblacién sudamericana EM
presentd los mayores valores de contraste con el resto de las poblaciones, tanto con las otras
nativas como con las introducidas de Sudafrica y de Espafia. En general, las poblaciones de
Sudafrica y Espana mostraron mayores valores de contraste con las poblaciones nativas que
entre ellas. Seglin los resultados del PERMANOVA, los loci de color serian discriminables de
manera crompatica y acromatica entre pares de poblaciones (P>0,001). Sin embargo, seglin el
umbral tedrico perceptivo determinado para cada visitante floral, algunas poblaciones serian
discriminables entre si pero otras no.

En el caso del contraste cromatica de las flores dentro de cada contexto (Sudamérica,
Sudafrica y Espana), las aves (picaflor sensibles al UV, picaflor sensible al V y nectarinido)
podrian discriminar entre las poblaciones de Sudamérica, excepto entre TU y PP, y entre las
poblaciones de Espana (Figura 7A1, B1, C1). Por el contrario, las diferencias en el color floral
entre las poblaciones de Sudafrica serian imperceptibles para los tres grupos de aves. Entre
contextos, la discriminacion del color floral entre todas las poblaciones de Sudafrica y
Sudamérica y entre las de Sudamérica y Espafia seria posible para las aves. En el caso de los
contextos invadidos (Sudafrica y Espafia), s6lo la poblacion espafiola Bl seria distinguible de las
sudafricanas BR y TT. Por otro lado, el contraste acromatico de las flores para los modelos de

vision aviar, solo la poblacion sudamericana EM vy la espafiola GE serian percibidas como
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diferentes, y en el caso del nectarinido también discriminaria los colores entre las poblaciones
EM y BI (Figura 7A2, B2, C2).

Bajo el modelo visual de M. stellatarum, el contraste cromatica mostrd los mismos
resultados de discriminacion entre el color floral contra el fondo que en los modelos de vision
aviar (Figura 7D1). En cambio, el contraste acromatico dentro de los contextos, el esfingido
diurno sélo podria discriminar las flores de las poblaciones de origen nativo (Figura 7D2). En
relacion a la discriminacion entre contextos, percibiria como diferentes todas las poblaciones,
excepto la poblacion de Sudamérica PP de ambas poblaciones de Sudafrica.

Para el modelo visual de X. ordinaria, dentro de cada contexto, s6lo la poblacion de
origen nativo EM seria discriminada cromdaticamente de las poblaciones PP Y TU (Figura 7E1).
Entre poblaciones de contextos diferentes, podria discriminar la poblacion sudamericana EM de
ambas poblaciones sudafricanas, como también entre la poblacion nativa EM y las poblaciones
espaiolas. Ademas podria discriminar las flores de la poblacién sudafricana BI de las
poblaciones nativas PP y TU. En cuanto al contraste acromatico, los colores florales entre todas

las poblaciones en estudio resultaron indistinguibles para el abejorro (Figura 7E2).
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Figura 7. Contraste cromatico (izquierda) y acromatico (derecha) entre las flores de las siete
poblaciones en estudio de N. glauca bajo el sistema de vision de: Picaflor sensible al UV (Al,
A2), picaflor sensible al V (B1, B2), nectarinido (C1, C2), esfingido (D1, D2) y abejorro (E1,
E2). Cada barra representa el contraste entre un par de poblaciones (ver codigos de las

poblaciones en Tabla 1). La altura de la barra representa el valor de contraste medio con sus
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barras de error asociado. La linea punteada representa el umbral tedrico perceptivo en unidad

JND para cada visitante floral.

3.4 Percepcion y discriminacion del color de flores amarillas y rojas por picaflores y
abejorros.

Los espacios visuales de picaflores sensibles al UV (Figura 8A) y abejorros (Figura 8C),
bajo el modelo RNL, mostraron una distribucion similar de los loci de color que se extiende
desde el eje de logitud de onda media-larga (vertice verde y rojo) para picaflores y longitud de
onda media (vertice verde) para abejorros hacia el vértice del fotorreceptor del longitud de onda
ultravioleta (vertice violeta). Esta distribucion se pudo observar para los loci de color rojo que
reflejan UV, los cuales mostraron una amplia dispersion dentro de cada espacio de color,
mientras que las flores amarillas que reflejan UV se agruparon cercanas al centro hacia la
longitud de onda UV. Las flores rojas y amarillas que absorben UV se agruparon, cercanas entre
ellas, hacia la longitud de onda media-larga en el espacio visual de picaflores sensible al UV y
hacia el vértice de longitud de onda corto en el espacio visual de abejorros. Con respecto al
modelo visual de picaflor sensible al V (Figura 8B), los loci de color mostraron una distribucion
restringida. Las flores amarillas y rojas que reflejan UV se agruparon cercanas al centro,
mientras que las amarillas y rojas que absorben UV se agruparon hacia la longitud de onda
media-larga. Dentro del hexdgono de color para el espacio visual de abejorros (Figura 8D), los
loci de color amarillos que reflejan UV se agruparon en el sector de percepcion UV cercano al
centro con un valor promedio de distancia euclidia de 0,09, mientras que las flores rojas que
reflejan UV mostraron una distribucion mas dispersa desde el centro hacia el eje que divide el
sector de percepcion verde y verde-azul, presentando un valor promedio de distancia euclidia de
0,13. Con respecto a las flores amarillas y rojas que absorben UV, los loci de color se ubicaron
cercanos y agrupados en el sector de percepcion verde, con un valor promedio de distancia
euclidia de 0,4 para ambas categorias.

Seglin los resultados del PERMANOVA, los contrastes cromaticos y acromaticos serian
discriminables entre los pares de categorias de color consideradas (P>0,001). Sin embargo,
segun el umbral tedérico perceptivo determinado para cada visitante floral, algunas categorias
resultarian distinguibles y otras no. En cuanto al contraste cromatico entre los pares de colores
bajo estudio, los valores de JND fueron similares para picaflores y abejorros. Bajo los tres

modelos estudiados (picaflor sensible al UV y sensible al V, y abejorro) se podrian discriminar

30



los colores florales que reflejan UV de aquellos que lo absorben, pero bajo ninguno de ellos las
flores rojas y amarillas que absorben UV podrian ser distinguidas entre si (Figura 8E-G).
Ademas, para el modelo visual de los abejorros, resultaron indistinguibles las flores rojas y
amarillas que reflejan UV (Figura 8G). Con respecto a los contraste acromaticos, tanto para los

dos modelos de picaflores como para el modelo visual de abejorros todas las categorias de color

resultaron indistinguibles.
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Figura 8. Percepcion y discriminacion de flores que absorben UV amarillas (AA), flores rojas
que absorben UV (RR), rojas que reflejan UV (RU) y amarillas que reflejan UV (AU) en el
sistema visual de picaflores sensibles al UV (A), picaflores sensibles al V (B), y abejorros (Cy
D). Los vértices con circulos de colores representan las sefiales maximas (captura cuantica) de
los fotorreceptores de longitud de onda ultravioleta (violeta), corta (azul), media (verde) y larga
(roja). El centro de cada modelo representa el color del fondo de las hojas de N. glauca. Los
sectores descriptos en el hexagono de color pertenecen a los tonos de color subjetivo que puede
percibir el abejorro. Los contrastes cromaticos y acromaticos entre loci de color de flores AA,
AU, RR Y RU se representan para el modelo visual RNL de picaflores sensible al UV (E1,E2),
picaflores sensible al V (F1,F2) y abejorros (G1,G2). Cada barra representa el contraste entre un
par de categorias de color. La altura de la barra representa el valor de contraste medio con sus
barras de error asociado. La linea punteada representa el umbral tedrico perceptivo en unidad

JND para cada visitante floral.

4. DISCUSION

Nicotiana glauca es una planta sudamericana que ha sido introducida en numerosas
regiones semidridas del mundo, donde se encuentra ampliamente distribuida y constituye una
especie invasora (Ollerton et al. 2012). En cada area geografica, nativa e invadida, sus flores son
visitadas por diferentes grupos de polinizadores y visitantes florales locales (Nattero y Cocucci
2007; Geerts y Pauw 2009; Issaly et al. 2020). Teniendo en cuenta que distintos grupos de
polinizadores poseen diferentes sistemas visuales, se podria esperar que éstos afecten el color de
las flores de las plantas presentes en regiones geograficas con distintos ensambles de visitantes
florales. Hasta el momento, la mayoria de los estudios de variacion del color floral bajo la
percepcion de sus visitantes florales se realizaron a nivel intraespecifico e interespecifico en una
comunidad (Niovi y Reithel 2001; Shrestha et al. 2013; Paine et al. 2019) o entre especies de
plantas que habitan diferentes areas geograficas (Ohashi, Makino y Arikawa 2015; Papiorek et
al. 2016; Chen et al. 2020a). Por otra parte, la variacién del color de las flores y su percepcion
por los diferentes polinizadores rara vez se ha estudiado en el contexto de las invasiones por
plantas (pero ver Makino y Yokoyama, 2015). Por esta razon, analizar el color de las flores de V.

glauca en su rango de distribucion nativo y en distintas areas invadidas, tanto de manera objetiva
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como a través del sistema de vision de sus polinizadores y visitantes florales, resulta novedoso

dentro de los estudios del color floral.

En esta Tesina, se plante6 la hipodtesis de que el color de las flores de N. glauca en
poblaciones del rango de distribucidon nativo e invadido es producto de las diferentes presiones
de seleccion de los polinizadores que las visitan en cada region geografica. Para evaluar esto, en
primer lugar, nos preguntamos si existian diferencias objetivas en la coloracion floral de la
especie entre areas con distintos contextos de polinizacidon (i.e. polinizacidon por picaflores,
polinizaciéon por nectarinidos y visitas ocasionales del esfingido diurno M.stellatarum). Luego,
nos preguntamos si esas diferencias eran percibidas y discriminadas como tales por los distintos
visitantes florales. Dado que los abejorros de la especie Xylocopa ordinaria actian como
ladrones de néctar de N. glauca en el rango nativo, este grupo también fue incluido como
visitante floral. Por otro lado, de manera anexa a la hipdtesis central del trabajo, indagamos si las
flores rojas y amarillas que absorben y reflejan UV en el rango nativo son discriminadas por
abejorros y picaflores. Este representa un primer paso para evaluar si el color rojo en las flores
de N. glauca responderia mas a evitar el robo de néctar por abejorros que la atraccion de los

picaflores. Estos dos aspectos son discutidos en distintos apartados.

4.1 Variacion en el color de las flores de N. glauca y su percepcion por los visitantes florales

en el rango nativo y en areas invadidas

Los resultados de esta Tesina indican que existen variaciones en los espectros de
reflexion entre las flores del rango nativo y las distintas areas invadidas por N. glauca, lo que
concuerda con nuestra primera prediccion. Dichas variaciones entre contextos de polinizacion se
dieron principalmente por una diferencia marcada en la curva de reflectancia a partir de los
valores de longuitud de onda media y larga (550 a 700 nm), que representan colores
verde-amarillo, anaranjado y rojo para el ojo humano, y por la absorbancia y/o reflectancia en la
longitud del UV (300-400nm). Las longitudes de onda que reflejan las flores de N. glauca podria
estar dada por la presencia de varios pigmentos que coexisten en la misma flor: clorofila,
pigmento que refleja en longitud de onda de los 550 nm y se conserva en ancestros del género
Nicotiana (Mc Carthy et al. 2015), también carotenoides como luteina y 3-caroteno que reflejan

en longitud de onda a partir de 600 nm (Grotewold 2006, Zhu et al. 2007) y, como revela el
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estudio de Ng y Smith (2016), antocianinas, especificamente cianidinas y delfinidinas que, en
combinacién con carotenoides, podrian generar el color rojo en las flores de nuestra especie de

estudio contribuyendo a la reflectancia en longitudes de onda entre los 650 y 700 nm.

En el rango nativo, encontramos gran variabilidad en la reflectancia de longitudes de
onda larga (650-700 nm), que representa el color rojo para el ojo humano, tanto entre como
dentro de algunas poblaciones. Esto era esperable considerando que dos de las tres poblaciones
nativas estudiadas (EM y PP) presentan polimorfismo de color, con individuos que tienen flores
amarillas, rojas o anaranjadas. Ademas, parte de las flores en el rango nativo reflejaron UV, algo
que resulta interesante si se tiene en cuenta la discusion y la falta de consenso hasta la fecha
acerca del modelo de vision de los picaflores (i.e. si son sensibles al V o al UV; Chen et al.
2020a). Lo hallado en esta Tesina podria apoyar la idea de que los picaflores, unicos
polinizadores de N. glauca en el rango nativo y con quienes esta especie ha evolucionado, tienen
la capacidad de percibir las sefiales UV, algo que ha sido demostrado empiricamente en un
trabajo reciente (Stoddard et al. 2020). Sin embargo, la reflectancia de UV en las flores del rango
nativo también podria estar asociada al modelo visual de los abejorros que roban néctar en esta

especie (ver apartado siguiente).

A pesar de que en las poblaciones introducidas todas las flores fueron amarillas para el
ojo humano, la forma de los espectros de reflexion de las poblaciones de Mallorca y Sudafrica
fueron diferentes (Figura 4). La variacion objetiva del color de las flores en las poblaciones
sudafricanas cayo dentro del rango de variacién de las poblaciones muestreadas en el rango
nativo, lo que sugiere que el fenotipo de color floral introducido en Sudafrica podria provenir de
alguna de estas poblaciones nativas. Por otra parte, las principales diferencias en el color floral se
dieron entre el contexto nativo y el contexto invadido de Espafia. La forma espectral en esta
ultima area, diferente a las de Sudamérica y Sudafrica, sugiere que en este contexto invadido el
fenotipo de color floral seria novedoso respecto a aquellos presentes en el rango nativo. Resulta
poco probable que las visitas ocasionales del esfingido diurno M. stellatarum ejerzan una fuerza
selectiva que favorezca el patron espectral novedoso encontrado en Mallorca, ya que el
porcentaje de polinizacion cruzada reportado para estas poblaciones es extremadamente bajo y
las plantas se reproducen casi exclusivamente por autogamia (Issaly et al. 2020). Una
explicacion alternativa para los patrones de reflectancia observados en Espana es que dichas

poblaciones deriven de una poblacion nativa fuera de nuestra area de estudio que posea plantas
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con flores con esa coloracion. Un estudio genético en curso en nuestro grupo de trabajo (Issaly,
Sérsic y Paiaro, en ejecucion), donde se evalua la genealogia de las poblaciones bajo estudio y
otras poblaciones en el rango nativo e invadido, serda muy revelador porque permitira conocer

posibles fuentes y rutas de invasion de N. glauca.

Las diferencias objetivas en la coloracion de las flores observadas entre los diferentes
contextos de polinizacion serian percibidas como tales por los visitantes florales de la especie.
En todos los modelos visuales estudiados, se observéd una gran dispersion de los loci de color de
las flores del rango nativo que coincide con la variacion objetiva del color en estas poblaciones.
Por su parte, la variacion de color de las flores en ambas regiones invadidas (Espana y Sudafrica)
mostro una dispersion restringida y se superpuso con la del rango nativo bajo todos los modelos
visuales estudiados. A pesar de que esta superposicion sugiere que los visitantes no distinguirian
las flores del rango nativo de las de las areas invadidas, los analisis de contraste cromatico
mostraron que é€stas si serian discriminadas, mientras que las diferencias de color entre ambas
regiones invadidas solo serian percibidas en algunos casos. A partir de estos analisis, se puede
inferir que algunas de las poblaciones que solo presentan flores amarillas indistinguibles para el
0jo humano serian discriminadas por ambos grupos de aves polinizadoras, picaflores y
nectarinidos, y por el visitante floral M. stellatarum. Esto nos permite resaltar y reafirmar que la
capacidad de percepcion y discriminacion de los diferentes grupos de visitantes florales de NV.
glauca es diferente y mas amplia de la que puede percibir el ojo humano (Chittka y Thomson,

2011).

A diferencia de lo esperado, todos los visitantes florales percibieron de manera similar la
variacion del color de las flores de N. glauca en el rango estudiado. Esto podria deberse a que
sus sistemas visuales no resultan tan diferentes entre si. En este sentido, por ejemplo, se ha
observado que picaflores y nectarinidos, a pesar de que s6lo estan emparentados lejanamente
(Hackett et al. 2008) y estan geograficamente aislados, poseen una convergencia en varios rasgos
morfolédgicos y ecoldgicos (Stiles 1981, Fleming y Muchhala 2008). En cuanto al procesamiento
de sefiales visuales, ambos grupos de aves sensibles al UV tienen un sistema tetracromatico con
similares picos de maxima sensibilidad de los fotorreceptores. La presencia del cuarto receptor
sensible a longitud de onda larga les permite responder a sefiales cromaticas que se extienden
mas alla de los 500 nm, las cuales estdn presentes en los espectros de color de las flores de

algunas de las poblaciones estudiadas, al igual que en muchas otras especies ornitéfilas (Herrera
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et al. 2008; Stoddard et al. 2008; Shrestha et al. 2013). Por su parte, pese a que el sistema de
vision de los esfingidos carece del fotorreceptor de longitud de onda larga (L), M. stellatarum
podria utilizar el contraste acromatico para diferenciar flores que reflejan dichas longitudes de
onda (Kelber y Henique, 1999). Aunque los abejorros también perciben de manera acromatica
las sefales de color fuera de su rango de vision (Martine-Harms et al. 2009), nuestros resultados
indican que el contraste acromatico no intervendria en su discriminacion del color floral entre
poblaciones de N. glauca. La discriminacion cromatica de muchas de las poblaciones de estudio
encontrada para los tres modelos visuales de aves, el de esfingidos y el de abejorros podria
deberse a la presencia de un pico de reflectancia entre los 500-550 nm en las flores de algunas
poblaciones, longitud de onda que coincide con el méximo de sensibilidad para el fotorreceptor

de longitud media en todos los grupos de visitantes florales estudiados (Tabla 3).

La similar percepcion y discriminacion de los colores florales encontrada bajo el modelo
de vision de picaflores sensibles al UV, nectarinidos, esfingidos diurnos y abejorros sugiere que
la variacién de color percibida por polinizadores efectivos (esto es, picaflores y nectarinidos) no
seria significativamente menor que la variacidon percibida por visitantes que no juegan ningin
papel en la polinizacion (esto es, esfingidos y abejorros), a diferencia de lo sugerido por Paine et
al. (2019). Sin embargo, nuestros resultados respecto al modelo de vision del picaflor sensible al
V parecerian apoyar lo reportado por este estudio, ya que la percepcion de la variacién en
poblaciones nativas por el picaflor con este modelo de vision es menor que la percibida por el

abejorro X. ordinaria.

En cuanto a las diferencias inter-poblacionales dentro de cada contexto de polinizacion, y
teniendo en cuenta solo aquellos visitantes presentes dentro de cada contexto, los resultados
indican que, excepto las poblaciones de Sudafrica que son indistinguibles para los nectarinidos,
todos los visitantes florales podrian detectar variaciones de color floral (al menos las cromaticas)
entre las poblaciones muestreadas en el contexto geografico donde estan presentes. En el caso de
los picaflores, tanto los sensibles al UV como al V, y los abejorros, la discriminacién de las
poblaciones en el contexto nativo se debe a las grandes diferencias que éstas presentan en el
color de la corola. Si bien las poblaciones nativas estudiadas difieren en los ensambles de
picaflores que las visitan (Garcia et al. 2020), y no existe un consenso sobre el sistema visual de
este grupo de aves (Odeen y Hastad, 2003; Herrera et al. 2008), nuestros resultados muestran

que picaflores con distintos sistema de vision discriminan de forma similar las flores de N.
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glauca. Por esta razén, no seria esperable que los diferentes ensambles promuevan distintos
colores de la corola hallados en las poblaciones nativas. Por otra parte, de acuerdo a los
resultados de la presente Tesina, la presencia diferencial de abejorros en las poblaciones nativas
tampoco promoveria las diferencias de coloracion floral encontradas entre ellas (ver apartado

siguiente).

Alternativamente, la variacion inter-poblacional en el color floral observada en el rango
nativo podria haber evolucionado de manera neutral (a través de deriva), o por efecto
pleiotrépico (Smith, 2015), es decir mediante la seleccion indirecta de caracteres
correlacionados. El color floral es a menudo pleiotropico (Schoen ef al. 1984; Rausher 2008), y
puede covariar con otros rasgos florales, como el tamafo y la forma de la corola. En este sentido,
en un estudio reciente en N. glauca, se encontrd un ajuste entre la longitud del tubo corolino y la
longitud del pico de los picaflores presentes en cada una de las poblaciones nativas, y ademas, se
demostrd que este rasgo floral y la forma de las flores se encuentran bajo seleccion mediada por
los polinizadores locales (Garcia et al. 2020). Por otro lado, teniendo en cuenta que las aves
eligen el color floral principalmente por su asociacion con las recompensas (Stiles, 1976;
Kaczorowski et al. 2014), el color de la corola en N. glauca podria ser seleccionado de manera
correlacionada con las caracteristicas del néctar. Finalmente, la variacion en el color de las flores
encontrada entre los sitios nativos podria estar dada por una respuesta plastica o adaptativa a
factores abiodticos como la temperatura, la sequia o el tipo de suelo (Schemske y Bierzychudek,
2001; Koski y Gallowey, 2020; Johonson et al. 2020). Por su parte, las flores de las poblaciones
sudafricanas resultaron indistinguibles para los nectarinidos, al igual que para el resto de los
polinizadores y visitantes florales estudiados, lo que claramente se explica por la similitud de
coloracion entre estas dos poblaciones. Esta similitud puede estar dada, en parte, por un posible
flujo génico mediado por las especies de nectarinidos compartidas entre ambas poblaciones
(Garcia et al. 2020). El transporte de polen entre las poblaciones de N. glauca presentes en zonas
aridas como las de Sudafrica (Tabla 1) puede ser especialmente importante, ya que sus flores
estan presentes en un momento del afio en el que escasean otros recursos florales (Kaczorowski
et al. 2014). Por ultimo, pese a que las curvas de reflectancia de las dos poblaciones estudiadas
de Mallorca parecen practicamente idénticas, el hecho de que M. stellatarum pudiera

distinguirlas por el color de sus flores podria deberse a que sélo en una de ellas (GE) algunas
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flores reflejaron UV, longitud de onda a la cual esta especie es sensible (Telles et al. 2014;

Telles et al. 2016).

Por ultimo, encontramos que la variacion intra-poblacional en el color de las flores, tanto
objetiva como desde la perspectiva de los diferentes visitantes florales, fue menor dentro de los
contextos invadidos que dentro del ambiente nativo. Este resultado concuerda con lo hallado
para otros rasgos florales de N. glauca, como la longitud y la forma de la corola (Garcia et al.
2020), y podria deberse a que las plantas de los ambientes invadidos hayan sufrido posibles
cuellos de botella, pérdida aleatoria y fijacion de alelos en sus pequenas poblaciones fundadoras
(Shueller, 2007). Ademas, la reproduccion exclusivamente autdogama de las poblaciones de
Espana (Issaly et al. 2020) también podria conducir a una reduccién de la variacion fenotipica en
la coloracion floral. Los analisis genéticos en curso (Issaly, Sérsic y Paiaro, en ejecucion)
permitiran evaluar si las poblaciones introducidas tienen una variacion genética menor que las
nativas, lo cual se esperaria tanto por efecto de la deriva génica como de la seleccion, pero no si

se han producido multiples introducciones en estos sitios.

4.2 Percepcion y discriminacion de las flores de color rojo y amarillo de poblaciones

nativas segun el sistema de vision de abejorros y picaflores

La mayoria de las flores ornitofilas exhiben colores de longitud de onda mas larga,
especialmente el color rojo (Scogin 1988; Cronk y Ojeda 2008). Las aves tienen su mayor
sensibilidad espectral y discriminacion de tonos en estas longitudes de onda mas largas (Stiles,
1976; Stiles, 1981; Shrestha et al. 2013), lo que sugiere que las flores ornitofilas pueden haber
desarrollado estos colores como respuesta a la seleccion ejercida por el sistema visual de sus
aves polinizadoras. Pruebas de preferencia han demostrado que los picaflores no tienen una
preferencia innata por las flores de color rojo (Lunau et al. 2011). Sin embargo, un estudio
reciente sobre comportamiento con picaflores entrenados demostré que pueden distinguir
facilmente entre flores rojas que reflejan UV de las que absorben UV (Stoddard et al. 2020). Por
el contrario, los himenopteros no tienen fotorreceptores de longitud de onda larga, lo que los
hace relativamente débiles en el procesamiento cromatico de senales visuales rojas (Chittka y
Wells, 2004). Ademas, en un trabajo reciente se observd que en comparacion con otros colores

florales, las flores rojas son muy llamativas para las aves y mucho menos llamativas para las
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abejas (Chen et al. 2020a). Finalmente, para la especie en estudio, se observo que abejorros de la
especie Xylocopa ordinaria roban néctar con mayor frecuencia en flores amarillas que en flores
rojas en el rango nativo (A.A. Cocucci, com. pers). Por estas razones, en esta Tesina se postuld
que el color rojo en las flores N. glauca es mas probable que haya evolucionado para evitar a los

abejorros robadores de néctar que para la atraccion de los picaflores.

Los resultados de esta Tesina muestran que las flores rojas y amarillas que reflejan y
absorben UV son discriminadas tanto por picaflores como por abejorros, debido a la presencia en
ambos grupos de un receptor de longitud de onda ultravioleta que les permite discriminar colores
que absorben y reflejan UV (Peitsch et al. 1992; Odeen & Hastad 2003). En picaflores, la
discriminacion de las flores que absorben UV de las que lo reflejan concuerda con los hallazgos
del estudio comportamental realizado por Stoddard ef al. (2020), donde se demostré que los
picaflores son capaces de distinguir una amplia gama de combinaciones de colores incluyendo la
region ultravioleta. En cuanto al modelo de los picaflores sensible al V, la conspicuidad

cromatica y discriminacion seria menor ya que carecen del fotoreceptor sensible al ultravioleta.

En cuanto a los abejorros, segun las distancias euclideas calculadas en el hexdgono de
color, las flores rojas y amarillas que reflejan UV serian menos distinguibles que las flores rojas
y amarillas que absorben UV. En este sentido, mas que las longitudes de onda larga que aportan
el color rojo seria la reflectancia de UV en las flores de N. glauca lo que las haria menos
distinguibles del fondo de las hojas para los abejorros que actian como ladrones de néctar. Esto
se contrapone con lo hallado en trabajos previos a nivel interespecifico, donde se demostrd que
las flores rojas son mas atractivas para las abejas y abejorros si reflejan la luz UV, y por el
contrario, resultan poco distinguibles las flores rojas que absorben UV (Lunau et al. 2011;
Coimbra et al. 2020; Chen et al. 2020b). Por otro lado, nuestro hallazgo de que las flores
amarillas que absorben y reflejan en el UV serian discriminadas como diferentes se contrapone
con lo encontrado en otros estudios donde se observo que las abejas no distinguen entre flores
amarillas que absorben y reflejan UV (Coimbra et al. 2020) ni flores amarillas con diferentes
reflectancias de UV (Papiorek ef al. 2016). Finalmente, las flores de color rojo que reflejan UV
respecto de las flores amarillas que absorben UV sean menos distinguibles a los ojos de
X ordinaria podria explicar la mayor tasa de visitas de los abejorros en las flores amarillas de N.

glauca (A.A. Cocucci, com. pers.).
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Contrariamente a lo esperado, ni los abejorros ni los picaflores (bajo ninguno de los dos
modelos de visidon considerados) distinguirian cromaticamente las flores rojas y amarillas que
absorben UV, y los abejorros tampoco discriminarian las flores rojas y amarillas que reflejan
UV. Estos resultados difieren de lo hallado en un estudio interespecifico donde las flores de
color rojo al ojo humano tuvieron un gran contraste cromatico con las flores de color amarillo
bajo el modelo de vision de las abejas, pero no bajo el modelo de vision de las aves, ni sensibles
al UV ni al V (Chen et al. 2020a). Nuestros hallazgos sugieren que la coloracidn roja de la corola
de N. glauca no evitaria la deteccion de las flores por parte del abejorro X. ordinaria, en
contraposicion a lo hallado en estudios recientes a nivel interespecifico (Bergamo et al. 2019;

Chen et al. 2020a; Coimbra et al. 2020).

Estudios complementarios a los realizados en esta Tesina permitiran profundizar nuestro
conocimiento acerca de la variacion cromatica en las poblaciones nativas bajo los modelos
visuales de sus polinizadores y ladrones de néctar, asi como de la influencia del color floral
sobre las visitas de unos y otros. Es posible que la gran variabilidad encontrada entre las flores
rojas que reflejan UV se deba a que esta categoria incluya un degradé de color que va del rojo al
anaranjado para el ojo humano. Por esta razon, en primer lugar, se podrian realizar analisis
similares a los de este trabajo que utilicen categorias diferentes para clasificar los colores
florales. Actualmente, existen métodos para la asignacion de las categorias de color como el
algoritmo de aprendizaje no supervisado (unsupervised learning algorithm). Mientras que la
clasificacion objetiva aqui utilizada es una clasificacion a priori, la segunda no es sesgada ya que
intenta identificar agrupaciones sin ningun tipo de informaciéon mediante la combinacion de
datos de reflectancia con procedimientos estadisticos del campo del reconocimiento de patrones
(Papiorek et al. 2016 y referencias alli citadas). Ademas, se podrian realizar estudios a campo
que relacionen las visitas de picaflores y abejorros con el color de las flores visitadas por estos
dos grupos para poner a prueba las hipotesis aqui planteadas.

Alternativamente, la variacion del color floral que es detectable por los polinizadores
puede ser mantenida y direccionada por otros factores (Strauss y Whittall, 2006). La
concentracion de pigmentos como la antocianina, responsable de la mayoria de los colores de las
flores y presentes en N. glauca (Ng y Smith, 2015) puede estar determinada por diferentes
factores ambientales o geograficos (Landi et al. 2015; Peach et al. 2020). Un estudio reciente a

nivel intraespecifico reportd que la concentracion de antocianinas se correlaciona negativamente
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con la altitud (Peach et al. 2020). Este patrén encontrado podria explicar la presencia de flores
rojas en la poblacion nativa EM ubicada a 310 m snm, en relacion a la poblacion TU (3213 m
snm) que solo presenta el morfotipo de color amarillo. Por otro lado, las antocianinas también se
asocian a menudo con la tolerancia al estrés abiotico como la sequia y altas temperaturas
(Strauss y Whittall, 2006), como también a la alta radiacion UV (Peach et al. 2020). Futuros
trabajos en nuestro sistema de estudio podrian echar luz sobre éstas y otras posibles causas de la

variabilidad en el color de las flores observada en el rango nativo.

5. CONSIDERACIONES FINALES

En este trabajo se estudid la variacion cromatica a partir de los espectros de reflectancia
de las flores de N. glauca de siete poblaciones presentes en areas nativas e invadidas,
considerando como posibles modeladores de este rasgo a visitantes florales, mutualistas y
antagonistas con diferentes sistemas visuales. La aproximacion utilizada para evaluar el color
floral a partir de modelos visuales nos permitié predecir la facilidad con que los visitantes
florales pueden percibir y discriminar los colores.

Si bien la variacion objetiva del color entre areas geograficas con distintos contextos de
polinizacion podria sugerir que los visitantes florales de cada region moldean el color de las
flores, la representacion de los loci de color en los diferentes modelos visuales y los contrastes
cromaticos y acromaticos sugieren que dichas variaciones serian percibidas como tales por los
distintos polinizadores y visitantes florales pero de manera similar entre ellos. En este sentido,
nuestros analisis revelaron que la percepcidon y discriminacion de las flores de N. glauca por
parte de sus visitantes florales en poblaciones del rango de distribucion nativo e invadido no
explicaria la variacion del color floral entre dichas regiones geograficas. La variacion en el color
floral de N. glauca entre y dentro de las poblaciones nativas e introducidas podria estar dada por
mecanismos alternativos a la presion selectiva que puedan ejercer sus polinizadores y visitantes
florales, tales como procesos neutrales asociados a las invasiones (i.e. cuellos de botella) o la
respuesta plastica o adaptativa a factores abioticos (Ollerton et al. 2012; Peach et al. 2020).

En cuanto a la percepcion y discriminacion de flores rojas y amarillas que absorben y
reflejan UV por picaflores y abejorros, los resultados muestran que las flores con morfotipos
diferentes presentes en las poblaciones nativas son igualmente distinguibles de manera cromatica
por polinizadores y ladrones de néctar. Por esta razon, nuestros hallazgos sugieren que la

presencia de flores rojas en algunas poblaciones nativas de N. glauca no pareceria favorecer la
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atraccion de los picaflores ni disminuir la percepcion por ladrones de néctar como X. ordinaria.
Seria interesante evaluar, a partir de estudios de campo, si estos mutualistas y antagonistas
visitan diferencialmente las flores de los distintos morfotipos presentes en el rango nativo.
También se podrian considerar las diferencias cromaticas entre el limbo y tubo corolino, que
quizas jueguen un papel diferente en la localizacion y discriminacion de las flores por parte de
abejorros y picaflores.

Por otra parte, seria interesante evaluar a futuro como se asocia el color de las flores con
otros rasgos florales como la cantidad y concentracion de néctar en las diferentes poblaciones
nativas e introducidas, a la vez que analizar conjuntamente la seleccion que los polinizadores
ejercen sobre dichos rasgos florales. Estos estudios permitiran complementar los analisis que se
llevaron a cabo en este trabajo y obtener mas evidencias acerca de la influencia de la mirada de

los distintos visitantes florales sobre la variacion del color de las flores de N. glauca.
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7. ANEXOS
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Anexo I. Variacion en la reflectancia de la corola de Nicotiana glauca segin un analisis de
componentes principales (ACP) de los datos espectrales de las flores de las tres poblaciones
nativas (A). Se representan los dos primeros ejes del ACP. Cada punto corresponde al promedio
por individuo y los diferentes colores representan las poblaciones. Las flechas corresponden a las
variables originales (intervalos de longitud de onda de 21 nm) para facilitar la interpretacion del
ACP. Las lineas de punto separan los cuatro cuadrantes (CU1,CU2,CU3,CU4). Cada cuadrante
representa las cuatro categorias de color: rojas que reflejan UV (Cl), rojas que absorben

UV(C2), amarillas que reflejan UV (C3) y amarillas que absorben UV(C4).
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Anexo 2. Relacion entre los autovectores del componente principal 1 (CP1) y componente
principal 2 (CP2) del Andlisis de Componentes Principales (ACP) y los datos espectrales de las

flores entre los 300 y los 700 nm de las siete poblaciones estudiadas
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