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Resumen

El proceso de urbanizacion produce una alteracion en los niveles de luz ambiental durante la
noche como consecuencia de la instalacion de luces artificiales. La diversidad de las especies
de plantas y polinizadores que interactuan en los ecosistemas puede verse afectada por
alteraciones del ambiente, influyendo sobre los procesos y servicios ecosistémicos que
provee, tales como el de la polinizacion. Caesalpinia gilliesii es una leguminosa nativa de
Argentina con arquitectura floral penicilada que depende exclusivamente de la polinizacion
mediada por esfingidos de probodscides largas para reproducirse. Considerando los efectos
negativos de la contaminacidon luminica sobre la actividad polinizadora de los esfingidos, se
planted la hipotesis de que la intensidad de la luz artificial afecta negativa e indirectamente el
éxito reproductivo de este arbusto. Para poner a prueba la hipdtesis se determind la carga
polinica conespecifica depositada, germinada y heteroespecifica sobre estigmas de flores de
C. gilliesii en ambientes con alta (urbano) y baja (rural) contaminacion luminica en tres sitios
dentro de la Provincia de Cordoba. En cada ambiente se seleccionaron 10 individuos y se
recolectaron 10 estigmas por individuo para determinar las cargas polinicas. Ademas se
determind el nimero de frutos y 6vulos y se describid el gremio de esfingidos en cada
ambiente. Por ultimo, se evaluaron las relaciones directas e indirectas entre la contaminacion
luminica y el éxito reproductivo mediante modelos de ecuaciones estructurales (SEM). Se
observo una cantidad marginalmente mayor de granos de polen depositados y proporcion de
germinados en los ambientes rurales y una cantidad significativamente mayor de granos de
polen heteroespecificos en estos ambientes. El numero de frutos y de 6vulos fecundados no
difirié entre ambientes. Se capturaron representantes del gremio de esfingidos polinizadores
de C. gilliesii con polen sobre alas, abdomen y probdscide. Segin los SEM, a mayor
contaminacion luminica, la cantidad de polen heteroespecifico depositado y germinado fue
menor. Asimismo, se observd una relacion directa significativa y negativa entre la
contaminacion luminica y el deposito de polen. Este resultado indicaria que la actividad
polinizadora es reducida en ambientes con mayor contaminacion luminica. Sin embargo, el
éxito reproductivo de C. gilliesii no se vio afectado por la contaminaciéon luminica,
probablemente porque se depositd una cantidad de polen conespecifico suficiente en ambos
ambientes como para fecundar los dvulos disponibles por ovario. Seria necesario realizar
estudios de la aptitud de la progenie de C. gilliesii para determinar si hay repercusiones

ulteriores en el éxito reproductivo.
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1. Introduccion
El proceso de polinizacion mediante el cual las plantas reciben una adecuada

cantidad de polen de calidad, es llevado a cabo por vectores abidticos como el agua o el
viento, o bioticos (Ashman et al. 2004). Estos ultimos, denominados polinizadores,
estan comprendidos por distintos taxa de animales y de ellos depende en alguna medida
el éxito reproductivo de aproximadamente el 90% de las Angiospermas (Buchmann &
Nabhan 1996; Ashworth et al. 2004; Ollerton et al. 2011). Los polinizadores pueden
producir aislamiento reproductivo de las plantas, asi como promover su flujo genético,
lo que llevaria a la co-especiacion de las plantas y los polinizadores a través de procesos
de seleccion reciproca (Willmer 2011). Por ello, la polinizacién biodtica estd asociada
con la diversificacion de algunos grupos principales de plantas y animales (Dodd et al.
1999).

Sin la presencia de polinizadores, muchas plantas no podrian reproducirse; y
sin plantas que proporcionen polen, néctar y otras recompensas florales, muchas
poblaciones de animales disminuirian (Kearns et al. 1998). En consecuencia, en las
interacciones mutualistas entre las plantas y los polinizadores, en las que las partes
interactuantes dependen entre si en algin momento de sus ciclos de vida, se ejercen
presiones selectivas reciprocas que modulan los caracteres involucrados en la
interaccion (Willmer 2011). Las adaptaciones que desarrollan las plantas para atraer
ciertos tipos de polinizadores y excluir a otros dan lugar a los “sindromes florales”, un
conjunto de caracteres fenotipicos de las plantas en respuesta a la adaptaciéon a un
determinado grupo de polinizadores funcionalmente equivalentes (Mayfield et al
2001). Los polinizadores pueden clasificarse en grupos funcionales, caracterizados por
presentar patrones comportamentales semejantes al acceder a las flores o producir
presiones selectivas similares sobre éstas. En relacion a ello, se observan correlaciones
fenotipicas entre las flores de las plantas y sus polinizadores (Fenster et al. 2004).

La biodiversidad de los ecosistemas estd siendo afectada por la creciente
presion de actividades antropogénicas, como la conversion y fragmentacion de hébitat,
la deforestacion y el cambio climatico (Newbold et al. 2015). Estos procesos pueden
afectar la funcion ecoldgica de las interacciones, incluso antes de la extincion de las
especies (Valiente-Banuet et al. 2015). Entre las numerosas actividades humanas que
causan la pérdida del habitat, el desarrollo urbano produce una de las mayores tasas de
extincion local de especies nativas (McKinney 2002). Dentro de los efectos producidos

por la urbanizacion pueden mencionarse las modificaciones en el uso de suelo que
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retrasan e impiden la recuperacion sucesional (McKinney 2006) y el reemplazo de
especies nativas por especies exoticas, que promueven la homogeneizacion bidtica y la
posterior pérdida de identidad bioldgica en sistemas locales (Blair 2001). Numerosos
estudios realizados tanto en plantas (McKinney 2008) como en aves y mamiferos
(Mackin-Rogalska et al. 1988), mariposas (Blair 2001) y otros insectos (Denys &
Schmidt 1998, MclIntyre 2000) documentan que la diversidad mas baja de especies a lo
largo del gradiente urbano-rural se observa en los ambientes altamente modificados del
nucleo urbano (McKinney 2002).

Por otra parte, el proceso de urbanizacion produce una alteracion en los niveles
de luz ambiental durante la noche como consecuencia de la instalacion de luces
artificiales (Cinzano et al. 2001). La contaminacién luminica provoca efectos adversos
en plantas, mamiferos e insectos afectando su supervivencia, fisiologia y diversidad
(Gaston et al. 2013, Estévez Caride 2016, Bennie et al. 2016). Entre los insectos, se ha
visto que en condiciones de contaminacion luminica cambian la abundancia, riqueza y
composicion de las comunidades de polillas mayores (Grenis 2016).

Ante el disturbio antropico de la contaminacién por luces artificiales, el
proceso de polinizacion nocturna puede verse afectado, impactando primero sobre la
diversidad local y en ultima instancia sobre los procesos y servicios ecosistémicos y asi
deteriorando indirecta y directamente los beneficios del ambiente al hombre (Macgregor
et al. 2015). Es decir, indirectamente la luz artificial afectaria las interacciones planta-
animal, al desajustar el tiempo de encuentro (Visser & Holleman 2001; Van Asch et al.
2007) y disminuir el transporte de polen e impactar en la dispersion de semillas (Bennie
et al. 2015, Macgregor et al. 2017). De esta manera, el estudio de las interacciones
planta-polinizador en sitios con contaminacion luminica es clave para determinar los
sitios mas vulnerables donde enfocar futuras estrategias de conservacion. Hasta el
momento, pocos trabajos han indagado acerca del efecto de luces artificiales sobre las
redes nocturnas de interaccion planta-polinizador (Knop ef al. 2017) o sobre el
transporte de polen por lepidopteros nocturnos (Macgregor et al. 2017). Ademas, hasta
donde se conoce, ningln trabajo ha evaluado el efecto de la luz artificial en ambientes
urbanos y rurales sobre la efectividad de los polinizadores en el deposito de polen de
calidad y el consecuente impacto sobre el éxito reproductivo de la planta involucrada en
la interaccion.

Caesalpinia gilliesii (Wall. ex Hook.) Dietr. es una leguminosa nativa que se

distribuye ampliamente en Argentina (Burkart 1936). Es una planta autoincompatible,
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es decir que depende exclusivamente de los polinizadores para reproducirse. Sus flores
presentan un sindrome de caracteres florales convergentes tipo esfingofilo. Las piezas
fértiles, dispuestas en forma de cepillo, sobresalen del perianto y pueden alcanzar 12,3
cm de longitud (Cocucci et al. 1992). Debido a la arquitectura floral penicilada, el
néctar, expuesto en el centro de la flor, esta facilmente accesible. Por ello, C. gilliesii es
visitada por una gran variedad de animales diurnos y nocturnos como polillas,
esfingidos de probodscide corta y abejas, que se alimentan del polen o del néctar aunque
solo casualmente tocan los estigmas y depositan polen (Cocucci ef al. 1992; Mor¢ et al.
2006). A pesar de la alta diversidad de visitantes florales, los polinizadores de esta
planta, es decir los visitantes que hacen contacto con anteras y estigma cuando toman
néctar, son lepidopteros nocturnos pertenecientes a la familia Sphingidae (Moré et al.
2014), que presentan una proboéscide de 4,3 a 10,5 cm de largo (i.e. Manduca bergi, M.
diffisa, M. sexta y Lintneria maura) (Cocucci et al. 1992; Moré¢ et al. 2006). Todas estas
especies se reproducen en plantas pertenecientes a numerosas familias tales como
Bignoniaceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Pedaliaceae, Solanaceae y Verbenaceae
(Moré et al. 2005). Las especies del gremio de polinizadores son probablemente las mas
eficientes en el deposito de polen de calidad en C. gilliesii, es decir depositan en general
mayor cantidad de polen propio y menor de polen de otras especies de planta (Poblete
et al. 2019). En Coérdoba esta especie de planta se encuentra tanto en ambientes
urbanizados como rurales, con alta y baja contaminacion luminica, respectivamente. Por
lo tanto, representa un sistema apropiado para estudiar el efecto de la contaminacion
luminica sobre las interacciones dentro de comunidades nativas.

Considerando los efectos negativos de la contaminacion luminica sobre la
actividad polinizadora de los esfingidos, se plantea la hipdtesis de que la intensidad de
luz artificial afecta negativa e indirectamente el éxito reproductivo del arbusto
esfingofilo C. gilliesii. Se predice que en ambientes con mayor contaminacion luminica
la cantidad de polen xen6gamo depositado y germinado sobre los estigmas serda menor
que en ambientes con menor contaminacién luminica. De esta manera, tanto el nimero
de frutos como de 6vulos fecundados sera menor en el ambiente mas contaminado.
Ademas, se espera una mayor cantidad de polen de otras especies de plantas (en
adelante “heteroespecifico”) en ambientes con mayor contaminacion luminica.

Asimismo, se espera que la intensidad luminica influya en la cantidad de
semillas por fruto producidas por la planta indirectamente a través de la cantidad de

polen depositado, germinado y heteroespecifico. A su vez, la contaminacién luminica
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afectara directamente a la cantidad de polen depositado al influir en la abundancia y
actividad de los esfingidos. A su vez, la cantidad de polen depositado también se veria
influenciada por el numero de flores abiertas y de inflorescencias de las plantas, que
producirian un efecto atractivo sobre los polinizadores (Johnson 2003). Asimismo, el
numero de semillas que produce la planta depende del nimero de granos conespecificos
germinados y heteroespecificos que recibe el estigma, ambos dependientes de la
cantidad de granos depositados. Se espera que el nimero de granos heteroespecificos
opere negativamente sobre la formacion de semillas por obliteracion del estigma con
polen incongruente. Por ultimo, dado que se ha evidenciado que en C. gilliesii el
numero de semillas depende del tamafo de la planta (Calviiio et al. 2016), se predice
una relacion directa entre el nimero de inflorescencias, como indicador del tamafo de la
planta, y el nimero de frutos.

Para poner a prueba la hipdtesis, se planted como objetivo general determinar
el efecto de la contaminacién luminica sobre el éxito reproductivo de C. gilliesii en
poblaciones de la Provincia de Cordoba (Argentina). Para ello, se propusieron los
siguientes objetivos particulares:

a. Determinar la carga polinica depositada sobre estigmas de flores de C.
gilliesii en dos ambientes: uno con alta y otro con baja contaminacion luminica de tres
sitios.

b.  Determinar la efectividad de los polinizadores en cada ambiente: relacion
entre carga polinica germinada y depositada por estigma; y entre carga polinica
heteroespecifica y depositada sobre el estigma.

c.  Determinar el nimero de frutos y 6vulos fecundados en cada ambiente.

d.  Describir el gremio de esfingidos en cada ambiente.

e. Determinar las relaciones directas e indirectas entre la contaminacion
luminica (intensidad de luz artificial), el nimero de flores abiertas y de inflorescencias

sobre el éxito reproductivo.

2. Materiales y métodos
2.1. Sistema de estudio y sitios de muestreo
Caesalpinia gilliesii es un arbusto de hasta 3 m de altura que ha sido cultivado

ampliamente por su valoracion como especie ornamental (Parodi 1987). Su distribucion
natural en Argentina incluye las provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco,

Cordoba, Corrientes, Entre Rios, La Rioja, Mendoza, Neuquén, Rio Negro, Salta,
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Santiago del Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis y Tucuman. Posee inflorescencias
vistosas con flores de antesis nocturna con pétalos amarillos y estambres rojos que se
marchitan al dia siguiente (Cocucci et al. 1992). Las plantas son andromonoicas y
muestran diferencias en la produccion de flores perfectas y estaminadas segun el tamafio
del individuo y de la inflorescencia (Calvifio & Galetto 2010). Esta especie no fructifica
por autopolinizacidon espontanea y es auto-incompatible (Cocucci et al. 1992; Jausoro &
Galetto 2001; Calvifio 2006).

Los sitios de estudio fueron elegidos por presentar al menos 10 individuos de C.
gilliesii y los dos ambientes (urbano y rural) apareados. Estos se ubicaron en las
siguientes localidades de la Provincia de Cordoba: Rio Ceballos (31°10'25,51"S;
64°18'44,40"W 683 m.s.n.m), Unquillo (31°14'3,39"S; 64°19'0,12"W 600 m.s.n.m) y
Valle Hermoso (31°7'0,87"S; 64°28'58,48"W 905 m.s.n.m) (Fig. 1a). Para diferenciar
los ambientes urbanos de los rurales se utilizd6 el mapa de contaminacion luminica
disponible en www.lightpollutionmap.info. Se extrajeron los valores de intensidad
luminica del mapa para cada ambiente de los tres sitios y se realiz6 un promedio por
ambiente (n=3). Se consider6 una diferencia minima de 200 pcd/m? de luz artificial para
distinguir a los ambientes urbanos de los rurales (Fig. 1b).

Ademas, en cada ambiente de los sitios (n=3) se tomaron mediciones de la
intensidad luminica utilizando una camara fotografica Nikon Modelo D80. Entre las 19
y las 21hs se registrd el tiempo de cierre del obturador al enfocar una superficie con
fondo blanco. Estas mediciones fueron transformadas a Ix (1 lumen/m?) mediante el uso
de un fotometro LI-COR Modelo LI-1400 y una curva de calibracion entre tiempo de

obturacion y Ix.

2.2. Medicioén de la efectividad de la polinizacién y del éxito reproductivo
En dos fechas durante la época de floracion de C. gilliesii, se muestre6 un total

de 120 individuos (10 individuos x 2 fechas x 2 ambientes x 3 sitios). Los 10 individuos
de cada ambiente se seleccionaron al azar y estuvieron separados entre si por al menos 3
m de distancia. De cada individuo se recolectaron 10 estigmas que fueron conservados

en alcohol al 70 % para su posterior analisis en el laboratorio.
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Figura 1. (a) Ubicacion geografica de los sitios de muestreo dentro de la Provincia de Cérdoba,
(b) vista general de los ambientes urbano y rural, (c) inflorescencia de C. gilliesii: se observan
flores abiertas la noche anterior, frutos y marcas (flecha) dejadas en la inflorescencia por frutos
no formados, (d) trampa de luz y camara filmadora colocadas para la captura y observacion de
esfingidos, respectivamente.

Como medida de efectividad de la polinizacion se cuantificéd tanto el nimero de
granos de polen depositados y germinados como el niimero de granos de polen
heteroespecifico depositados sobre los estigmas. Para ello, en el laboratorio, los
estigmas se clarificaron con NaOH 1N durante 2 horas y tifieron con solucion de
Calberla y azul de anilina (para visualizar granos de polen depositados y tubos
polinicos, respectivamente) colocando 15 gotas de cada colorante durante 3 horas
(Dafni et al. 2005). Posteriormente, se dispusieron sobre portaobjetos y se observaron
con microscopia de epifluorescencia utilizando un microscopio Zeiss Axiophot con el
juego de filtros IV-06. La combinacion de colorantes y un adecuado balance entre la
iluminacion epifluorescente y de campo claro permite observar simultineamente la
cubierta de los granos de polen y los tubos polinicos germinados.

A su vez, para determinar el éxito reproductivo se evalu6 la fructificacion y el
nimero de 6vulos fecundados por fruto. Para esto, a campo, en cada individuo se
contabilizé el nimero de inflorescencias y en tres de ellas se determind el niimero de
flores abiertas, nimero de marcas totales (marcas en la rama de flores, frutos y de flores
caidas que no formaron fruto), nimero de frutos, nimero de marcas de semillas y

numero de semillas (Fig. 1c).
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2.3. Caracterizacién del gremio de esfingidos y registro de visitas
Para medir la actividad polinizadora de los esfingidos, se colocé una trampa de

luz entre las 20:00 hs y las 00:00 hs en cada ambiente de los sitios muestreados. La
trampa consto de dos lamparas mezcladoras de 150 W y un pafo blanco de 1,5 x 1,5 m
dispuesto en forma vertical (Fig. 1d). Se dispuso cada trampa en un espacio abierto
proximo a la poblacion de C. gilliesii.

Cada esfingido capturado fue inyectado con alcohol 70 % y la longitud de su
proboscide fue medida con un calibre digital (0,01 mm). Posteriormente, se colocd en
un sobre entomoldgico para determinar en laboratorio la presencia de polen de C.
gilliesii.

Para registrar las visitas a las flores, se dispuso una camara enfocando la mayor
cantidad de flores posibles de una planta entre las 20:00 hs y las 00:00 hs (Fig. 1d). En
los videos se registrd el nimero de flores observadas y visitadas y si los esfingidos
hacian contacto con las piezas fértiles de la flor visitada. En cada ambiente se realiz6 en
simultdneo una filmacién por fecha.

2.4 Anélisis estadisticos
El éxito reproductivo se determin6 sobre la base de dos medidas: a) nimero de

estigmas con polen conespecifico depositado, germinado y heteroespecifico; y b)
numero de granos conespecificos, germinados y heteroespecificos por estigma. En el
primer caso, se realizaron pruebas de homogeneidad de A* entre ambientes. En el
segundo caso, para determinar si las medidas de éxito reproductivo estaban
influenciadas por el ambiente de los sitios, se ajustaron modelos lineales generalizados
mixtos (GLMM). El ambiente con dos niveles (urbano y rural) fue incluido como factor
fijo y los sitios como factor aleatorio dentro del cual se anidaron la fecha y el individuo,
para controlar la variabilidad de las pseudoréplicas dentro de cada ambiente. En el caso
de variables cuyos datos eran conteos (nimero de granos de polen depositados,
germinados y heteroespecificos) se ajustaron modelos con distribucién de los errores
tipo Poisson, en los cuales se incluyd como “offset” al total de estigmas por individuo.
La proporcién de granos germinados y heteroespecificos, la fructificacion (relacion
cantidad de frutos/inflorescencias) y la proporcion de semillas por fruto se analizaron
mediante una distribucion binomial de los errores. Para las proporciones de granos
germinados y heteroespecificos se incluyd como “offset” al total de estigmas por
individuo. Para todos los casos se utilizo la funcion glmer() del paquete Ime4 (Bates et

al. 2015) del programa estadistico R (R Core Team 2016). Cuando se detectd
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sobredispersion en los residuos, es decir cuando la devianza residual del modelo fue
mayor a los grados de libertad de los residuos, se corrigid6 agregando como factor
aleatorio a la unidad de observacion (Harrison 2014).

Por ultimo, con el objetivo de determinar las relaciones directas e indirectas
entre la contaminacion luminica (intensidad de luz artificial medida como pcd/m? y 1x),
el namero de flores abiertas y de inflorescencias sobre el éxito reproductivo se realizo
un modelo de ecuaciones estructurales (SEM) aciclico dirigido utilizando el paquete
piecewiseSEM (Lefcheck 2016) en R. Los modelos de ecuacion estructural son
probabilisticos y consideran variables tanto predictoras como respuestas en una sola red
causal. Los SEM aciclicos dirigidos permiten evaluar individualmente cada una de las
ecuaciones lineales estructuradas dentro del modelo (Shipley 2000).

En el modelo mas completo (mod A) se incluyo el efecto del nimero de flores
abiertas y de inflorescencias sobre la cantidad de polen depositado (Fig. 2). Se asumio
que la intensidad luminica, influiria en la cantidad de semillas por fruto producidas por
la planta indirectamente a través de la cantidad de polen depositado, germinado y
heteroespecifico. Cada una de las relaciones dentro del modelo se ajustdé mediante
GLMM incorporando como factor aleatorio al sitio dentro del cual se anidaron el
ambiente, la fecha y los individuos. Se puso a prueba el modelo completo (mod A, Fig.
2) junto con otros tres mas simples extrayendo la influencia directa del niimero de
inflorescencias (mod B), de flores abiertas (mod C) o de ambas (mod D). Para cada
modelo se determind la bondad de ajuste mediante el indice C de Fisher y el valor de
significancia P. Se consider6 que los modelos representaron significativamente los datos
cuando tuvieron P>0,05. Ademas se utilizé el criterio de informacion Akaike (AIC)
para seleccionar el mejor modelo, el cual fue representado graficamente mediante un

diagrama de flujo.

3. Resultados

3.1. Sitios de muestreo: contaminacién luminica
Los valores de intensidad de luz artificial extraidos del mapa de contaminacion

luminica fueron en promedio para ambientes urbanos de 915,33 pcd/m? y para
ambientes rurales de 455,67 pcd/m?. En las mediciones locales de intensidad luminica,

los ambientes urbanos presentaron en promedio 0,097 Ix y los rurales 0,0098 1x.
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|contaminacién luminica | flores abiertas
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Figura 2. Modelo completo de relaciones directas e indirectas entre las variables medidas que
se evaluaron mediante modelos de ecuaciones estructurales.

3.2. Efectividad de la polinizacién y éxito reproductivo
Del total de estigmas observados (urbano: n=561, rural: n=495) se encontr6 que

el ambiente rural presentd un nimero marginalmente mayor de estigmas con granos de
polen de C. gilliesii depositados que el ambiente urbano (n=135 y 151, respectivamente;
X*=2,93; P=0,087; Fig. 3a y b). En tanto, el 13% de los estigmas de ambientes urbanos
y el 16% de los provenientes de ambientes rurales presentaron granos de polen
germinados. Ambos ambientes no difirieron significativamente en el numero de
estigmas con polen germinado (n=73 y 79, respectivamente; X°=1,1; P=0.276; Fig. 3c).
Ademas, se observo que con un 12% de estigmas con granos de polen heteroespecifico
en los ambientes urbanos y un 29% en los rurales, ambos ambientes difirieron
significativamente en el numero de estigmas que recibieron polen heteroespecifico
(n=65 y 143, respectivamente; XA*=32, P<0,005; Fig. 3d).

Las plantas de C. gilliesii ubicadas en los ambientes urbanos presentaron una
menor cantidad de polen depositado por estigma que las plantas de los ambientes rurales
y esta diferencia fue marginalmente significativa (GLMM Poisson: Z=1,75; P=0,08;
Fig. 4a). El nimero de granos de polen germinado no difirid significativamente entre los
ambientes (GLMM Poisson: Z=0,90; P=0,37; Fig. 4b), mientras que el nimero de
granos de polen heteroespecifico fue significativamente mayor en los ambientes rurales
(GLMM Poisson: Z=5,76;, P=<0,001; Fig. 4c). Asimismo, la proporciéon de granos
germinados en relacion a los depositados por estigma fue marginalmente mayor en los
ambientes rurales (GLMM Binomial: Z=1,93; P=0,054; Fig. 4d). La proporcion de
granos de polen heteroespecifico respecto a los depositados fue marginalmente mayor
en los ambientes rurales que en los urbanos (GLMM Binomial: Z=1,87; P=0,062; Fig.

4e). El numero de inflorescencias por individuo y el de flores abiertas en relacion al
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numero de inflorescencias, indicadores del tamafio de las plantas y de la atraccion a los
polinizadores, respectivamente, no fueron distintos entre los tipos de ambientes (GLMM
Poisson: Z=1,35; P=0,18 y GLMM Binomial: Z=1,02; P=0,309; respectivamente).

Las proporciones de frutos (nimero de frutos por inflorescencia) y de semillas
(nimero de semillas por fruto) no difirieron significativamente entre los ambientes
urbanos y rurales (GLMM Binomial: Z7Z=1,17; P=0,243; Z=1,537, P=0,124;

respectivamente; Fig. 5a y b).

Figura 3. Estigma de C. gilliesii (a) vista general de los granos depositados, (b) detalle de
granos de C. gilliesii, (¢) grano compatible germinado y (d) granos heteroespecificos (flecha).
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Figura 4. Medidas de la efectividad de la polinizacion de C. gilliesii en ambientes urbanos y
rurales de la provincia de Cordoba: (a) polen depositado por estigma, (b) polen germinado, (c)
polen heteroespecifico, (d) relacion entre polen germinado y depositado y (e) relacion entre
polen heteroespecifico y depositado. Niveles de significancia segiin los GLMM: *** P<(,001;
** P<0,01; * P<0,05; 7<0,1. Las barras de error representan el error estandar asociado.
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Figura 5. Medidas del éxito reproductivo de C. gilliesii en ambientes urbanos y rurales: (a)
niamero de frutos por inflorescencia y (b) nimero de semillas por fruto. Las diferencias no
fueron significativas segun los GLMM. Las barras de error representan el error estandar
asociado.

3.3. Caracterizacién del gremio de esfingidos y registro de visitas
Durante los muestreos nocturnos se observé que la actividad de los esfingidos

comenzaba a partir de las 21 hs, aumentando su frecuencia a lo largo de la noche. Se

registro un total de 26 esfingidos, de los cuales 16 individuos fueron capturados en
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ambientes urbanos y 10 en ambientes rurales. Se identificaron tres individuos de Ca.
grisescens, 19 de M. diffissa, dos de L. maura y dos de M. sexta (Tabla 1). Excepto un
individuo de Ca. grisescens, todos los individuos capturados llevaron polen de C.
gilliesii (Fig. 6). El polen se depositd principalmente sobre la probdscide, la superficie
ventral de las alas y el abdomen de los esfingidos. Ademas de polen de C. gilliesii se
encontraron granos de polen heteroespecifico sobre la proboscide de individuos de M.

diffissa'y L. maura.

Figura 6. Vista dorsal (columna izquierda) y ventral (columna derecha) de los esfingidos
capturados: (a) Callionima grisescens, (b) Manduca diffissa, (c) M. sexta y (d) Lintneria maura.
En los acercamientos se observan los granos de polen de C. gilliesii transportados sobre
distintas partes del cuerpo.
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En cuanto a la longitud de la probodscide, un individuo de M. sexta, capturado en
el ambiente rural, tuvo la mayor longitud con 96,61 mm y uno de Ca. grisescens la
menor con 13,25 mm (Tabla 1). En promedio, el gremio de esfingidos, sin Ca.
grisescens, el cual fue polinizador casual, present6 una proboscide de 61,87 mm =+ 18,60
de longitud.

En los registros realizados con camara filmadora, se observaron tres visitas a las
flores de los ambientes rurales. Durante las visitas, los esfingidos realizaron contacto
con las piezas fértiles de al menos dos flores de las seis enfocadas. Poco después de las
20 hs también se registraron otros visitantes florales, probablemente robadores de

néctar, como abejorros y abejas.

Tabla 1. Esfingidos capturados por especie y ambiente, nimero total de individuos, numero de
individuos con polen de Caesalpinia gilliesii y longitud media de la proboscide.

Especie Ambiente  Individuos  Individuos Longitud media

capturados con polende  de proboscide +

(N=26) C. gilliesii DE (mm)

Manduca diffissa (Butler, 1871) Urbano 13 12 52,79 £ 5,01
Lintneria maura (Burmeister, 1879) Urbano 2 1 49,95 +2,93
Callionima grisescens (Rothschild, Urbano 1 0 13,25
1894)

Manduca diffissa (Butler, 1871) Rural 6 6 55,16 + 3,82
Callionima grisescens (Rothschild, Rural 2 2 15,59 +2,72
1894)

Manduca sexta (Linnaeus, 1763) Rural 2 2 89,56 + 9,98

3.4. Modelos de ecuaciones estructurales

Mediante los modelos de ecuaciones estructurales se evaluaron las relaciones
directas e indirectas entre la contaminacion luminica, medida como intensidad de luz
artificial, y el nimero de semillas a través del numero de granos de polen conespecifico,
germinado y heteroespecifico depositados sobre los estigmas. Todos los modelos
realizados con la intensidad luminica en pcd/m? explicaron significativamente los datos
(P>0,05; Tabla 2; Fig. S1). En cambio, en los modelos realizados con la intensidad
luminica medida en Ix, solo el mas simple explico significativamente los datos (Tabla 2;

Fig. S1).
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De los ocho modelos planteados, los mas sencillos (modelos D, Fig. 8)
presentaron el menor valor de AIC. Estos modelos incluyeron los efectos indirectos de
la contaminacion luminica sobre la produccion de semillas, a través de la cantidad de
polen conespecifico depositado, que a su vez influyé directamente en la cantidad de
polen conespecifico germinado y heteroespecifico (Fig. 8).

Las relaciones directas negativas entre la contaminacién luminica tanto con el
polen conespecifico como con el polen heteroespecifico fueron significativas en los dos
modelos seleccionados (Fig. 8). Asimismo, la relacion directa positiva entre la cantidad

de polen conespecifico depositado y germinado fue significativa en ambos modelos

(Fig. 8).

Tabla 2. Modelos de ecuaciones estructurales puestos a prueba en este estudio. En negrita se
resalta el modelo seleccionado con el menor AIC. Los modelos con un P>0,05 representaron
significativamente los datos.

Unidades de pcd/m? Ix

intensidad luminica

Modelo/Pardmetros  C de P AlICc AIC Cde P AlCc AIC
Fisher Fisher

Mod A (completo) 20,63 0,056 67,47 58,63 98,32  <0,001 139,28 132,32

Mod B 12,08 0,148 5594 48,08 50,61  <0,001 91,57 84,61
(sin variable:
inflorescencias)
Mod C 11,11 0,085 57,95 49,11 50,46  <0,001 91,42 84,46

(sin variable: flores

abiertas)

Mod D 1,85 0,397 42,81 3585 2,75 0,253 43,71 36,75
(sin variables de

mod C y mod D)
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a b
[ contaminacion luminica | | contaminacion luminica |
¢ -0,04 \ ¢ 20,37 \
polen depositado -0,55 polen depositado -0,36
RZ =0,0008 R2=0,06
/ N / N
0,05 0,008 0,05 0,005
polen germinado polen heteroespecifico polen germinado polen heteroespecifico
RZ =035 RZ=0,17 RZ2 =033 RZ =0,08
V4

-0,002 / -0,001 -0,002 -0,0008
semillas semillas
R2=0,001 R2=0,001

Figura 8. Modelos finales de ecuaciones estructurales considerando a la contaminacion
luminica como la intensidad de luz medida en a) pcd/m? y b) Ix. En cada caja se detalla la
variabilidad explicada por cada componente del modelo (R?) y en cada flecha el coeficiente de
la interaccion. Las flechas en rojo indican las relaciones que fueron estadisticamente
significativas (P<0,05).

4. Discusion

4.1. Efectividad de la polinizacién y éxito reproductivo de C. gilliesii
La cantidad de estigmas de C. gilliesii con polen xen6gamo depositado (granos

de polen germinados) fue marginalmente mayor en ambientes rurales, tal como se
predijo por la menor contaminacion luminica en estos ambientes. Esto es consistente
con la relacion encontrada por otros autores entre la actividad de los esfingidos y la
contaminacion, segin la cual, en ambientes con menor incidencia de luz artificial, es
mas eficiente el transporte de polen por insectos nocturnos (Macgregor et al. 2017). En
cuanto a la cantidad de polen depositado por estigma, a pesar de no observarse
diferencias en el nimero de polen germinado por estigma si se observd una proporcion
marginalmente mayor de polen germinado en relacion al depositado en ambientes
rurales. Esto sugiere que en ambientes rurales, los esfingidos son mas eficientes en el
deposito de polen compatible que puede germinar que en ambientes urbanos. Contrario
a lo inicialmente planteado, se observd una mayor cantidad de polen heteroespecifico en
ambientes rurales, posiblemente relacionada con una mayor abundancia y diversidad de
otras especies de plantas que en ambientes urbanos (obs. pers.), asi como de mayor
diversidad de wvisitantes florales generalistas. La mayor cantidad de polen
heteroespecifico recibido sobre los estigmas en los ambientes rurales no parece haber

afectado la germinacion de los granos de polen conespecificos, ya que no difirié la
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cantidad de polen germinado sobre los estigmas entre los ambientes. Sin embargo, la
mayor proporcion de granos conespecificos germinados en ambientes rurales sugiere
que el polen depositado era de mejor calidad.

Las relaciones planta-polinizador asimétricas estdn representadas por plantas
generalistas que son polinizadas por muchos polinizadores tanto especialistas como
generalistas o por plantas especialistas que son polinizadas por pocos taxa de
polinizadores generalistas (Ashworth ef al. 2004). En el caso de C. gilliesii y sus
polinizadores, la interaccion estd representada, por un lado, por la planta que es
especialista funcional ya que depende del grupo funcional de los esfingidos para
reproducirse. Por el otro lado, algunos de los polinizadores son generalistas ya que
pueden acceder al néctar de otras especies de plantas de la comunidad, mientras que
otros son especialistas con probodscides mas largas que acceden mas frecuentemente a
plantas de flores largas (Bascompte et al. 2006; Sazatornil et al. 2016). En ambientes
naturales, las plantas de C. gilliesii generalmente conviven con otras plantas esfingofilas
que florecen en el mismo momento, tales como Mandevilla laxa y Nicotiana longiflora
(Cocucci et al. 2009). Las distintas especies de planta pueden particionar el servicio de
la polinizacién a través de diferentes mecanismos, ya sea variando el momento de
floracion o depositando el polen sobre distintas partes del cuerpo del visitante
(Muchhala et al. 2007; Mor¢ et al. 2006). En relacion a este Ultimo, M. laxa y N.
longiflora depositan el polen con mayor frecuencia sobre la proboscide, mientras que C.
gilliesii lo hace sobre las partes ventrales del cuerpo y alas (Cocucci et al. 2009; Moré
et al. 2006). Ademas, se ha observado que algunas especies de plantas podrian tolerar
cierta cantidad de depdsito de polen heteroespecifico sin alterar su éxito reproductivo y
en general los beneficios de compartir polinizadores superan los costos de recibir polen
de otras especies o perder polen propio (Ashman & Goémez 2013; Tur ef al. 2016).

A pesar de las diferencias entre los ambientes urbanos y rurales en cuanto a
intensidad de luz artificial, las plantas de C. gilliesii presentaron tamafios similares
(mamero de inflorescencias) y, a pesar de las diferencias en la cantidad y calidad de
polen depositado, ni el numero de frutos por inflorescencia ni de semillas por fruto
difirieron significativamente entre ambientes. Posiblemente, la contaminacion luminica
esté¢ afectando la actividad de los polinizadores nocturnos, pero la cantidad de polen
depositado en el ambiente urbano y el rural sea suficiente como para fecundar los
ovulos disponibles de C. gilliesii (i.e. aproximadamente ocho por ovario; Cocucci ef al.

1992; Calvino & Carrizo Garcia 2005). Ademas, la fructificacion de la planta depende
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también de otros factores que no fueron considerados en este estudio, tal como la
disponibilidad de recursos, que estableceran un limite al éxito reproductivo por debajo

del éxito de la polinizacion (Calvifio et al. 2016).

4.2. Gremio de esfingidos
En este trabajo se realiz6 una caracterizacion del gremio en ambientes urbanos y

rurales y se observd una tendencia a una mayor abundancia de esfingidos en ambientes
urbanos, aunque una mayor polinizacion en ambientes rurales. A diferencia de lo
esperado, la mayor captura de esfingidos se registr6 en ambientes urbanos. Esta
aparente contradiccion podria explicarse porque el incremento en la intensidad luminica
artificial atrae a los visitantes florales nocturnos (Macgregor et al. 2017). A pesar de la
mayor atraccion de esfingidos a la luz artificial, y tal como lo observado aqui, en
trabajos previos se ha evidenciado una menor probabilidad de transportar polen en
ambientes contaminados que en no contaminados (Macgregor et al. 2017). Dado que la
contaminacion luminica afecta negativamente el éxito reproductivo de los esfingidos, ya
sea inhibiendo la liberacion de feromonas por parte de las hembras (Sower et al. 1970),
suprimiendo la oviposicion (Nemec 1969) o afectando el desarrollo de las larvas (van
Geffen et al. 2014), los esfingidos presentes en los ambientes urbanos deben provenir de
ambientes aledafios menos contaminados. Sin embargo, debido a que este estudio no se
disef6 para determinar la abundancia y diversidad, en el futuro se deberia determinar el
efecto de la contaminacion luminica sobre la comunidad del gremio de esfingidos para
evaluar las consecuencias sobre su actividad polinizadora.

Otro aspecto a considerar para proximos estudios es el grado de edificacion de
los ambientes urbanos, ya que en los considerados en este estudio, a pesar de que
presentaron valores de intensidad luminica similares entre si, difirieron en cuanto al
grado de edificacion, encontrandose algunos en zonas més céntricas y transitadas que
otros. Esto es relevante, ya que se ha evidenciado que las barreras fisicas de los
ambientes urbanos pueden interferir en las interacciones biologicas, al afectar la
dispersion de los insectos (Peralta ef al. 2011). En este sentido, el ambiente urbano de
Unquillo, donde la trampa de luz se colocé en la vecindad de una poblacion numerosa
de C. gilliesii, tuvo una mayor cantidad de esfingidos que los demas ambientes urbanos,
donde la abundancia de C. gilliesii y de otras plantas fue menor.

Los esfingidos capturados presentaron granos de polen tanto sobre la probdscide
como sobre las alas y el abdomen. Se ha observado que flores de tipo penicilado, como

es el caso de C. gilliesii, son polinizadas con mayor frecuencia por esfingidos que
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presentan probdscides que van desde 43,77 hasta 105,48 mm de longitud, transportando
el polen principalmente sobre alas y proboscide (Mor¢é et al. 2006). Teniendo en cuenta
las medidas de longitud de probdscide registradas en este trabajo, se podria considerar
que los esfingidos capturados serian efectivos polinizadores de esta planta.

A pesar de que la estructura floral de C. gilliesii no es considerada restrictiva ya
que el néctar se encuentra facilmente accesible tanto a visitantes diurnos como
nocturnos y de todo tamafio de probdscide, se ha evidenciado que las especies
polinizadoras de C. gilliesii son M. bergi, M. diffissa, M. sexta y L. maura, todos éstos
lepiddpteros nocturnos de probdscides relativamente largas (Moré¢ et al. 2006). En este
estudio se registraron tres de las mencionadas, en tanto que no se encontraron
evidencias de la presencia de M. bergi en los ambientes muestreados. Esto es esperable
ya que esta especie es escasa en la Provincia de Cordoba (Moré¢ et al. 2005).

La actividad locomotora de M. sexta esta regulada por el reloj circadiano y
depende en gran medida de la intensidad luminica del entorno por lo que evita volar
bajo condiciones de alta luminosidad (Fenske ef al. 2018). Por ello se explicaria que
esta especie potencialmente mas vulnerable a la contaminacion luminica, no haya sido
capturada en el ambiente urbano, aunque no se puede descartar que, al aumentar el
esfuerzo de captura, se la logre registrar en los ambientes urbanos también. Estudios
indican que M. sexta responde positivamente a una mayor densidad de flores (Raguso &
Willis 2002), lo que se corresponde con lo observado a campo en los ambientes rurales.

Por otro lado, en los ambientes rurales no se observaron individuos de L. maura
lo que sugiere que esta especie seria mas tolerante a la contaminaciéon luminica. Es
posible que el esfuerzo de muestreo no haya sido suficiente como para tener registros de
su actividad. En el caso de Ca. grisescens, se la encontrd con menor frecuencia que las
demas especies. Esta especie presenta una menor longitud de proboscide, de manera que
el acceso a las flores es realizado desde abajo sin tocar las anteras y el estigma. En
consistencia con el escaso polen transportado por los individuos capturados, esta especie
es considerada polinizadora poco eficiente de C. gilliesii (Moré et al. 2006).

Las wvisitas registradas con la cémara filmadora demostraron que el
comportamiento de los esfingidos se caracteriza por un vuelo sostenido, en el que
visitan las flores abiertas y tocan las piezas fértiles durante el libado de néctar (Cocucci
et al. 1992). Por otro lado, los abejorros y abejas que visitaron las flores al atardecer,
son considerados aqui polinizadores ocasionales ya que toman el néctar de las flores sin

tocar las piezas fértiles (Cocucci et al. 1992).
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4.3. Relaciones directas e indirectas entre la contaminacién luminica y el éxito
reproductivo de C. gilliesii

Los modelos estructurales finales seleccionados aportaron sustento a las

hipdtesis de relaciones entre la contaminacion luminica y el éxito reproductivo de C.
gilliesii. A pesar de que, indirectamente, el nimero de semillas no se vio afectado de
manera significativa por la contaminacion luminica, se observaron efectos significativos
indirectos de ésta sobre la cantidad de polen germinado, a través del polen depositado
por los polinizadores. A mayores intensidades luminicas, los estigmas recibieron menor
cantidad de polen, de los cuales una menor cantidad eran compatibles.

Ademas, la contaminacion luminica influyé directamente de manera negativa y
significativa sobre la cantidad de polen heteroespecifico depositado. Es decir que a
mayor contaminacion luminica se depositd menor cantidad de polen heteroespecifico.
Probablemente, tal como se explicé en las secciones previas, la mayor diversidad de
otras especies de plantas esfing6filas en los ambientes rurales podria explicar el mayor
deposito de polen heteroespecifico sobre los estigmas de C. gilliesii. Sin embargo, esto
no afectd diferencialmente el éxito reproductivo en comparacion con los ambientes con
mayor contaminacion luminica. Como el niumero de 6évulos por ovario de C. gilliesii es
muy bajo y el nimero de granos germinados por estigma fue mayor que el nimero de
ovulos fecundados, la cantidad de polen compatible depositado, aunque menor en los
ambientes contaminados, fue suficiente para fecundar a todos los 6vulos del ovario.
Esto puede implicar que, en condiciones de contaminacidn, las semillas aunque no
producidas en menor cantidad pueden tener menor calidad genética ya que provienen de
una opcidon mas restringida de padres (Escobar et al. 2008). La mayor proporcion de
granos germinados en ambientes rurales también sugiere que el polen era de mejor
calidad. Es posible que los efectos benéficos de una polinizacion de mejor calidad
impacten posteriormente a la formacion de semillas en el fruto. Por lo tanto, seria
necesario realizar estudios de la aptitud de la progenie para evaluar completamente el

efecto de la contaminacion luminica sobre el éxito reproductivo de C. gilliesii.

5. Conclusiones

Tanto la diversidad como la abundancia de las especies de plantas y
polinizadores que interactian en los ecosistemas pueden verse afectadas por
alteraciones del ambiente, influyendo en tltima instancia sobre los procesos y servicios

ecosistémicos que proveen, tales como el de la polinizaciéon (Macgregor et al. 2015;
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Valiente-Banuet ef al. 2015). La contaminacion luminica puede producir una disrupcion
de las redes de polinizacion en comunidades nativas al afectar la intensidad de las
interacciones, alterar la diversidad de las comunidades de los polinizadores, la calidad
del polen transportado por los mismos y la dispersion de las semillas (Bennie et al.
2015; Grenis 2016; Macgregor et al. 2015, 2017). En este trabajo se observaron
diferencias en la actividad polinizadora del gremio de esfingidos de C. gilliesii entre
ambientes con distinta contaminacion por luces artificiales. Sin embargo, las diferencias
en la cantidad de estigmas visitados y de polen depositado no se vieron reflejadas en
una alteracion de la produccion de frutos. Posiblemente, la contaminacion luminica esté
afectando la actividad de los polinizadores nocturnos, ya que se vio una relacion directa
entre la intensidad luminica y la cantidad de polen xendégamo, aunque tanto en
ambientes urbanos como rurales se depositod una cantidad suficiente como para fecundar
los 6vulos disponibles por ovario en C. gilliesii. También se debe considerar que la
diversidad genética de las poblaciones de C. gilliesii posiblemente sea mayor en los
ambientes rurales ya que en ambientes urbanos las plantas son generalemente cultivadas
y posiblemente tengan un mismo origen genético. Por ello, habria mayor probabilidad
de deposito de polen multiparental y por ende mayor aptitud de la progenie en
ambientes rurales ain con igual intensidad de polinizacion (Escobar et al. 2008). En
futuros estudios seria interesante determinar si en sitios con mayor contaminacion
luminica que la evaluada en este trabajo hay un efecto sobre la formacion de semillas,
frutos y aptitud de la progenie de especies dependientes de polinizadores nocturnos para
reproducirse. Asimismo, deberian tenerse en cuenta otros aspectos relacionados con la
urbanizacion como el grado de edificacion, la abundancia y diversidad de plantas y la
diversidad genética de la comunidad.

Este trabajo propone un acercamiento al estudio de un tipo de interaccion
biologica, la polinizacidn, relacionado a un tipo de disturbio antropico, la contaminacion
luminica. En este primer acercamiento se evidenciaron cambios en la funcion de la
polinizacion con la intensidad luminica, probablemente debidos a la incidencia de la luz
artificial sobre la actividad de los polinizadores. Dado que otras especies de plantas
esfingdfilas de la comunidad también dependen de estos polinizadores, no puede
descartarse que su éxito reproductivo si esté siendo influenciado por la contaminacién
luminica. Ademas, asi como este gremio de polinizadores estd siendo afectado por la
urbanizacion, probablemente otros organismos y con ello otras interacciones se vean

influenciadas por este disturbio. De esta manera, seria interesante profundizar este
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estudio teniendo en cuenta qué efectos tiene la contaminacion luminica sobre el resto de
los organismos, como afecta a la actividad polinizadora de otros animales, tanto diurnos
como nocturnos y su interaccion, con el fin de enfocar futuras estrategias de

planificacion y restauracion de ambientes urbanizados.
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Material Suplementario

Figura S1. Modelos de ecuaciones estructurales puestos a prueba en este trabajo. La
contaminacion luminica estd representada por la intensidad de luz medida en pcd/m? (paneles
izquierdos) y en lux (paneles derechos): a) modelos completos, b) modelos sin niumero de
inflorescencias y c¢) modelos sin numero de flores abiertas. En cada caja se detalla la
variabilidad explicada por cada componente del modelo (R?) y en cada flecha el coeficiente de
la interaccion. Las flechas en rojo indican las relaciones que fueron estadisticamente
significativas (P<0,05). Para conocer los parametros ver Tabla 2, los modelos finales
seleccionados se representan en la Fig. 8.

ped/m? lux
a
E5 [ contaminacién luminica | | contaminacién luminica |
\ ¢ S \ \ ¢ — \
polen depositado -0,55 polen depositado -0,36
R2 0,06 22 0.6
SN 7N
0,05 0,008 0,05 0,005
polen germinado) polen heteroespecifico polen germinado polen heteroespecifico
R2 =035 R2=0,17 R2 =033 R2 =0,08
-0,002 -0,001 -0,002 -0,0008

semillas semillas
R2=0,001 R2=0,001
b
el [contaminacién luminica | [contaminacién luminica |
\ ¢ e \ ¢ -0.37
polen depositado -0,002 polen depositado -0,36
R% =0,06 R2 =0,06
/ ~ / N
0,05 0,008 0,05 0,005
polen germinado polen heteroespecificol polen germinado polen heteroespecifico
R% =035 RZ=0,17 R%=0,33 RZ =0,08
-0,002 / -0,001 -0,002 -0,0008
semillas semillas
R2=0,002 R2=0,001
C
[contaminacion luminica | [ contaminacion luminica |
¢ -0,00009 ¢ -0,37
-65,91 polen depositado -0,55 polen depositado -0,36
rR2=0,06 r2 =0,06
/ N / AN
0,05 0,008 0,05 0,005
polen germinado) polen heteroespecificol polen germinado| polen heteroespecificol
R% =035 RZ=0,17 R% =033 R% =0,08
-0,002 -0,001 -0,002 -0,0008
semillas semillas
R2=0,001 R2=0,001
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