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Abstract. — Visual system in the Green-backed Firecrown (Sephanoides sephaniodes) and the White-
sided Hillstar (Oreotrochilus leucopterus): electroretinography and color. — Most avian groups have
trichromatic and tetrachromatic color vision. Since some flowers are known to exhibit UV-specific color
patterns, UV vision might be important in identifying them as food resoutces. Previous studies indicated
that some trochilids have four cone types, with the corresponding visual pigments, including one which is
sensitive to ultraviolet light (325-360 nm). However, in a few hummingbird species, a high preference for
red color has been reported. Therefore, there is no consensus in the color mechanism that participates in
food selection. Here, we study the electroretinograms (ERG) from five (male and female) Green-backed
Firecrowns (Sephanoides sephaniodes) and one White-sided Hillstar (Oreotrochilus lencoplenrus). These humming-
birds are most sensitive to approximately 560 nm and have low UV sensitivity. Most flowers on which
these hummingbirds forage are yellow, orange and red, with low UV reflectance. Their spectral sensitivity
is tied to their double and single cones and their oil droplets which act as color filters. Present results sug-
gest that the mechanisms of spectral sensitivity of these trochilids may possibly have co-evolved with the
green-red spectral reflectance of the flowers on which they forage.

Resumen. — La mayoria de los grupos de aves tienen visién tricrématica o tetracromatica de los colores.
Algunas flores son conocidas por exhibir patrones especificos en el ultravioleta (UV), por lo cual la visién
UV puede tener una gran importancia en su reconocimiento como recursos alimenticios. Estudios previos
han indicado que algunos trochilidos tienen cuatro tipos de conos, con diferentes tipos de pigmentos
visuales, uno de los cuales con sensibilidad en el UV (325-360 nm). Sin embargo, también se ha descrito la
preferencia al rojo en algunos picaflores, por lo tanto no hay un consenso en el mecanismo cromatico que
podria participar en ellos para la seleccién de alimento. Aqui, presentamos un estudio de electrorretinogra-
fia (ERG) en cinco (machos y hembras) Colibries australes (Sephanvides sephaniodes) y un Picaflor
cordillerano (Oreotrochilus leucopleurus). Nuestros resultados muestran un maximo de sensibilidad en 560 nm
y baja sensibilidad en el UV. La mayoria de las flores visitadas por estas especies son amarillas, naranjas, y
rojas, con baja reflectancia en el UV. Su sensibilidad espectral parece asociada a la participacién de conos
dobles y sus gotas lipidicas que actian como filtros de colores. Los presentes resultados sugieren que los

*Correspondencia: Adtian Palacios. E-mail: adrian.palacios@v.cl

215



HERRERA ET AL.

mecanismos de sensibilidad espectral de esos trochilidos podtian haber co-evolucionadé con la mayor
reflectancia espectral en los verdes-rojos de las flores de las cuales se alimentan. Aceptado el 29 de Septiembre

de 2003.
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spectral reflectance.

INTRODUCCION

El sistema visual en aves alcanza el mas alto
grado de desarrollo y de sofisticacién. La
retina diurna de aves contiene al menos cua-
tro tipos de conos, simples y dobles, con sen-
sibilidad en los rojos, verdes, azules y
ultravioleta (Varela ez a/ 1993). Los conos
dobles predominan en la retina de aves y su
importancia se ha asociado con la deteccién
de luz polarizada o la orientacién a través del
campo magnético de la tierra y, reciente-
mente, con la codificacion de la intensidad
(Osortio ez al. 1999). Los conos de aves poseen
una variedad de carotenoides (o gotas lipidi-
cas) asociados al segmento interno. Las gotas
lipidicas actian como filtros cromaticos (pasa
alto) selectivos, con propiedades épticas que
reflejan el tipo y la concentracién de carote-
noide que contiene (Goldsmith e/ al. 1984,
Vorobyev 2003). Estos filtros son muy rele-
vantes para establecer los mecanismos impli-
cados en la visién de colores, puesto que
modulan la absorbancia espectral del pig-
mento visual, e.g;, desplazando el maximo de
sensibilidad hacia regiones de mayor longitud
de onda, o induciendo la separaciéon entre
conos con maximos de absorcién contiguos.
La distribucién de los diferentes tipos de
conos (con sus respectivas gotas lipidicas) en
la retina (mosaico retiniano) parece ajustarse
mas bien a variables ecolégicas y a la distribu-
cién del habitat que con la cercania filogené-
tica (Hart 2001).

El principal grupo de aves nectarivoras
del Neotropico corresponde a los picaflores
(familia Trochilidae), los que presentan adap-
taciones Unicas que les permiten aprovechar
el recurso néctar ofrecido por numerosas
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especies de plantas, tanto de zonas tropicales
como templadas (Campbell & Lack 1985).

Aunque se ha documentado extensamente
la preferencia que presentan estas aves por el
color rojo (Pickens 1930, Proctor & Proctor
1978, Faegri & van der Pijl 1979, Proctor e/ al.
1996), no existe consenso respecto a los
mecanismos retinianos involucrados en tal
eleccion. Mientras algunos autores sostienen
que la preferencia por el color rojo serfa
innata (Vickery 1995), otros cuestionan esta
posibilidad, sugiriendo que existe un aprendi-
zaje mediado por la experiencia a través de
colores particulares y recompensa floral
(Endress 1996, Meléndez-Ackerman ef al.
1997). Mas aun, poco se sabe del sustrato
fisiolégico sobre el cual se basan dichas con-
ductas. Por otra parte, se ha documentado la
presencia de conos sensibles al UV en algunas
especies de picaflores, los mismos que en
otras especies de aves participan en la selec-
ci6én de fuentes alimenticias o reconocimiento
intra-especifico (e.g., Goldsmith, 1980; Ben-
nett ez al. 1997). Sin embargo, en picaflores se
desconoce aun el grado de aporte de la sefial
de este cono en el desarrollo de tales conduc-
tas.

En el presente estudio caracterizamos por
electrorretinograma (ERG) la sensibilidad
espectral del sistema visual de dos especies
Neotropicales de picaflores, el Colibri austral
(Sephanoides sephaniodes) y el Picaflor cordille-
rano (Oreotrochilus lencoplenrus). Nuestro interés
fue correlacionar los resultados del ERG con
la caracterizacion espectral de flores visitadas
por ellos y la coloracién corporal. Los resulta-
dos de la sensibilidad espectral fueron compa-
rados a un modelo predictivo que resulta de la
combinacién de diferentes conos y sus res-



pectivas gotas lipidicas asociadas.

El Colibri austral pertenece a la subfamilia
(Trochilidae) (Sibley & Ahlquist 1990). Esta
especie presenta dimorfismo sexual, siendo el
macho de mayor tamafio que la hembra (pro-
medio de 5,7 gy 5,1 g respectivamente). El
macho tiene la frente y la corona roja, en cam-
bio la hembra la tiene verdosa. Su distribucién
abarca desde Chile central hasta tierra del
(Goodall ez al. 19406).

La estrategia de forrajeo del Colibrf austral
es altamente territorial (Smith-Ramirez 1993,
Smith-Ramirez & Armesto 1998). Las flores
que visita son similares a las flores que
consumen los demas picaflores (Baker 1975),
ie, usan una predominancia de flores
rojas. Las flores visitadas por la especie en la
zona central son principalmente Sophora macro-
carpa (Papilonaceae), Tristerix aphylus, T. tetran-
Lobelia — polyphylla
(Lobeliaceae), Porlieria chilensis (Zigofilaceae) y
Eucaliptos globulus Myrtaceae) (Fernandez et al.
2002)

El Picaflor cordillerano habita las praderas
de la puna de la cordillera de los Andes, entre
los 1500 y 3500 m de altura (Goodall ez 4.
1946). Su rango de distribucién en Chile se
extiende desde la II Regién, hasta Laguna del
Laja en la VIII Region (Fjeldsi & Krabbe
1990.) Al igual que el Picaflor de la puna
(Oreotrochilus estella), el Picaflor cordillerano
presenta dimorfismo sexual donde el macho,

drus (Lorantaceae),

de mayor tamafio, presenta una coloracion
verde iridiscente en la garganta, mientras que
la hembra la tiene blanca con pequefias man-
chas verdes. Se alimenta del néctar de flores
de Mimulus luteus, Tropaeolum polyphillum, Stachys
sp.y Mutisia sp., entre otras. La hierba Minulus
Intens vat. lutens (Scrophulariaceae) es una
planta anual o perenne que crece en riberas y
lugares pantanosos de Chile desde la IIT hasta
la XTI regiones. Presenta flores con una corola
amarilla cuyo I6bulo inferior central, a
menudo, presenta una guia de néctar de color

rojo (von Boleen 1995).
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METODOS

Los animales fueron capturados con redes de
niebla en la regién Central de Chile (33°17°S,
71°11°W) (Colibti austral), y la pre-cordillera
(Picaflor cordillerano). Los animales fueron
mantenidos en jaulas de 40 x 40 x 40 cm con
néctar (concentracién de sacarosa de 0,75M,
proteina y vitaminas) y agua ad /Jibitum.
Durante los experimentos electrofisiolégicos,
la temperatura corporal del animal fue mante-
nida con una cama termorregulada a 32°C. El
electrorretinograma (ERG) y los experimen-
tos de caracterizacion de la coloracion fueron
realizados antes de las 48 h posterior a la cap-
tura.

Electrorretinografia (ERG). 1a técnica que utili-
zamos es una variante descrita en otros estu-
dios (Chavez e al. 2003). En breve, el ERG
fotopico, i.e., en condicion de adaptacion a la
luz, fue realizado en animales anestesiados (75
mg/ml Ketamine y 5,82 mg/ml de Xilazine,
un 1ul por gramo corporal). Algunas gotas de
anestésico local fueron agregadas localmente
al ojo (1% Lidocaine + 1% Atropina).

Registro y andlisis. La funcién de sensibilidad
espectral fue establecida a través de la ampli-
tud de la onda b del ERG. Para cada longitud
de onda, se obtuvo valores promediados de
50 y 100 destellos de luz de baja intensidad,
determinando de esta manera la sensibilidad a
partir de S, = r,.,/I; donde I es el flujo de
fotones, y r,, es el miximo de la onda b.

Para ajustar la funcién observada, utiliza-
mos templadas que describen el espectro de
accion de fotorreceptores de vertebrados
(Palacios ef al. 1996) y espectros de absorcién
de carotenoides. No se conoce con precision
los diferentes conos presentes en la retina de
las especies que estudiamos; sin embargo,
existen varias razones para suponer que su
distribucion es bastante conservada a través
de los diferentes grupos de aves. Para el anali-
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FIG. 1. Familia de respuestas de ERG en el Picaf-
lor cordillerano frente a destellos de 10 ms a 560
nm de luz monocromatica de intensidad creciente.
Cada curva resulta del promedio de 50 ensayos. La
intensidad de cada estimulo fue: 2,3, 11,4, 22,7,
57,1, 114 y 228 fotones Hm'z, respectivamente.

sis de nuestros resultados, utilizamos la com-
binacién de conos y gotas lipidicas propuesta
por Goldsmith & Buttler (2003). El pigmento
P445 esta asociado a galloxantina, el P508 a
zeaxantina, el P565 astaxantina, y P365 tiene
una gota transparente. También probamos la
posibilidad que la sensibilidad espectral del
ERG estuviera explicada por la funcién domi-
nante de los conos dobles.

Reflectancia espectral. 1.a reflectancia, la fraccion
de luz incidente que es reflejada, fue caracteri-
zada con un espectrofotémetro S2000 (Ocean
Optics) entre 250 y 750 nm. Las sefiales fue-
ron adquiridas a través de una tarjeta (A/D)
(National Instruments, DAQCard-700, 12-bit
100ks) inserta en un computador portatil. Un
estandar blanco de reflectancia (Spectralon™
99%,) fue utilizado como referente de calibra-
cion. Para detalles de la técnica ver Chavez ef
al. (2003). Las medidas de reflectancia son
muy sensibles al angulo de incidencia y de
medida de la luz, por lo cual la fibra de silica
fue posicionada normal a la preparacién. El
area de coleccién de luz fue de 0,1-0,4 cm?
Para la reflectancia corporal, se tomaron
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FIG. 2. Funcién energia-respuesta normalizada
para el Picaflor cordillerano (circulos llenos; N =
1) y el Colibri austral (triangulo y cuadrados; N =
2). La linea continua es el mejor ajuste con la fun-
cién Michaelis-Menten: t/r, = 1"/ (I"+ 0"), con ©
= 63 fotones um?yn = 1,2.

muestras para la regién dorsal y ventral. Las
flores visitadas por el Colibtf austral y el Pica-
flor cordillerano fueron caracterizadas utili-
zando el mismo protocolo. Todas las medidas
fueron realizadas en condiciones controladas
de laboratorio.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra la respuesta representa-
tiva del ERG para el Picaflor cordillerano,
frente a estimulos monocromaticos (560 nm)
de intensidades crecientes. La Figura 2 repre-
senta la funcién intensidad-respuesta de
ambas especies. El mejor ajuste se logro con
la funcién de tipo Michaelis-Menten. Se
observa que el aumento de la intensidad con-
lleva un aumento del ERG hasta alcanzar un
maximo sostenido. Las Figuras 3A y 3B ilus-
tran las funciones de sensibilidad espectral
para un Picaflor cordillerano y cinco Colibries
australes, respectivamente. El ajuste de la sen-
sibilidad espectral (citculos) por medio de
conos simples no fue concluyente. Un mejor
ajuste se logré combinando la contribucion
de conos dobles y, en menor proporcién, la
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FIG. 3. Sensibilidad espectral en el Picaflor cordillerano (A; N = 1) y el Colibtf austral (B; N = 5). Circulos
son los valores observados. Las barras en B representan la desviacién estiandar. La linea continua es el

ajuste utilizando un modelo basado en la combinacién de conos dobles y dos otros conos simples (ver

texto).

de algunos conos simples (linea continua, Figs
3A y 3B). Particularmente sensible para este
ajuste fue la region de los azules donde la sen-
sibilidad del ERG para las dos especies fue
baja.

En este modelo, el pigmento visual P365
nm (maximo de sensibilidad en 365 nm) fue
asociado a una gota transparente, el P445 a
galloxantina, el P508 a zeaxantina, y el P565
a astaxantina. El miembro principal del
cono doble contiene diferentes mezclas de
galloxantina y €-caroteno, mientras que el
miembro accesorio no posee gotas lipidicas
(Goldsmith & Buttler 2003). El mejor ajuste
se logro con la siguiente proporcion
(Fig. 3A): conos simples: P445 8%, P508
17%, P560 8%; conos dobles P560 (principal)
33% y P560 (accesorio) 33%. La propot-
ci6on en la Figura 3B es: P445 9%, P508
19%, P560 2%; dobles P560 (principal) 35%
y P560 (accesorio) 35%. Para este modelo,
la absorcién del medio ocular se asumio
transparente en el UV cercano (Hart ef al.
1999).

con la hipétesis que la sensibilidad a la

Nuestros resultados concuerdan

intensidad esta asociada a la respuesta de

conos dobles, mayoritariamente (Osorio e al.
1999).

La Figura 4A corresponde a la reflectancia
de las flores visitadas por estos respectivos
animales: Mimulus lutens para el Picaflor cordi-
llerano (Fig. 4A), y Phycella bicolor (azucena del
diablo), Sphacele salviae (salvia blanca), Eucabjp-
tus globulus, Hibiscus hibiscus, Abutilones (rojos y
amatrillos) para el Colibri austral (Fig. 4B). La
Figura 4C corresponde a la reflectancia cor-
poral para el Colibri austral. No se realizaron
medidas en el Picaflor cordillerano. Es intere-
sante notar que la corona del Colibri austral
macho es altamente iridiscente, y la intensidad
de la coloracién roja varfa con el grado de
incidencia de la iluminacién. Por otra parte, la
intensidad en la regiénventral del plumaje es
ligeramente mayor que en la regiéon dorsal.
Por otro lado, la reflectancia de las flores visi-
tadas muestra predominancia de colores rojos.
Solo la flor de Eucaliptus globosus tiene mayor
de reflectancia en la region UV.

En el contexto de estos resultados, y a
falta de experimentos conductuales en estas
especies, es interesante hacer notar la buena
correlacion entre la mejor sensibilidad en la
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FIG. 4. Espectro de reflectancia (%o de luz incidente que es reflejada) de flores visitadas por (A) el Picaflor
cordillerano y (B) el Colibti austral, y (C) reflectancia corporal para la regién ventral, dorsal y la corona en
la cabeza del macho del Colibri austral. Esta tltima zona es iridiscente y la intensidad de la coloracién roja

varfa con el grado de incidencia de la iluminacién.

regién de los verdes-rojos en estos picaflores
y la dominancia de estos mismos tanto en el
plumaje de las aves como en las flores visita-
das. Sin embargo, el maximo de emisién en
650 nm de la corona del macho no parece
corresponder a una zona para la cual el ojo
del Colibt{ austral este altamente sintonizada,
al menos, para la deteccion del brillo. Sin
embargo, podria existir una mucho mejor
correlacion si se postula, en cuanto a la discri-
minacién cromatica, la participacién del cono
simple P560 asociado a su gota lipidica. Futu-
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ros experimentos de conducta podrian dar
cuenta de esta relacion.

Consideraciones ecoldgicas. El papel ecolégico de
la visién de colores debe estudiarse en el con-
texto de la importancia conductual para el
animal (Palacios & Bozinovic 2003). En la
retina, la distribucion de las gotas lipidicas
varfa segun la especies (Martin & Muntz 1978,
Budnik ez al. 1984, Jane & Bowmaker 1988).
Partridge (1989) muestra que el nicho ecolé-
gico (herbivoro, pescador, etc.) es mas rele-



vante que la prediccién que podria extraerse
de la pura relacién filogenética entre las espe-
cies.

La presencia de un pigmento UV podria
constituir una variable que varfa con el nicho
ecoldgico, e.g., co-evolucionar con la disemi-
nacién de semillas de frutos (Burkhardt 1982).
El plumaje de las aves que estudiamos aqui
muestra baja reflectancia en el UV y se corre-
laciona con una baja sensibilidad del ERG al
UV. Este resultado podria contrastar con los
relatados por Chen e al. (1986) donde descri-
ben la presencia de conos con sensibilidad
UV en 15 especies de aves, incluyendo al Coli-
bri gorgirubi (Archilochus colubris). Por otro
lado, Goldsmith (1980) da cuenta de una
buena discriminacién en el UV en tres espe-
cies de picaflores: Colibt{ gorginegro (Archilo-
chus alexandra), Colibti gorgiazul (Lampornis
clemenciae), y Colibti magnifico (Eugenes fulgens).
Sin embargo, la sensibilidad espectral de la
onda-b en nuestros experimentos, y segin
nuestro modelo, parece corresponder a la
codificaciéon de intensidad, y se explicatia
principalmente por la respuesta de conos
dobles.

Quedatia por determinar en las especies
estudiadas aqui el significado conductual de
diferentes categorfas cromaticas y maneras
que estas podrian relacionarse con la detec-
ciéon de alimentos, interaccién y reconoci-
miento social etc.
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