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RESUMEN

Las plantas, como organismos sésiles, han desarrollado estrategias complejas que les permiten
evolucionar e interaccionar con los factores bidticos y abidticos del entorno. Ademas del
despliegue floral y de ofrecer recompensas nutricionales, las plantas sintetizan y emiten una gran
variedad de compuestos organicos volatiles (COV) que desempefian diversas funciones
fisiologicas y ecologicas. La atraccion quimica de polinizadores, los fendmenos alelopaticos o la
sintesis de substancias toxicas como mecanismo de defensa frente a herbivoros, son algunas de
las funciones ecologicas mas distinguidas de los COV.

Los COV pueden ser sintetizados en diferentes tejidos vegetales a partir de procesos fisiologicos
complejos y diversos. Ademas, se ha corroborado una gran variabilidad temporal y espacial de
las tasas de emision de los COV, debido a la complejidad de los factores internos (genéticos y
bioquimicos) y externos (abioticos y bidticos) que los regulan. Estas mezclas de aromas, permiten
a las plantas ofrecer informacion detallada sobre su estado fisiologico y fenologico (el estado de
la flor, el ataque de herbivoros, la infeccion por microbios, la recompensa floral disponible, etc.),
que puede ser procesada por otros organismos, tanto beneficiosos como perjudiciales, que
interactian directa o indirectamente con ellas.

En la presente tesis, se ha pretendido contribuir al conocimiento de la flora balear, desde una
perspectiva bioquimica, a partir del estudio de los perfiles volatiles, mediante diferentes técnicas
de extraccion y analisis, de un conjunto de especies mediterraneas, seleccionadas con el objetivo
de considerar y evaluar diferentes aspectos ecoldgicos.

El primer capitulo de la tesis, representa una contribucion al conocimiento de las estrategias
desarrolladas por las especies rupicolas frente a los depredadores invertebrados. Clinopodium
rouyanum (Briq.) Govaerts, es una especie endémica de Mallorca (Baleares), en peligro de
extincion (VU), que crece entre 900-1400 m. Para esta especie, se describieron las caracteristicas
micromorfolégicas de las partes verdes, mediante microscopia electronica de barrido, se
identificaron los aceites esenciales mediante destilacion SDE, y los COV emitidos por las partes
verdes, las flores enteras, y las corolas aisladas mediante HS-SPME-GC-MS, asi como los
volatiles internos de los tubos de la corola mediante ST-TD-GC-MS. Finalmente se evaluaron los
efectos disuasorios de los aceites esenciales y la emision de COV contra los invertebrados. Desde
una perspectiva ecologica, concluimos que la composicion de los aceites esenciales y COV que
emite C. rouyanum, son clave para la defensa contra los herbivoros invertebrados, y su
conocimiento, podria contribuir a la conservacion de esta especie amenazada.

La gran variedad de formas florales de las angiospermas y la diversidad de aromas florales se han
descrito como caracteristicas evolutivas que han definido sus interacciones con los visitantes
florales. En el segundo capitulo, identificamos y analizamos, mediante HS-SPME-GC-MS, los
COV florales emitidos por dos especies simpatricas y asincronicas arbustivas trepadoras:
Clematis cirrhosa L. y C. flammula L. Documentamos los visitantes florales, y probamos el grado
de dependencia de los polinizadores en el éxito reproductivo de las plantas, en funcion de las
caracteristicas florales (forma y disposicion), la fenologia floral, el aroma y la época de floracion
de cada una. La floracion de estas especies en periodos de mayor estrés para los polinizadores,
debido a la baja disponibilidad de especies florecidas, resulta fundamental para la supervivencia
de una parte importante de la entomofauna polinizadora.
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En el tercer capitulo, se enfoco desde el valor taxonémico y filogenético que representa la quimica
de las plantas, asi como el uso reciente de los COV en los estudios taxondmicos. Se identificaron
los COV florales de dos especies del género Rhamnus (Rh. alaternus L.y Rh. ludovici-salvatoris
Chodat.), asi como del hibrido entre estos taxones (Rh. Xbermejoi Fraga & Rossello). Los perfiles
volatiles obtenidos presentaron diferencias cuantitativas y cualitativas significativas, que
corroboraron su valor quimiotaxondémico como cardcter discriminante entre taxones muy
cercanos.

Finalmente, en el cuarto capitulo, se capturaron e identificaron los COV emitidos por las flores
enteras, mediante HS-SPME-GC-MS, de dos esparragueras sincronicas mediterraneas:
Asparagus acutifolius L.y A. albus L. Para estas especies se monitorizaron diferentes poblaciones
naturales de las Islas Baleares, y se estudio su fenologia floral, sus polinizadores y el éxito
reproductivo. Ademas, se discutio el fendmeno de la ginodioecia en 4. acutifolius. La evolucion
de los aromas y la diversificacion de los COV florales, entre especies simpatricas y sincronicas,
se entiende como una importante estrategia bioldgica para coexistir en un ecosistema en el que la
competencia por los polinizadores puede ser un factor clave para el éxito reproductivo.

De esta manera, la presente tesis, aporta nuevos conocimientos sobre diferentes roles que

desempefian los COV de una representacion de plantas mediterraneas, asi como su repercusion
en las interacciones con otros organismos y potencial aplicacion en la quimiotaxonomia.

Palabras clave

Compuestos organicos volatiles (COV); HS-SPME; Interaccion planta - polinizadores; Aroma
floral, Especies mediterraneas
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RESUM

Les plantes, com a organismes séssils, han desenvolupat estratégies complexes que els permeten
evolucionar i interaccionar amb els factors biotics i abiotics de I’entorn. A més del desplegament
floral i d'oferir recompenses nutricionals, les plantes sintetitzen i emeten una gran varietat de
compostos organics volatils (COV) que exerceixen diverses funcions fisiologiques i ecologiques.
L'atraccié quimica de pol-linitzadors, els fenomens al-lelopatics o la sintesi de substancies
toxiques com a mecanisme de defensa front herbivors, son algunes de les funcions ecologiques
més reconegudes dels COV.

Els COV poden ser sintetitzats en diferents teixits vegetals a partir de processos fisiologics
complexos i diversos. A més, s'ha corroborat una gran variabilitat temporal i espacial de les taxes
d'emissio dels COV, a causa de la complexitat dels factors interns (genétics i bioquimics) i externs
(abiotics 1 biotics) que els regulen. Aquestes mescles d'aromes permeten a les plantes oferir
informaci6 detallada sobre el seu estat fisiologic i fenologic (I'estat de la flor, I'atac d'herbivors,
la infeccié per microbis, la recompensa floral disponible, etc.), que pot ser processada per altres
organismes, tant beneficiosos com perjudicials, que hi interactuen directament o indirectament.

En aquesta tesi, s'ha pretes contribuir al coneixement de la flora balear, des d'una perspectiva
bioquimica, a partir de I'estudi dels perfils volatils, mitjan¢ant diferents técniques d'extraccio i
analisi, d'un conjunt d'espécies mediterranies, seleccionades amb 1'objectiu de considerar i avaluar
diferents aspectes ecologics.

El primer capitol de la tesi representa una contribucié al coneixement de les estratégies
desenvolupades per les especies rupicoles front dels depredadors invertebrats. Clinopodium
rouyanum (Briq.) Govaerts, €s una especie endémica de Mallorca (Balears), en perill d'extincio
(VU), que creix entre 900-1400 m. Per a aquesta espécie, es van descriure les caracteristiques
micromorfologiques de les parts verdes, mitjangant microscopia electronica d'escombrada, es van
identificar els olis essencials mitjangant destil-lacié SDE, i els COV emesos per les parts verdes,
les flors senceres, i les corol-les aillades mitjangant HS-SPME -GC-MS, aixi com els volatils
interns dels tubs de la corol-la mitjangant ST-TD-GC-MS. Finalment es van avaluar els efectes
dissuasius dels olis essencials i l'emissio de COV contra els invertebrats. Des d'una perspectiva
ecologica, concloem que la composicio dels olis essencials i COV que emet C. rouyanum son
clau per a la defensa contra els herbivors invertebrats, i el coneixement d’aquests podria contribuir
a la conservacio d'aquesta espécie amenagada.

La gran varietat de formes florals de les angiospermes i la diversitat d'aromes florals s'han descrit
com a caracteristiques evolutives que n'han definit les interaccions amb els visitants florals. En el
segon capitol, identifiquem i analitzem, mitjangant HS-SPME-GC-MS, els COV florals emesos
per dues especies simpatriques i asincroniques arbustives enfiladisses: Clematis cirrhosa L. 1 C.
flammula L. Documentem els visitants florals, i provem el grau de dependéncia dels
pol-linitzadors en 1'éxit reproductiu de les plantes, en funcid de les caracteristiques florals (forma
i disposicio), la fenologia floral, l'aroma i 1'época de floraci6 de cadascuna. La floraci6 d'aquestes
especies en periodes de més estrés per als pol-linitzadors, a causa de la baixa disponibilitat
d'especies florides, és fonamental per a la superviveéncia d'una part important de 1'entomofauna
pol-linitzadora.
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En el tercer capitol, es va enfocar des del valor taxonomic i filogenétic que representa la quimica
de les plantes, aixi com 1's recent dels COV als estudis taxonomics. Es van identificar els COV
florals de dues especies del genere Rhamnus (Rh. alaternus L. 1 Rh. ludovici-salvatoris Chodat.),
aixi com de I'hibrid entre aquests taxons (Rh. Xbermejoi Fraga & Rossello). Els perfils volatils
obtinguts van presentar diferéncies quantitatives i qualitatives significatives, que van corroborar
el seu valor quimiotaxonomic com a caracter discriminant entre taxons molt propers.

Finalment, el quart capitol es van recollir i identificar els COV emesos per les flors senceres,
mitjangant HS-SPME-GC-MS, de dues esparregueres sincroniques mediterranies: Asparagus
acutifolius L. i A. albus L. Per a aquestes especies es van monitoritzar diferents poblacions
naturals de les Illes Balears, i se'n va estudiar la fenologia floral, els seus pol-linitzadors i I'éxit
reproductiu. A més, es va discutir el fenomen de la ginodioécia a 4. acutifolius. L'evolucio de les
aromes i la diversificacio dels COVs florals, entre espécies simpatriques i sincroniques, s'entén
com una important estratégia biologica per coexistir en un ecosistema en que la competeéncia pels
pol-linitzadors pot ser un factor clau per a 1'éxit reproductiu.

Aixi, aquesta tesi aporta nous coneixements sobre diferents rols que exerceixen els COV d'una

representacio de plantes mediterranies, aixi com la seva repercussio en les interaccions amb altres
organismes i potencial aplicacio a la quimiotaxonomia.

Paraules clau

Compostos organics volatils (COV); HS-SPME; Interacci6 planta - pol-linitzadors; Aroma floral,
Espécies mediterranies
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SUMMARY

Plants, as sessile organisms, have developed complex strategies that allow them to evolve and
interact with biotic and abiotic environmental factors. In addition to floral display and providing
nutritional rewards, plants synthesise and emit a wide range of volatile organic compounds
(VOC:s) that perform various physiological and ecological functions. The chemical attraction of
pollinators, allelopathic phenomena or the synthesis of toxic substances as a defence mechanism
against herbivores are some of VOCs' most distinguished ecological functions.

VOCs can be synthesised in different plant tissues by complex and diverse physiological
processes. In addition, a large temporal and spatial variability of VOCs emission rates has been
corroborated due to the complexity of internal (genetic and biochemical) and external (abiotic and
biotic) factors that regulate them. These scent mixtures allow plants to provide detailed
information about their physiological and phenological state (flower condition, herbivore attack,
microbial infection, available floral reward, etc.), which can be processed by other organisms,
both beneficial and detrimental, that interact directly or indirectly with them.

This thesis aims to contribute to the knowledge of the Balearic flora, from a biochemical
perspective, by studying the volatile profiles, using different extraction and analysis techniques,
of a group of Mediterranean species selected to consider and evaluate various ecological aspects.

The first chapter of the thesis contributes to the knowledge of the strategies developed by
rupicolous species against invertebrate predators. Clinopodium rouyanum (Briq.) Govaerts is a
species endemic to Mallorca (Balearic Islands), in danger of extinction (VU), which grows
between 900-1400 m. For this species, the micromorphological characteristics of green parts were
described by scanning electron microscopy, essential oils were identified by SDE distillation, and
VOCs emitted from green parts, whole flowers, and isolated corollas by HS-SPME-GC-MS, as
well as internal volatiles from corolla tubes by ST-TD-GC-MS. Finally, the deterrent effects of
essential oils and VOCs emission against invertebrates were evaluated. From an ecological
perspective, we conclude that the composition of essential oils and VOCs emitted by C. rouyanum
are key to its defence against invertebrate herbivores, and knowledge of these could contribute to
the conservation of this endangered species.

The variety of angiosperm floral forms and the diversity of floral scents have been described as
evolutionary characteristics defining their interactions with floral visitors. In the second chapter,
we identify and analyse, by HS-SPME-GC-MS, the floral VOCs emitted by two sympatric and
asynchronous climbing shrub species: Clematis cirrhosa L. and C. flammula L. We documented
floral visitors and tested the degree of pollinator dependence on the reproductive success of the
plants as a function of floral characteristics (shape and arrangement), floral phenology, scent and
flowering time of each. The flowering of these species during periods of increased stress for
pollinators due to the low availability of flowering species is essential for the survival of an
important part of the pollinating entomofauna.

13
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The third chapter focused on plant chemistry's taxonomic and phylogenetic value and the recent
use of VOC in taxonomic studies. Floral VOCs were identified for two species of the genus
Rhamnus (Rh. alaternus L. and Rh. ludovici-salvatoris Chodat.) and for the hybrid between these
taxa (Rh. Xbermejoi Fraga & Rosselld). The volatile profiles obtained showed significant
quantitative and qualitative differences, which corroborated their chemotaxonomic value as a
discriminant character between closely related taxa.

Finally, in the fourth chapter, VOCs emitted by whole flowers were captured and identified by
HS-SPME-GC-MS from two Mediterranean synchronous asparagus species: Asparagus
acutifolius L. and A. albus L. For these species, different natural populations of the Balearic
Islands were monitored, and their floral phenology, pollinators and reproductive success were
studied. In addition, the phenomenon of gynodioecy in A. acutifolius was discussed. Finally, the
evolution of scent and diversification of floral VOCs between sympatric and synchronous species
is an important biological strategy to coexist in an ecosystem where competition for pollinators
may be a key factor for reproductive success.

Thus, the present thesis provides new knowledge on different roles played by VOCs in a

representation of Mediterranean plants, as well as their impact on interactions with other
organisms and their potential application in chemotaxonomy.

Keywords

Volatile organic compounds (VOCs); HS-SPME; Plant-pollinator interaction; Floral scent;
Mediterranean species.
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INTRODUCCION
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LA DIVERSIDAD QUIMICA DE LOS AROMAS FLORALES

Todas las plantas producen una gran diversidad de compuestos quimicos. Parte de estos
compuestos (CO», O,), se sintetizan en las rutas del metabolismo primario, y son esenciales en el
proceso de la fotosintesis y de la respiracion. Sin embargo, los compuestos organicos volatiles
(COV) son metabolitos secundarios, emitidos por la gran mayoria de plantas, como consecuencia
de su interaccion con los factores bidticos y abidticos, y tienen importantes implicaciones
ecologicas en la evolucion de las plantas.

Es sabido que el genoma vegetal contiene entre 20.000 y 60.000 genes, de los cuales se estima
que entre un 15 y un 25% estan implicados en el metabolismo secundario (Pichersky & Gang,
2000). Estos compuestos lipofilicos, emitidos mayoritariamente por las flores, aunque también
por las hojas, tallos, frutos y las raices, se caracterizan por su bajo peso molecular (de 30 a 300
amu) y altas presiones de vapor para ser liberados a temperatura ambiente (Knudsen et al., 2006).

Se acumulan en estructuras secretoras caracteristicas, como son los tricomas glandulares y los
conductos resiniferos (Cagliero et al., 2021; Wu et al., 2021). Bajo condiciones de estrés abiotico:
temperatura, intensidad de la luz, ozono (Loreto et al., 2006, Holopainen & Gershenzon, 2010),
caracteristicas hidricas (Vallat et al., 2005) y salinas del suelo (Loreto & Delfine, 2000) y/o de
estrés biodtico: herbivoria (Dicke et al., 2020), infeccion de patogenos (Cardoza et al., 2002),
alelopatias (Xie et al., 2021), etc., las plantas pueden regular la concentracion de metabolitos
secundarios en sus tejidos, incluidos los COV, o liberar espontaineamente estos COV como
mecanismos de respuesta. Estas respuestas al estrés, estdn moduladas principalmente por la
activacion de tres vias de sefalizacion, reguladas por las hormonas acido jasmonico, acido
salicilico y etileno (Bari & Jones, 2009).

Cada planta es capaz de sintetizar de forma diferencial, tanto espacialmente como temporalmente,
a lo largo de su ciclo de vida, una mezcla de volatiles tnica, en diferentes tejidos y a partir de
rutas metabolicas complejas y diversas (Pichersky et al., 2006). Ademas, es razonable que estos
COVs se encuentren bajo una fuerte presion de seleccion y se vean moldeados por las
interacciones ambientales de cada taxon (Dicke & Baldwin, 2010). Algunos compuestos, como
el limoneno o benzaldehido, son comunes en las emisiones de muchas especies (Knudsen et al.,
2006), mientras que otros compuestos, como el 8-metil-2-propil-1,7-dioxaspiro [5.5] undecano y
la N-(3-metilbutil) acetamida solo se han documentado para una tnica especie (Heiduk et al.,
2015).

En el trabajo de Knudsen et al. (2006), se recogen datos de mas de 1.700 COV, tanto de
gimnospermas como angiospermas, incluyendo un total de 90 familias y 38 ordenes (990
taxones). El 78% de los taxones, pertenece a 19 familias de plantas: Orchidaceae (417), Araceae
(55), Arecaceae (40), Magnoliaceae (26), Rosaceae (24), Cactaceae (21), Rutaceae (21),
Solanaceae (21), Caryophyllaceae (20), Nyctaginaceae (20), Fabaceae (18), Amaryllidaceae (17),
Moraceae (15), Ranunculaceae (14), Asteraceae (13), Lecythidaceae (13), Oleaceae (13),
Apiaceae (11) y Rubiaceae (10). Estos COV, pertenecen mayoritariamente a los grupos:
terpenoides (isoprenoides), bencenoides/ fenilpropanoides, derivados de los acidos grasos y
derivados de los aminoacidos (Dudareva et al., 2004). Son menos habituales los COV que
contienen nitrégeno y azufre, los diterpenos y los terpenos irregulares (Knudsen et al., 2006). El
isopreno, los monoterpenos, los sesquiterpenos y otros terpenos irregulares, pertenecientes a la
gran familia de compuestos isoprenoides o terpenoides, constituyen el grupo predominante de
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compuestos volatiles (>30.000 compuestos) emitidos por las plantas (Owen & Pefiuelas, 2005).
La mayoria de los isoprenoides (acido abscisico, acidos giberélicos, esteroles, carotenoides), son
esenciales para el desarrollo de las especies vegetales, y desempefian funciones bioquimicas y
fisiologicas importantes (Laule et al., 2003). Sin embargo, el isopreno, los monoterpenos y los
sesquiterpenos, son COV y semivolatiles, que representan una pequeia parte del gran grupo de
los isoprenoides. Ademas, al no ser emitidos por todas las especies vegetales, no significan un rol
fundamental y universal en el proceso evolutivo de las plantas (Owen & Pefiuelas, 2005).

Finalmente, la extraccion y el uso de los aceites esenciales, extraidos de plantas aromaticas, ha
sido bien documentada desde los antiguos egipcios (4.500 a.C.) y en la medicina tradicional
oriental (3000 y 2000 a.C.) (Baser & Buchbauer, 2010). Durante las tltimas décadas, se ha
intensificado el estudio de la composicion quimica y actividad biologica de los aceites esenciales
vegetales, y se han descrito propiedades antimicrobianas (Camele et al., 2010), antifiungicas
(Mancini et al., 2014), disuasorias de herbivoros gasteropodos (Radwan & Gad, 2021), ademas
de muchas otras propiedades farmacologicas y medicinales (Abobakr et al., 2022). La
composicion quimica de los aceites esenciales vegetales esta constituida principalmente por
hidrocarburos mono y sesquiterpénicos y sus derivados oxigenados, junto con otros aldehidos
alifaticos, alcoholes y ésteres (Baser & Buchbauer, 2010).

FUNCIONALIDADES DE LOS COMPUESTOS AROMATICOS

El aroma floral es una compleja mezcla de compuestos volatiles producidos por los tejidos florales
que tiene una gran diversidad de funciones ecologicas, relevantes en el entorno abidtico y bidtico
de las plantas (Dudareva et al., 2006; Kegge & Pierik, 2010) (Tabla 1). Ademas, los COV también
constituyen una fuente infraexplotada de compuestos bioactivos ttiles para el ser humano: usos
medicinales (aromaterapia, remedios tradicionales, etc.), alimenticios (aromatizantes, sabores
artificiales, etc.), agricolas (pesticidas, fungicidas, etc.), farmacéuticos y cosméticos (perfumes,
cremas, etc.).

Estos analitos desempefian un rol fundamental en las interacciones directas e indirectas, planta-
polinizador, planta-herbivoro/patégeno, planta-planta, asi como en interacciones con otros
microorganismos. Entre todas las funciones de los COV relacionados con los agentes biologicos,
destacan las interacciones entre las plantas y sus polinizadores, fundamentales para el éxito
reproductivo y el mantenimiento de la biodiversidad. Los aromas, potencian el atractivo de las
flores, participan en la localizacion de las flores, modulan la frecuencia y duracion de las visitas
(Kessler et al., 2008; Majetic et al., 2009), proporcionan informacioén sobre el estado fisiologico
y fenologico de las flores (Goodrich & Raguso, 2009), asi como la calidad de las recompensas
florales (Wright & Schiestl, 2009).
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Tabla 1. Principales funciones ecologicas y fisiologicas descritas, de los COV vegetales.

Funciones Referencias
Atraccion de polinizadores Dobson, 2006; Kessler et al., 2008
Actividad antifingica o antimicrobiana Hammer et al., 2003; Huang et al., 2012

Atraccion de depredadores y parasitoides

] Dicke & Baldwin, 2010; Junker et al., 2011
contra herbivoros

Disuasion de herbivoros Kessler et al., 2011
Alelopatias Glinwood et al., 2011; Gagliano & Renton, 2013.
Interaccion con microorganismos

. Heil 2014; Kessler, 2015
beneficiosos

Dudareva et al., 2006; Holopainen &
Gershenzon, 2010

Comunicacion intraespecifica Baldwin et al., 2006

Tolerancia estrés abiotico

Sefializacion a nivel intraespecifico (entre

. ] . Heil & Silva Bueno, 2007
diferentes 6rganos de una misma planta)

Dispersion de semillas Dudareva et al., 2013

Caracterizacion del sabor de frutas y

) Baldwin et al., 2008
hortalizas

Estabilizacion y proteccion de las
membranas vegetales contra las altas | Pefiuelas & Llusia, 2002
temperaturas

Retroalimentacion  positiva sobre la

i : Llusia et al., 2022
formacion de ozono (O3) troposférico usia et a

Valor taxonémico Feulner et al., 2011; Jaeger et al., 2016

Estas mezclas se componen principalmente de compuestos terpenoides y bencenoides (Knudsen
et al., 2006), y cada mezcla de COV especifica para cada especie, esta compuesta por varios
compuestos comunes (Okamoto & Su, 2021), que actiian como atrayentes generalistas de una
amplia gama de polinizadores, mientras que otros actuan como atrayentes especificos, para una o
unas pocas especies de polinizadores, y suelen contener COV inusuales, estableciendo unos
“canales privados” de comunicacion (Raguso 2008b; Schiestl & Glaser, 2012). Por ejemplo, las
flores polinizadas por murciélagos suelen contener azufre (Knudsen & Tollsten 1995). Por otra
parte, las especies polinizadas por pajaros, suelen estar poco perfumadas (Knudsen et al. 2004)

Estas sefiales olfativas, suelen complementarse con otros rasgos y estimulos visuales
(pigmentacion, morfologia, disposicion de las flores, etc.) y/o de recompensa para los
polinizadores (Wright & Schiestl, 2009). La composicion del aroma floral puede variar de manera
significativa a nivel intraespecifico e interespecifico y a pesar de estar genéticamente definida, la
mezcla de COV evoluciona bajo la presion de seleccion de sus polinizadores y florivoros, al igual
que ocurre con otros rasgos florales (Raguso, 2008Db).
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Ademas de atraer a los polinizadores, los olores florales pueden atraer a otros agentes
antagonistas. Estos insectos, se benefician de los aromas florales para localizar a las plantas
huéspedes, donde se alimentan, ovipositan, o bien ocupan sus flores como lugares de caza. La
consecuencia para las plantas, es el robo de las recompensas (néctar y polen), para sus potenciales
polinizadores, sin que resulte la polinizacion, la destruccion de o6rganos florales, la disminucion
de las tasas de visita de los polinizadores y en general, el empobrecimiento del éxito reproductivo
(McCall & Irwin, 2006; Bruinsma et al., 2014). Asi, las plantas con flores, suelen emplear
mecanismos de defensa morfologicos (p.ej., tricomas o espinas) y/o quimicos para protegerse de
los antagonistas florales. Los COV, especialmente los terpenoides, desarrollan funciones
defensivas directas (p. €j., acumulacion de terpenoides en glandulas secretoras) e indirectas (p.
ej., atraccion de enemigos naturales de los herbivoros atacantes), cuando son atacadas por
herbivoros o infectadas por patdégenos fiingicos y bacterianos (Cheng et al., 2007; Dicke et al.,
2020).

En la comunicacion planta-planta, mediadas por los COV, existen interacciones intrapalantares
(en una misma planta), intraespecificas (entre individuos de la misma especie) e interespecificas
(individuos de diferentes especies). (Orians, 2005). Es sabido, que algunos monoterpenos, pueden
proporcionar informacion sobre los competidores vecinos (Kegge & Pierik, 2010; Pierik & De
Wit, 2014), y/o actuar como aleloquimicos, inhibiendo la germinacion de semillas o el
crecimiento de sus competidores (Owen & Pefiuelas, 2005). Este canal de comunicacion entre
plantas puede darse a través de los COV en el aire (Karban et al., 2010), a través de compuestos
solubles que se intercambian a nivel de la rizosfera (Johnson & Gilbert, 2015) y ocasionalmente,
a través del sonido (Gagliano, 2013).

En esta tesis doctoral, se investiga el papel que juegan los COV vegetales desde una perspectiva
ecologica, en funciones defensivas, en las interacciones planta-polinizador y su uso como
caracteres taxonomicos, para discriminar entre especies filogenéticamente cercanas. En el trabajo
de Clinopodium rouyanum (Lamiacea), nuestra hipdtesis se basa en que la mezcla de compuestos
volatiles de una lamiacea rupicola y endémica de Mallorca (Islas Baleares), tiene un valor
ecologico relacionado con la defensa quimica de esta especie, y pretendemos dar valor a estos
compuestos, como estrategia de conservacion de esta planta amenazada. Por otra parte, utilizamos
el trabajo de Ferriol et al. (2009), como punto de partida, para pretender demostrar que los COV
florales, podrian servir como potenciales caracteres quimiotaxonémicos, para diferenciar los
hibridos entre Rhamnus alaternus y Rh. ludovici-salvatoris, en las poblaciones naturales donde
coexisten ambas especies, y en las que se tiene constancia de que hibridan (Llorens, 1979).
Finalmente, para estudiar la interaccion planta-polinizador, mediada por los COV florales,
seleccionamos dos géneros diferentes (Asparagus y Clematis), de amplia distribucion y que, al
florecer en los meses de mayor estrés alimentario, para la entomofauna, los aromas florales,
podrian tener mayor importancia ecoldgica en este tipo de interacciones mutualistas.

Asi, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, contribuyen el conocimiento del aroma floral,
para un grupo de especies de distribucion mediterranea y desde diferentes enfoques ecologicos,
aplicando diferentes técnicas de muestreo, extraccion y analisis de los COV vegetales. Integrar la
ecologia quimica de las plantas es clave para la interpretacion de las interacciones complejas entre
las plantas y su entorno biotico y abidtico (Raguso, 2008a).
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OBJETIVOS

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento de los compuestos organicos volatiles que emiten
las plantas y sus funciones ecoldgicas. Asi el objetivo general de la tesis es:

Caracterizar los compuestos organicos volatiles (COV), de una seleccion de plantas
autoctonas mediterraneas, y evaluar los diferentes roles ecologicos que representan dichos
compuestos, para cada una de estas especies.

A continuacion, se desglosan los objetivos especificos dispuestos por capitulos:
Capitulo 1.

1. Obtener conocimientos adicionales para la conservacion de especies rupicolas endémicas
de las Islas Baleares.

2. Estudiar los mecanismos quimicos de defensa frente a la depredacion por herbivoros
invertebrados.

3. Conocer los tipos y la distribucion de los tricomas glandulares en Clinopodium
rouyanum.

Capitulo 2.
1. Determinar los perfiles quimicos de dos especies asincronicas del género Clematis.
2. Evaluar la relacion entre el tipo de polinizadores y caracteristicas de las flores
(morfologia, disposicion floral, néctar, etc.) seglin la época del afio.
Capitulo 3.
1. Demostrar que los compuestos organicos volatiles tienen implicaciones taxondmicas y
pueden discriminar especies estrechamente relacionadas.
2. Identificar los compuestos organicos volatiles de Rhamnus alaternus, Rhamnus ludovici-
salvatoris y el hibrido entre estas dos especies.
Capitulo 4.
1. Evaluar la competencia interespecifica por los polinizadores de dos especies autumnales

simpatricas del género Asparagus.
2. Identificar los compuestos organicos volatiles principales para estas especies.
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METODOLOGIA
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DETECCION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS AROMATICOS FLORALES

Pocos estudios han intentado explorar los limites de la capacidad sensorial de la nariz del ser
humano. El trabajo de Bushdid et al. (2014) demostré empiricamente que la nariz humana puede
distinguir al menos un billon de estimulos olfativos. Si bien es cierto, que el humano puede
detectar estas moléculas en el aire, su capacidad para discriminar, de forma clara y objetiva,
mezclas de olores complejas con un niimero variable de componentes compartidos, es limitada y
confusa. A partir de los recientes avances metodologicos e instrumentales para capturar, separar
e identificar los compuestos volatiles aromaticos, la investigacion en el ambito de los aromas
florales y sus funcionalidades, ha incrementado significativamente.

TECNICAS DE MUESTREO Y EXTRACCION

La investigacion de estrategias analiticas adecuadas para investigar el perfil volatil de las plantas
es esencial para la correcta caracterizacion de su metabolismo y su relacion con un ecosistema.
Las principales técnicas utilizadas para los analisis de los compuestos organicos volatiles (COV),
incluyen el espacio de cabeza dinamico (D-HS), el espacio de cabeza estatico (S-HS) y,
recientemente, los métodos de contacto directo (DC) en asociacion con la cromatografia de gases
(GC) y la espectrometria de masas (MS).

En la presente tesis se han utilizado los métodos extractivos de: espacio de cabeza estatico -
microextraccion en fase solida (S-HS-SPME) y espacio de cabeza dinamico - desorcion térmica
directa (D-HS-TD), para la extraccion de los aromas florales, y la hidrodestilacion como método
destilativo para la extraccion de los aceites esenciales, mediante la técnica de extraccion por
destilacion simultanea (SDE). (Figura 1).

1.- Microextraccion en fase solida (SPME)

La microextraccion en fase solida (SPME), se desarrolld con el objetivo de agilizar la toma de
muestras tanto en condiciones de laboratorio como de campo, debido a su facilidad de manejo,
durabilidad y capacidad de proporcionar resultados repetibles (Pawliszyn, 1997; Pasquini et al.,
2021). Esta técnica, no requiere disolventes y se utiliza ampliamente para la recoleccion de
muestras biologicas, toxicologicas, ambientales y forenses.

La extraccion mediante SPME se basa en un proceso de adsorcion-desorcion, en el que los
compuestos organicos de una muestra son retenidos por una fibra inerte recubierta de un material
adsorbente, como sistema de preconcentracion. La SPME puede utilizarse para el muestreo, tanto
en receptaculos de muestreo estaticos (S-HS) como dinamicos (D-HS). Las fibras SPME también
pueden exponerse directamente al aire libre, para monitorizar y cuantificar contaminantes

organicos volatiles en el medio ambiente urbano mediante muestreo estatico (Cagliero et al.,
2021).
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Figura 1. Dispositivo SPME con el detalle de las fibras. Aparato de Likens-Nickerson para la
extraccion por SDE (Simultaneous Distillation Extraction).

Para el desarrollo de esta tesis, se ha utilizado el adsorbente depolidimetilsiloxano/divinilbenceno
(PDMS/DVB; espesor de la pelicula 100 um; Supelco Inc. Bellefonte, PA, USA). Esta fibra esta
alojada en una aguja protectora de acero inoxidable acoblada a un piston del mismo material, y
fijada a un soporte en forma de jeringa, comercializado por la casa comercial Supelco Inc.
(Bellefonte, PA, USA) que permite atravesar el septum del recipiente colector y/o del
cromatdgrafo de gases y extender la fibra fuera de la aguja, empujando el émbolo y exponiendo
la fibra a los volatiles de la muestra, durante un periodo de tiempo y temperatura definidos.

En esta primera etapa, la fibra se expone a una muestra sellada en un recipiente, donde se
concentran los COV y se separan los analitos de la matriz de la muestra hacia la fibra (fase
estacionaria), hasta que se alcanza un equilibrio (Pawliszyn, 2000). Durante la segunda etapa,
después de un tiempo predefinido, se retira la fibra y se inserta directamente en un cromatografo
de gases (GC) para la desorcion de los analitos por desorcion térmica o desorcion por adicion de
un disolvente organico, segun la técnica que se vaya a utilizar y su propdsito.

2.- Extraccion por desorcion térmica (TD) directa

La desorcion térmica (TD), se origind a medianos de la década de los 1970 como una adaptacion
y mejora al procedimiento de inyeccion para GC (Woolfenden, 2012). Este método de extraccion
se aplica en procedimientos de vigilancia ambiental al aire libre, emision de volatiles
contaminantes, sistemas biologicos (interaccion entre organismos), defensa y seguridad contra
agentes quimicos, seguridad sanitaria, etc.

En el caso de que la concentracion de analitos sea muy baja, se requiere un aislamiento y un
enriquecimiento de los COV de la muestra. La técnica de espacio de cabeza dinamico de la TD,
no requiere alcanzar el equilibrio en un recipiente sellado, sino que consiste en arrastrar los COV
de la camara donde se halla la muestra, a una temperatura controlada, y mediante un gas inerte a

un flujo constante, y pasarlos a través de una trampa donde quedan retenidos en un material
adsorbente.
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Asi, y a diferencia del método HS-SPME, los COV quedan retenidos en un material adsorbente
que va insertado en un tubo de vidrio o metal. La seleccion del tipo de adsorbente como la cantidad
de material adsorbente se define segun las propiedades quimicas de la muestra, volumen, caudal
de recogida y adsorcion de la matriz. Ademas, en un mismo tubo, se puede incorporar una mezcla
de materiales adsorbentes, aumentando la gama de COV que podran ser capturados (Dam et al.
2010).

Para el muestreo de COV florales, los adsorbentes mas utilizados son: el carbon activo, el Poropak
Q® y la version Super Q® (malla de 80 a 100; Alltech Associates; Supelco, Taufkirchen,
Alemania), el Tenax GC® y su version mejorada Tenax TA® (malla de 60 a 80; Alltech
Associates). Este ultimo adsorbente, se ha utilizado en la tesis para capturar los compuestos
emitidos por los pequefios o6rganos florales (caliz y corola) de C. rouyanum, siguiendo el
procedimiento de Kallenbach et al. (2014).

3.- Extraccion por destilacion simultanea (SDE)

El método de extraccion de los aceites esenciales, por destilacion simultdnea (SDE) o método de
extraccion de Likens & Nickerson (1964), consiste en que la muestra diluida en agua y el
disolvente organico (en esta tesis, el diclorometano), realizan la destilacion por separado y
condensan en un mismo punto, donde se produce la extraccion y separacion de los compuestos, y
posteriormente se recirculan las dos fases, repitiendo el mismo proceso. Este método es
ampliamente utilizado en la obtencion de COV de muestras naturales, ya que permite concentran
los COV hasta valores muy elevados en poco tiempo en una sola operacion, y que requiere poca
cantidad de disolvente, lo que minimiza la contaminacion de la muestra por el propio disolvente.
No se adecua a la extraccion de COV termolabiles (Mateos, 1990). El analisis de los extractos de
SDE se realiza mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS).

SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES

Los COV se analizan por diferentes métodos, siendo la cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) el mas utilizado y el méas eficaz en los estudios de olores florales (Knudsen et
al., 2006). La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion muy versatil, que permite
la separacion y determinacion de los diferentes componentes de una mezcla compleja de
sustancias volatiles (liquida, gaseosa o solida previa disolucion).

Estos compuestos, previamente capturados y concentrados en una matriz absorbente, son
separados en una columna capilar de GC y detectados mediante un detector de ionizacion de llama
(FID) o por un espectréometro de masas (MS). En ambos casos, se obtiene un cromatograma como
resultado. Mediante estos equipos, se analizan, por ejemplo: aromas de bebidas alcoholicas,
acidos grasos volatiles, gases procedentes de fermentaciones, entre otras aplicaciones industriales,
asi como para el analisis de muestras vegetales de diferentes tejidos.

La GC, durante su fase movil, utiliza un gas portador inerte (He, N o H), previamente calentado,
que entra en el equipo a través del inyector de forma continua, hasta que realizar el recorrido por
todo el equipo y se estabiliza. Una vez estabilizado el gas portador, se inyecta la muestra en el
interior de la camara del inyector, mediante un inyector manual (micro jeringuilla) o
automatizado. Una vez inyectada la muestra, esta es volatilizada instantdneamente y mezclada
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con el gas portador, para ser arrastrada hacia la columna capilar, que contiene la fase estacionaria.
Una vez que la muestra llega a la columna, se inicia el proceso de separacion de las particulas en
funcion de la polaridad de cada una de ellas (distintas velocidades de desplazamiento),
adhiriéndose a la columna cromatografica. Los componentes que quedan retenidos con mayor
fuerza por la fase estacionaria se desplazan mas lentamente con el flujo de fase movil, mientras
que los que se retienen mas débilmente prosperan con mayor rapidez. Conforme van atravesando
el detector, cada uno de los componentes expresa una sefial que se va registrando en el
cromatograma. En funcion de la fase estacionaria, se han desarrollado bases de datos de indices
de retencion de cientos de COV, para facilitar su caracterizacion e identificacion, entre los que
destaca, el sistema de Indices de Kovats (KD).

La deteccion se realiza mediante FID o por ionizacion de llama, a pesar de ser ampliamente
utilizada, solo proporciona informacion sobre los tiempos de retencion y se utiliza principalmente
para el analisis cualitativo de compuestos. El tiempo de retencion es un parametro caracteristico
de cada componente, siempre que sea para un sistema cromatografico determinado (utilizando la
misma columna), y que se utilicen unos patrones de referencia preinstalados, en las mismas
condiciones cromatograficas, para su correcta deteccion e identificacion en una muestra.

La MS es un método altamente sensible, que permite realizar analisis cualitativos y cuantitativos.
Este ultimo analisis se basa en la comparacion del area o altura de pico de cada componente, con
los estandares de una sustancia de concentracion conocida. El método se basa en la ionizacion
(por impacto de electrones o por ionizaciéon quimica) de la muestra en iones gaseosos y
posteriormente identificacion de los iones por su relacion masa-carga y abundancia relativa. Tras
la deteccion de los iones, se obtiene un cromatograma de iones totales que proporciona
informacion sobre los tiempos de retencion de cada compuesto, asi como su espectro de masas,
constituyendo un patréon de fragmentacion de iones caracteristico, acorde con su naturaleza
quimica y la energia interna que poseen (Figura 2). Este patron puede ser comparado, mediante
un algoritmo, con otros espectros registrados en diferentes bases de datos o bibliotecas espectrales
comerciales (por ejemplo: NIST MS Data base o WILEY Online Library), obteniendo las
coincidencias mas probables para su identificacion. Cuando la comparacion de sus tiempos de
retencion y espectros de masas no son suficientes para descifrar e identificar con elevado grado
de confianza las estructuras moleculares, ya que las bases de datos pueden no contener todos los
compuestos/sustancias-patron certificadas, que eventualmente pueden hallarse en una mezcla
compleja, se recurre a la comparacion de patrones y bases de datos propias o al analisis “manual”
y especifico de los patrones de fragmentacion e iones-fragmento tipicos, como base experimental
para la elucidacion de sus estructuras moleculares (Stashenko & Martinez, 2010).

Figura 2. Espectro de masas de una muestra de Clematis cirrhosa.

25



J. Tomas- Tesi doctoral

CAPITULO 1

Biogenic volatiles of rupicolous plants act as direct
defences against molluscs: The case of the endangered
Clinopodium rouyanum

26



J. Tomas- Tesi doctoral

Biogenic volatiles of rupicolous plants act as direct defenses
against molluscs: The case of the endangered Clinopodium
rouyanum

Tomas J.2, Gil L.2, Llorens-Molina J.A.?, Cardona C.?, Garcia M.T.¢, Llorens L.*>*

¢ Department of Biology (Botany), University of the Balearic Islands (UIB), Palma de
Mallorca, Spain

b Mediterranean Agroforestry Institute, Universitat Politécnica de Valéncia (UPV),
Valencia, Spain

¢ Scientific & Technical Services, University of the Balearic Islands (UIB), Palma de
Mallorca, Spain

Corresponding author: Leonardo Llorens. E-mail: lleonard.llorens@uib.es

ORCID ID 0000-0002- 9264-8394

Flora 258: 151428, 2019.

DOI: 10.1016/j.flora.2019.151428

27



J. Tomas- Tesi doctoral

CAPITULO 2
T

/ U\

)
N AT ,‘!

{4 \
9 I b »\
P

|
J
j
:

Floral traits and reproductive biology of two
Mediterranean species of Clematis, asynchronous and
sympatric, are key food sources for pollination survival

28



J. Tomas- Tesi doctoral

Floral traits and reproductive biology of two Mediterranean
species of Clematis, asynchronous and sympatric, are key food
sources for pollinator survival

Juan Tomas?, Carles Cardona®, Pere Ferriol®, Leonardo Llorens® *, Lorenzo Gil®
9 9 9

“ Department of Biology (Botany). University of the Balearic Islands (UIB). Carretera de
Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma de Mallorca. joantomasl@gmail.com

b Interdisciplinary Ecology Group, Department of Biology, University of the Balearic Islands
(UIB), Car. de Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands, Spain.
pere.ferriol@uib.es; lorenzo.gil@uib.es; aigolob@hotmail.com

Corresponding author: Leonardo Llorens. E-mail: lleonard.llorens@uib.es

ORCID ID 0000-0002- 9264-8394

South African Journal of Botany 151:85-94, 2022

DOI: 10.1016/j.sajb.2022.09.027

29


mailto:joantomas1@gmail.com
mailto:lorenzo.gil@uib.es
mailto:aigolob@hotmail.com

J. Tomas- Tesi doctoral

CAPITULO 3

Can floral volatile organic compounds contribute to
the taxonomy of the genus Rhamnus sect. Alaternus?

30



J. Tomas- Tesi doctoral

-The original article submitted in the present thesis has subsequently been
published with some modifications-

Can floral volatile organic compounds contribute to the taxonomy of the
genus Rhamnus sect. Alaternus?

Leonardo Llorens', Pere Ferriol', Joan Tomas?, Maria Trinidad Garcia®, Lorenzo Gil!
9 9 9

I Interdisciplinary Ecology Group, Department of Biology, University of the Balearic
Islands (UIB), Ctra. Palma-Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands
Spain.

2 Department of Biology (Botany). University of the Balearic Islands (UIB). Ctra. Palma-
Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands, Spain.

3 Scientific and Technical Services. University of the Balearic Islands (UIB). Ctra.
Palma- Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands, Spain.

Corresponding author: Leonardo Llorens. E-mail: lleonard.llorens@uib.es

ORCID ID 0000-0002- 9264-8394

Italian Botanist 16:149-164 (2023)

DOI: 10.3897/italianbotanist.16.116255

31



J. Tomas- Tesi doctoral

r
CAPITULO 4
o’
S Sl
.4 *JLAL N
45 oy s
g‘l / lt\\' ".
9 af’l{ig’ & o \\u ‘ ~//)
ST Y Nk
e AR Sen 2
b ny .( .
./’ \,';‘ __j‘
1 ) 4
o=
< \l\?gf
)

Floral scent, flowering phenology, and pollinators of
two autumnal synchronic and sympatric
Mediterranean Asparagus

32



J. Tomas- Tesi doctoral

-The original article submitted in the present thesis has subsequently been
published with some modifications-

Floral Aroma and Pollinator Relationships in Two Sympatric Late-
Late-Summer-Flowering Mediterranean Asparagus Species

Leonardo Llorens', Joan Tomas?, Pere Ferriol!, Maria Trinidad Garcia®, Lorenzo Gil!
9 9 9

I Interdisciplinary Ecology Group, Department of Biology, University of the Balearic
Islands (UIB), Ctra. Palma-Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands
Spain.

2 Department of Biology (Botany). University of the Balearic Islands (UIB). Ctra. Palma-
Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands, Spain.

3 Scientific and Technical Services. University of the Balearic Islands (UIB). Ctra.
Palma- Valldemossa Km. 7,5. E-07122 Palma, Balearic Islands, Spain.

Corresponding author: Leonardo Llorens. E-mail: lleonard.llorens@uib.es

ORCID ID 0000-0002- 9264-8394

Plants 12(18), 3219 (2023)

Doi.org/10.3390/plants12183219

33



J. Tomas- Tesi doctoral

34



J. Tomas- Tesi doctoral

DISCUSION GENERAL

35



J. Tomas- Tesi doctoral

La presente tesis aporta nuevos conocimientos descriptivos y empiricos, sobre las multiples
respuestas ecologicas, mediadas por los COV, que desempefian una seleccion de plantas
autoctonas mediterraneas, como mecanismos de comunicacion, de adaptacion y evolucion con el
entorno bidtico y abidtico que las rodea. A medida que ha aumentado el conocimiento sobre estas
interacciones ecoldgicas, debido al mayor interés por parte de la comunidad cientifica, y
paralelamente el desarrollo de nuevas herramientas de captura y analisis de estos metabolitos, la
complejidad de estos canales de comunicacion entre organismos, han resultan cada vez mas
complejos. Asimismo, queda mucho por aclarar sobre los factores internos y externos que
intervienen en la biosintesis de estos COV y como son utilizados por las plantas (Pichersky et al
2000).

El estudio de los aceites esenciales y COV vegetales, ha sido ampliamente abordado con especies
de distribucion mediterranea, desde diferentes perspectivas ecologicas y mediante la aplicacion
de diferentes métodos de extraccion y analisis (Caissard et al., 2004; Ormefio et al., 2007; Pasquini
et al., 2021). Sin embargo, este campo de estudio, presenta menor representacion a nivel de las
Islas Baleares. Sanz et al. (2000) analizaron los COV de tres taxones del complejo Teucrium
marum L., y encontraron diferencias cuantitativas y cualitativas inter e intraespecificas, sefialando
los COV como caracteres de diferenciacion microgeografica. En otro trabajo, se compar6 la
composicion de los aceites esenciales de distintas poblaciones relictuales y fragmentadas de
Thymus richardii Pers., y discutieron las variaciones geograficas y fenotipicas de los quimiotipos
diferenciados (Llorens et al., 2014). En la tesis de Piza (2017), se discutieron las repercusiones
ecologicas de los COV para un grupo de especies dunares, y se estudio la actividad alelopatica de
sus aceites esenciales. Recientemente, se han estudiado los COV florales de la especie endémica
de las Islas Baleares Aristolochia bianorii, y se ha explicado la interaccion del aroma floral con
sus polinizadores (Alpuente et al., 2022).

En un contexto de relaciones entre quimica vegetal, defensa conta herbivoros y conservacion de
especies, los resultados obtenidos del estudio C. rouyanum (capitulo I), denotan las implicaciones
ecologicas que pueden tener los compuestos volatiles en especies endémicas, cuyos habitats
naturales son reducidos. La actividad antimicrobiana, antifungica y antioxidante para este género
de plantas aromaticas, ha sido descrita por varios autores (Conforti et al., 2012; Dobravalskyté et
al., 2012; Cavaret al., 2013), en nuestro trabajo, describimos por primera vez la funcion defensiva
que ejercen los COV, contra herbivoros gasteropodos para este género. Tanto la pulegona como
el mentol, componentes principales en C. rouyanum, han sido identificados en otros taxones de
la familia de las lamidceas por lo que deberia contrastarse esta actividad disuasoria, en otras
especies, ricas en monoterpenos oxigenados.

La composicion del aroma floral varia tanto cuantitativa como cualitativamente en muchos
niveles diferentes de organizacion y, al igual que ocurre con otros rasgos florales, estas mezclas
de volatiles, estén sujetas a seleccion mediada por los polinizadores (Whitehead & Peakall, 2009),
aunque, a diferencia de otros rasgos, estas mezclas, pueden cambiar y adaptarse rapidamente a las
condiciones cambiantes del entorno. Diversos estudios han informado de variaciones en los
patrones de emision bajo condiciones de estrés por sequia y calor (Akula & Ravishankar, 2011;
Farré-Armengol et al., 2013) y calor (Tattini & Loreto, 2014). A pesar de que las mezclas de COV
pueden contener decenas de componentes, tan solo uno o unos pocos volatiles, provocan una
respuesta y suelen tener un rol relevante a nivel ecologico (Junker, 2016), como, por ejemplo, en
la atraccion de polinizadores (Schéftler et al., 2015) o en la repelencia de un antagonista (Junker
etal., 2011). El aprendizaje por parte de los polinizadores para asociar estos compuestos volatiles
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florales con el alimento, ha sido clave en el proceso evolutivo de las angiospermas (Wright &
Schiestl, 2009). Son mayoritarias las plantas que atraen a sus polinizadores por el olor que emiten
las flores, sin embargo, algunas especies, como Chamaerops humilis L., utilizan otros 6rganos
vegetales como emisores de COV atrayentes (Dufay, et al., 2003). Se ha demostrado que tanto la
composicion de las mezclas, como las tasas de emision, se regulan siguiendo los patrones de
actividad de los polinizadores (Détter et al., 2005; Friberg et al., 2014; Jiirgens et al. 2014). Esta
interaccion especifica entre planta-polinizador, es un indicativo claro de que los atrayentes
quimicos son claves en la coevolucion (Thompson et al., 2013; Friberg et al., 2014).

La variacion de los COV florales, ocurre tanto a nivel intraespecifico como interespecifico. A
nivel intraespecifico, por ejemplo, Zhang et al. (2020), encontraron diferencias entre las
composiciones volatiles entre cultivares de flores blancas y de flores rosas en Prunus mume
Siebold & Zucc. Ademas, se han descrito diferentes cambios ontogénicos en la composicion
volatil (Quintero et al., 2013; Cirak et al., 2022), y variaciones diurnas/nocturnas de las emisiones
(Friberg et al., 2013), asi como corroboran los resultados obtenidos para A. albus (capitulo IV).
Por otra parte, el estudio de la composicion de COV florales del grupo mediterraneo Hippocrepis
balearica, describe dos quimiotipos muy diferenciados, para un mismo taxon (H. balearica Jacq
subsp. balearica) (Tomas et al., 2019), de los cuales, todavia no se conocen las implicaciones
ecologicas y evolutivas que puedan tener estos quimiotipos, aunque alertan de la importancia de
conocer estos quimiotipos de cara a su conservacion.

A nivel interespecifico, la mayoria de taxones, dentro unos limites que podrian estar definidos
geograficamente y/o fenoldgicamente, producen su propia mezcla de COV caracteristica de cada
taxon. Sin embargo, hay pocos estudios que demuestran que, entre especies de un mismo género,
estas manifiesten perfiles volatiles muy similares, como ocurre con Salix caprea L.y Salix cinerea
L. (Tollsten & Knudsen, 1992), o Thymelaea hirsuta (L.) Endl. Y T. tartonraira (L.) All. Subsp.
valentina (Pau) O. Bolos & Vigo, en la isla de Mallorca (Manuscrito en preparacion).

A nivel de comunidad, la coexistencia entre especies que comparten el mismo habitat se consigue
mediante un equilibrio entre la capacidad de tolerar condiciones menos favorables y la capacidad
de competir en el ecosistema (McGill et al. 2006). Integrar la ecologia de los COV vegetales en
la dindmica de un ecosistema, supone considerar cada mezcla de COV que es emitida
individualmente y particularmente por cada taxén de la comunidad (Knudsen et al., 2006), al
conjunto de olores totales que se emiten en una misma comunidad. Es probable que, la
contribucién quimica (aromas) que aporta cada taxén a una comunidad, conlleve costes
energéticos y ecologicos, ya que pueden influenciar las interacciones mutualistas (p. €j., alterar el
¢xito reproductivo) y atraer antagonistas (p. €j., herbivoros o ladrones de néctar y polen) (Moeller
2004; Wright & Schiestl, 2009; Pellegrino et al. 2016). Los estudios sobre ecologia quimica a
nivel de comunidades, todavia son escasos, debido a la complejidad técnica y multidisciplinar que
conllevan. Se ha demostrado que las especies de una comunidad que florecieron antes,
presentaban un aroma mas intenso que las especies que lo hicieron mas tarde, y ademas sugiere
que las especies que compiten por los mismos polinizadores, cuando coindicen muchas especies
en flor, requieren invertir mas recursos florales, que en situaciones de menor competencia (Filella
et al.,, 2013). Hemos corroborado esta premisa, entre especies simpatricas, sincronicas y que
comparten caracteristicas morfologicas similares, como ocurre en A. acutifolius y A. albus
(capitulo IV), que diversifican sus aromas florales, como estrategia eficiente para coexistir entre
ellas, y con otras especies que potencialmente pueden atraer a los mismos polinizadores (Huber
et al., 2005), complementariamente a otras adaptaciones fenologicas. En 4. albus la floracion
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parece estar regulada por el fotoperiodo y suele florecer antes que A. acutifolius, que esta mas
condicionada por las primeras lluvias de finales de verano, del clima mediterraneo. Ademas 4.
albus, muestra un patrén de emision variable durante el dia, mas complejo (pentadecano) durante
las primeras horas del dia, mientras que el aroma de 4. acutifolius se mantiene constante. A nivel
interespecifico, la pantalla visual que producen estas esparragueras, debido a la intensidad de su
floracion, también son importantes en la atraccion de polinizadores.

En el segundo capitulo de la tesis, describimos para dos especies simpatricas de Clematis, como
la estacionalidad de la floracion, condiciona cualitativamente el perfil volatil de cada especie, a
pesar de que ambas presentan unas combinaciones de COV diferentes, formadas por compuestos
tipicos en interacciones planta-polinizador, y relacionados con la atraccion de polinizadores
generalistas, como los himenopteros: Apis mellifera L. y Bombus terrestris L.

A nivel de comunidad, discutimos el papel de estas plantas, que florecen abundantemente en dos
periodos criticos para la entomofauna. La floracion invernal de C. cirrhosa supone una importante
fuente de recompensas para sus polinizadores, periodo en el cual la disponibilidad de plantas
mediterraneas en flor, es muy baja (Herrera, 1985). Ademas, las flores en forma de campana y su
disposicion hacia abajo, son rasgos caracteristicos en especies de Clematis que florecen en épocas
lluviosas. Durante el verano mediterraneo, ocurre la misma situacion. Solo unas pocas especies
autdctonas permanecen en flor, como C. flammula, Capparis spinosa L., Daucus carota L., o A.
albus, limitando los recursos para los polinizadores. Buena parte de estas especies, disponen las
flores hacia arriba y combinan una floracion abundante y vistosa, que junto con la emision de
COV, como estrategias para atraer a sus polinizadores. La fuerte introduccion de especies
aloctonas (p. ej., Lantana camara L., Lonicera japonica Thunb., o Carpobrotus sp.) que se ha
producido durante las ultimas décadas, puede contribuir a modular esta situacion.

La comparacion de las diferencias cualitativas y cuantitativas de los COV entre taxones
estrechamente relacionados y la evaluacion de los efectos del medio ambiente en sus emisiones
son pasos importantes para deducir la funcion de los COV y su importancia evolutiva (Jaeger et
al., 2016). El valor taxonomico de los aromas florares se ha demostrado en algunos trabajos,
aunque son escasos los estudios que comparan los COV florales de las especies parentales y de
sus hibridos, en sus poblaciones naturales (Feulner et al., 2011; Bischoff et al., 2014). Los trabajos
en orquideas de Salzmann et al. (2007) y de Cortis et al. (2009), muestran patrones del aroma
flora, intermedios, como ocurre con Rh. xbermejoi (capitulo 3). Sin embargo, en otras orquideas,
se han detectado compuestos que no estaban presentes en las emisiones de los parentales
(Vereecken, et al., 2010). El destino evolutivo de los hibridos en sus poblaciones naturales podria
depender de los COV florales resultantes y su capacidad para atraer polinizadores, entre otras
adaptaciones fisiologicas.
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La compresion de la evolucion de los COV en las plantas con flores, quimicamente complejos y
dindmicos, requiere estandarizar los métodos de captura y analisis, especialmente en las
comparaciones interespecificas, inclusive ciertos factores ambientales. El desarrollo de técnicas
estaticas y dinamicas para la captura de COV, las herramientas de analisis (GC-MS), y la
disponibilidad de bases de datos y bibliotecas de espectros de masas, han favorecido la
investigacion del volatiloma vegetal y su ecologia. Durante la planificacion de una investigacion,
cabe considerar que cada método de captura de COV, asi como los procedimientos, van
influenciar mas o menos, en la composicion volatil resultante (Cagliero et al., 2021). De la misma
manera, el perfil quimico de cualquier aceite esencial, estara condicionado por el procedimiento
de extraccion que se lleve a cabo y las caracteristicas de cada material vegetal (Elshafie & Camele,
2017). En los proximos afios se espera un incremento de estos estudios, y la aplicacion de nuevas
técnicas, como la integracion de datos a gran escala y el analisis de redes, que supondran un
importante avance en el conocimiento e interpretacion del significado ecologico y bioldgico de
los COV (Cuperlovic-Culf, 2018). Sin embargo, atin quedan muchas preguntas por responder.
Para continuar con los avances en este campo de investigacion, parece que seran claves una serie
de premisas: adoptar un enfoque multidisciplinar y comunitario, que englobe las diferentes
interacciones ecologicas de una comunidad, integrar la dinamicidad quimica de las variaciones
ontogenéticas y fisioldgicas, ampliar el rango de especies vegetales estudiadas, asi como los
habitats mas singulares, o explorar las interacciones volatiles entre plantas y microrganismos, que
se producen en el subsuelo, etc. Finalmente, y desde una perspectiva global, es imprescindible
seguir evaluando el impacto del cambio climatico en la emision y funcionalidad de los COV
vegetales, considerando que estos pueden varian de forma sustancial, debido a factores abidticos
(temperatura, radiacion, estrés hidrico, etc.), cada vez mas imprevisibles.
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En esta tesis se han caracterizado los compuestos organicos volatiles de 8 taxones autoctonos de
las Islas Baleares y se han descrito, aplicado y relacionado sus diferentes funcionalidades
ecologicas.

Las conclusiones particulares de cada capitulo son:

Capitulo 1.

1.- Se ha estudiado la composicion de los aceites esenciales e identificado los compuestos
organicos volatiles (COV) emitidos por Clinopodium rouyanum. Mas del 80% de los
compuestos son monoterpenos oxigenados, entre los que destacan la pulegona y el
mentol, en menos medida.

2.- En la caracterizacion de los rasgos micromorfologicos de las estructuras epidérmicas de los
tejidos aéreos de C. rouyanum, se han observado tricomas tricelulares no glandulares,
tricomas peltados y tricomas capitados.

3.- Los compuestos volatiles de C. rouyanum, principalmente, pulegona y mentol, muestran
actividad repelente contra herbivoros invertebrados. El efecto disuasorio de moluscos, es
una estrategia de defensa clave, para la conservacion de esta especie endémica de las Islas
Baleares.

Capitulo 2.

1.- Los perfiles florales de Clematis cirrhosa y Clematis flammula, presentan un patréon de
emision diferente, rico en monoterpenos, pero dirigido a la atraccion de polinizadores
generalistas.

2.- C. cirrhosa que florece durante las estaciones lluviosas del clima mediterraneo, presenta las
flores en forma de campana orientadas hacia abajo, que permanecen abiertas cerca de 20
dias, y son polinizadas casi exclusivamente por A. mellifera y B. terrestres, en
proporciones parecidas.

3.- C. flammula, que florece durante la época seca del clima mediterraneo, presenta las flores las
flores en forma de disco y orientadas hacia arriba, que permanecen abiertas unos 12 dias,
y son visitadas por al menos 20 especies diferentes, entre las que destacan A. mellifera 'y
Polistes dominula.

4.- La floracion abundante de estas dos especies de Clematis, en periodos de mayor estrés para

los polinizadores, juega un papel fundamental en la supervivencia de la entomofauna
polinizadora.
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Capitulo 3.

1.- La emision de compuestos organicos volatiles florales, de Rhamnus alaternus y Rh. ludovici-
salvatoris, muestra diferencias cuantitativas y cualitativas significativas, aunque ambos
aromas son atractivos para la atraccion de polinizadores himenopteros generalistas.

2.- Rh. alaternus muestra una mayor heterogeneidad quimica y genética que Rh. ludovici-
salvatoris, mientras que los hibridos entre ambas especies, son quimicamente mas
parecidos a Rh. alaternus que a Rh. ludovici-salvatoris.

3.- Se ha corroborado que los compuestos organicos volatiles pueden tener implicaciones
taxonomicas y pueden discriminar entre taxones estrechamente emparentados.

Capitulo 4.

1.- Los principales compuestos volatiles en 4. albus son derivados bencénicos y sesquiterpenos,
mientras que en A. acutifolius son derivados de los carotenoides, monoterpenos y
sesquiterpenos. Ademas de las diferencias cualitativas y cuantitativas entre especies, 4.
albus varia la composicion del aroma floral durante el dia.

2.- La fenologia de la floracion de las dos especies de Asparagus parece estar determinada
principalmente por dos reguladores: el fotoperiodo en 4. albus (florecio entre 10 y 15 dias
antes), y la disponibilidad de agua (precipitaciones) en 4. acutifolius. tras un periodo de
estrés hidrico.

3.- La diversificacion de aromas y las variaciones fenologicas, resultan estrategias adaptativas

entre especies sincronicas y simpatricas que compiten potencialmente por los mismos
polinizadores.
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