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RESUMEN

Eljardin botanico de la Universidad de Talca (JBUTAL) es un espacio verde
y abierto a la comunidad de la Region del Maule y alberga alrededor
de 1.500 especies vegetales. Entre las especies vegetales se destacan
las especies nativas chilenas, que cumplen funciones importantes
en el ecosistema. Durante las visitas al JBUTAL, principalmente en
las estaciones de primavera y verano, se perciben un conjunto de
fragancias provenientes de la flora, asi como la visita de insectos. En
este ecosistema existe poca informacion acerca de la relacion entre las
fragancias emitidas por las especies vegetales y los insectos. En esta
investigacion se exploraron los perfiles de las fragancias de flores de Quilo
(Muehlenbeckia hastulata .M. Johnst), Retamo (Retanilla ephedra (Vent.)
Brongn), Pichi romero (Fabiana imbricata Ruiz & Pav.) y Tevo (Retanilla
trinervia Gillies & Hook. (Hook. & Arn.) mediante microextraccién en
fase solida acoplada a cromatografia de gases-espectrometria de masas
(SPME/GC/MS) para conocer su composicion quimica y relacionarlos con
visitantes/polinizadores florales. Los resultados mostraron perfiles de
fragancias Unicas con buena fuente de compuestos organicos volatiles
(VOCs), que se componen principalmente de hidrocarburos, aldehidos,
4cidos carboxilicos, ésteres, alcoholes, éteres, terpenos, entre otros.
Se identificaron un total de 67 compuestos volatiles, muchos de ellos
corresponden a reconocidos compuestos atractores de polinizadores.
Los resultados de esta investigacion muestran la relevancia de la
introduccién de la flora nativa en un paisaje urbano, no solo aportando
belleza escénicasinotambién atrayendoinsectos visitantes/polinizadores
(u otros organismos) al ecosistema. Los resultados obtenidos en esta
investigacion son inéditos y valiosos para el grupo de investigacion y la
comunidad cientifica.

SUMMARY

The botanical garden of University of Talca (JBUTAL) is a green space
open to the community of the Maule Region and is home to around
1,500 plant species. Among the plant species, the Chilean native species
stand out, which fulfill important functions in the ecosystem. During
visits to JBUTAL, mainly in the spring and summer seasons, a set of
fragrances from the flora are perceived, as well as the visit of insects. In
this ecosystem, there is little information about the relationship between
the fragrances emitted by plant species and insects. In this research,
flower fragrance profiles from Quilo (Muehlenbeckia hastulata IM Johnst),
Retamo (Retanilla ephedra (Vent) Brongn), Pichi rosemary (Fabiana
imbricata Ruiz & Pav.) and Tevo (Retanilla trinervia Gillies & Hook. (Hook.
& Arn.) were explored by solid-phase microextraction coupled with
gas chromatography-mass spectrometry to understand their chemical
composition and to relate them to floral visitors/pollinators. The results
showed unique fragrance profiles with good source of volatile organic
compounds, which are mainly composed of hydrocarbons, aldehydes,
carboxylic acids, esters, alcohols, ethers, terpenes, among others. A total
of 67 volatile compounds were identified, many of which correspond to
recognized pollinator-attracting compounds. The results of this research
show the relevance of introducing native flora into an urban landscape,
not only providing scenic beauty but also attracting insect visitors/
pollinators (or other organisms) to the ecosystem. The results obtained
in this research are unprecedented and valuable for the research group
and the scientific community.
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Introduccion

Los compuestos organicos volatiles (VOCs), emitidos por los or-
ganos de las plantas (hojas, flores y frutos) cumplen multiples
funciones bioldgicas, incluida la defensa contra depredadores
herbivoros y patégenos, la atraccién de insectos polinizadores
y la dispersion de semillas, mientras que algunos componentes
determinan las caracteristicas aromaticas que se emplean para
agregar sabor a los alimentos y juegan un rol importante en la
aceptabilidad de los productos por parte de los consumidores
(Pichersky y Gershenzon, 2002; Negro et al., 2021). Los aromas flo-
rales son el resultado de la percepcidon de compuestos organicos
volatiles, y en las flores de 1000 especies con semillas se han en-
contrado mas de 1700 tipos de VOCs florales (Knudsen, Eriksson,
Gershenzon y Stahl, 2006).

Los procesos metabdlicos que desarrollan las plantas producen
una significativa influencia en el clima global y la calidad del aire,
a través de la captacion del gas del efecto invernadero CO, y emi-
sion de VOCs. Los terpenoides volatiles son la clase principal de
VOCs biogénicos, que desempenan un papel crucial en la quimi-
ca atmosférica y el clima (Baslam et al.,, 2020; Werner, Fasbender,
Romek, Yahez-Serrano, y Kreuzwieser, 2020).

En Chile existe poca informacion acerca de los VOCs presentes
en flores, a pesar de que esta informacién es valiosa en interac-
ciones mutualistas y desarrollo de nuevos productos, entre otros.
Los pioneros en la investigacion de aromas de la flora nativa de
Chile son Niemeyer y Teillier (2007), quienes generaron infor-
macion cientifica relevante. Sin embargo, en sus estudios de los
VOCs de las plantas no consideraron las especies de este estudio.
Sebastidn et al. (2006) analizaron VOCs en flores de Chrysanthe-
mum coronarium mientras que Vergara et al. (2011) estudiaron
la relevancia del aroma floral y la exhibicion visual de la especie
nativa chilena Oenothera acaulis (Onagraceae), que florece de no-
che. Rodriguez-Saona et al. (2011) obtuvieron los perfiles volatiles
florales de ardndanos en funcion del estado de polinizacion, el
cultivo, la hora del dia y la parte de la flor. Medel et al. (2018) hi-
cieron una revision de los avances actuales y tareas pendientes
en la polinizacién en el ecosistema de tipo mediterrdneo chileno.
Aros, Suazo, Medel y Ubeda (2022) realizaron la caracterizacion
quimica y sensorial de hibridos de Alstroemeria aromaticos y no
aromaticos.

Entrada

Arboretum

Tholl, Hossain, Weinhold, Rose, y Wei (2021) realizaron una re-
vision acerca de las tendencias y aplicaciones en el muestreo y
analisis de VOCs en plantas. Ellos describen que las técnicas de
muestreo pasivo y dindmico, combinadas con cromatografia de
gases (GC) y andlisis de espectrometria de masas (SM), se han
convertido en herramientas usuales para medir las emisiones de
VOCs y determinar sus diversas funciones. Ademas, muestran los
avances en el uso de dispositivos de muestreo pequefo y eco-
némico y describen métodos para monitorear las emisiones de
VOCs de la planta.

La importancia de la composicion quimica de los olores florales
para la polinizacion es cada vez mas apreciada. La comprension
de los patrones estacionales en los VOCs florales puede tener
implicaciones importantes para las interacciones entre plantas y
polinizadores entre comunidades que difieren en la composicion
de especies, 0 a medida que se producen cambios en conjuntos
de especies con cofloracion debido al cambio climatico (Burkle
y Runyon, 2019). Actualmente se esté estudiando sobre cémo la
heterogeneidad espacial y temporal de los polinizadores afecta
a la diversidad y distribucién de la variacion del olor floral. Szen-
teczki et al. (2021) proponen que, al estudiar simultdneamente la
variacion espacial y temporal en la seleccion, se podria mejorar
la comprension de cémo y por qué las plantas con flores man-
tienen una alta diversidad en rasgos funcionales clave, como el
olor floral.

El objetivo de esta investigacion fue explorar los perfiles de fra-
gancias de flores de cuatro especies nativas, muy hermosas y co-
munes en la zona central, que crecen en el Jardin Botanico de
la Universidad de Talca (JBUTAL) para conocer su composicion
quimica y relacionarlos con visitantes/polinizadores florales en el
JBUTAL.

Materiales y Métodos
Recoleccion de las muestras

El JBUTAL (Imagen 1) estd localizado cerca de 270 km al sur
de Santiago, en el valle central de Chile. Las coordenadas son
35°23'42"L.S. - 71°40'42" LW. Este se encuentra entre los 96y 103
m de altitud, con un clima mediterrdneo, una temperatura pro-
medio de 14,3 °C y un promedio de lluvia de 676,2 mm, que se
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Imagen 1. Jardin Botdnico de la Universidad de Talca. / Fuente: https.//www.utalca.cl/vinculacion/jardin-botanico/
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Imagen 2. Flores estudiadas F1 = Muehlenbeckia hastulata, F2 =
Retanilla ephedra, F3 = Fabiana imbricata, F4 = Retanilla trinervia

registra mayormente en invierno. El jardin cubre 13 ha, en las que
se incluyen formaciones vegetales presentes en Chile y en el ex-
tranjero (Gémez y Hahn, 2008). Existen 1.500 especies vegetales,
algunas de ellas en peligro de extinciéon.

Se recolectaron flores de Pichi Romero (Fabiana imbricata Ruiz
&amp; Pav.), Quilo (Muehlenbeckia hastulata .M. Johnst), Retamo
(Retanilla ephedra (Vent.) Brongn) y Tevo (Retanilla trinervia) en el
JBUTAL el 22 de septiembre de 2021 al mediodia, para evitar pre-
sencia de rocio, y con uso

de guantes, para impedir mezcla de aromas.

Imagen 4. Flores estudiadas: F3 = Fabiana imbricata, F4 = Retanilla trinervia

Analisis SMPE/GC/MS

Cada muestra fue depositada en viales de extraccion de fase so-
lida (SMPE). Los anélisis GC/MS se realizaron en un equipamiento
cromatoégrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas
Thermo TSQ DUO.

SMPE: Las muestras fueron incubadas por 30 minutos a 60°C con
agitacion utilizando la fibra DVB/CAR/PDMS.

GC/MS: La temperatura del inyector fue de 250°C en modo split-
less, utilizando un flujo de He a T mL/min. Las temperaturas de
columna fueron: 2 minutos a 40°C, después 150°C a 3°C/min y
mantenidas 5 minutos; luego 250°C a 20°C/min y mantenidas por
8 minutos. El rango de masas evaluado fue de 20-550 m/z con
una temperatura de linea de transferencia de 280°C y 250°C de
fuente de ionizacion. El espectro de masas de los compuestos
desconocidos se identificod utilizando el programa de busqueda
de la biblioteca NIST. Los compuestos detectados se identificaron
sobre la base de tiempos de retencion. El sistema de evaluacion
de los peaks fue por el algoritmo basado en la biblioteca NIST. El
instrumento presentd una alta reproducibilidad y la dispersion
fue menor del 2%.

Resultados y Discusion
Caracteristicas de las flores

Las flores estudiadas en esta investigacion (Quilo, Retamo, Pichi
Romero y Tevo) presentan un tamafo pequeno, de diversas for-
mas, no presentan colores llamativos y son de fragancia delicada
(Imagen 3y 4). A pesar de que los olores de las flores son muy
suaves, se observo la presencia de insectos revoloteando a su
alrededor. Entre estas cuatro especies, las dos Retanilla tuvieron
una mayor presencia de insectos al momento de tomar las mues-
tras.
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En Chile, el uso de especies nativas aporta muchos beneficios,
entre ellos la identidad cultural. De este modo, el lugar donde se
emplazan dichas plantas se distingue de lugares de otros paises
al tener su propia identidad. Ademas, la flora nativa atrae insectos
y otros polinizadores, como aves silvestres, contribuyendo con
un importante rol ecoldgico. Las 4 especies estudiadas son na-
tivas y de ellas, M. hastulata (familia Polygonaceae) es la de mas
amplia distribucion: desde la region de Arica y Parinacota hasta
la region de Los Lagos. £. imbricata (familia Solanaceae) se dis-
tribuye desde la region de Atacama hasta la region de Los Rios.
Ambas también estan presentes en Argentina. R. ephedra (Familia
Rhamnaceae) se distribuye desde la region de Valparaiso hasta la
region de la Araucania, mientras R. trinervia (Familia Rhamnaceae)
se encuentra desde la region de Coquimbo hasta la region del
Maule. Las 4 especies en estudio, por tanto, son de relativamente
amplia distribucion, frecuentes, ademds de muy rusticas e incluso
colonizadoras.

Perfiles de Fragancias y Polinizacién

Los VOCs de cada flor analizados por GC-MS resultaron en perfiles
de fragancia Unicos y se componen principalmente de hidrocar-
buros, aldehidos, acidos carboxilicos, ésteres, alcoholes, éteres,
terpenos, entre otros (Imagen 5). Algunos compuestos fueron
comunes entre las especies, mientras que otros fueron Unicos.

En las flores de Quilo se detectd el menor nimero de compues-
tos volatiles (14) mientras que en Pichi romero el mayor (26). En
las flores de Tevo se identificaron 20 VOCs, entre tanto en Retamo
solo 19. Los VOCs méas comunes en las flores de Quilo, Retamo
y Tevo fueron nonanal, salicilato de metilo y decanal. Entretan-
to, en las flores de Retamo y Pichi Romero, fueron: bourboneno,
cariofileno, muuroleno, a-calaroreno, a-copaeno, 1,5,9,9-tetra-
metil-1,4,7-cicloundecatrieno, 3,7,11-trimetil-1,3,6,10-Dodecate-
traeno y a-farneseno. Entre Retamo, Pichi romero y Tevo solo el
a-copaeno fue comun entre ellos. Estos resultados entregan da-
tos importantes acerca de la composicion quimica de las fragan-
cias de las flores estudiadas (M. hastulata, R. ephedra, F.imbricata y
R. trinervia), siendo la primera vez que se relata.

A nivel mundial, los polinizadores animales polinizan a mas del
80% de las plantas con flores y ayudan a que se reproduzcan, in-
cluido el 75% de todos los cultivos y aproximadamente el 35% de
los cultivos alimentarios, siendo las abejas meliferas (Hymenop-
tera, Apoidea) las polinizadoras mas importantes (Bisrat y Jung,
2022). En general, los polinizadores exhiben preferencias por
ciertas combinaciones, o mezclas de VOCs y estas preferencias
pueden correlacionarse, con patrones de visitas (Junker y Para-
chnowitsch, 2015; Burkle y Runyon, 2019; Szenteczki et al,, 2021).
Los resultados de la investigacion realizada por Medan y Arce
(1999) sobre especies del género Retanilla revelaron que el olor
suave y agradable de las flores de R. trinervia y R. ephedra, jun-
to al néctar y polen, atraen a treinta y siete especies de insectos
diurnos, diez de los cuales son probables polinizadores: estos in-
cluyen la abeja melifera, ocho especies de abejas solitarias perte-
necientes a Anthophoridae (1sp.), Colletidae (3 spp.) y Halictidae
(4 spp.) y una mosca Nemestrinidae. Devoto et al. (2009) descri-
bieron que F. imbricata recibe polinizadores nocturnos mientras
que Gonzalez-Vaquero (2010) relataron que Halictillus, abejas
polilécticas, como la mayoria de los halictidos, visitan flores de
plantas pertenecientes a familias muy distintas, una de ellas son
las de la familia Solanaceae, a la cual pertenece F.imbricata. Moré
et al, (2021) realizaron un estudio de caracterizacion quimica del
aroma floral en los dos clados del género Jaborosa de la familia
Solanaceae, que tienen diferentes afinidades geogréficas: el “cla-
do Subtropical Lowland” incluye especies que habitan las zonas
bajas, y el “clado Andino” incluye especies distribuidas principal-
mente a lo largo de la cordillera de los Andes y la estepa pata-
gonica de la América del Sur templada. La complejidad quimica
y la diversidad de VOCs variaron notablemente entre los clados
de Jaborosa. Aromaticos y sesquiterpenos dominaron las mezclas
voldtiles producidas por las tres especies de Jaborosa poliniza-
das por polillas halcén del clado de tierras bajas subtropicales. En
contraste, alifaticos, aromaéticos, terpenoides irregulares, mono-
terpenos, sesquiterpenos, compuestos nitrogenados y sulfurosos
estuvieron representados en el aroma floral de las cinco especies
de Jaborosa (cuatro polinizadas por moscas sapréfagas y una
con polinizaciéon generalizada) muestreadas del clado andino.
Jakubska-Busse et al. (2022) investigaron la composicion quimica
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Imagen 5. Perfiles de las fragancias de M. hastulata (F1), R. ephedra (F2), F. imbricata (F3) y R. trinervia (F4)
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de los VOCs de flores de Fallopia baldschuanica de la familia Poly-
gonaceae, misma familia que el Quilo (M. hastulata). Asi también
los grupos de insectos que lo visitan y polinizan en un area urba-
na de Wroctaw, Polonia. Los resultados mostraron que los VOCs
principales de las flores de F. baldschuanica fueron hidrocarburos
y terpenos; ademas de aldehidos, alcohol y ésteres. Entre los prin-
cipales componentes del aroma floral de F. baldschuanica estan
B-ocimeno, heptanal, nonanal, a-pineno, 3-thujeno v las fero-
monas de alarma, B-farneseno y limoneno. El olor intenso de las
flores atrae la visita tanto de Hymenoptera (Apis sp., Vespula sp.)
como Diptera (Syrphidae, Calliphoridae, Muscidae).

Existen amplias evidencias que respaldan la idea de que los ben-
cenoides, como el benzoato de metiloy el salicilato de metilo, sir-
ven como atrayentes importantes para los polinizadores, particu-
larmente las polillas, que buscan y visitan las flores por la noche
(Yue et al, 2021). Bisrat y Jung (2022) hicieron una revisién amplia
acerca de las funciones del aroma floral en las mediaciones alse-
ja-flor; donde se describe que los aromas florales de muchas es-
pecies con flores estdan dominados por terpenoides (trans-3-oci-
meno, linalool, (££)-farnesol, (2)-citral, dcido geranico, geranil,
nerol, acido nerdlico, limoneno, B-pineno, a-farneseno, eucaliptol,
entre otros), bencenoides (benzaldehido, alcohol bencilico, 2-fe-
nil etanol, salicilato de metilo, p-anisaldehido, acetato de bencilo,
eugenol, vainillina, 1,4- dimetobenceno, anetol, acetofenona, fe-
nilacetaldehido, otros), derivados de acidos graso volatiles (1- oc-
tanol, 2-tridecanone, acido heptanoico, (6Z, 92)-heptadecadieno,
(82)-heptadeceno, nonanal, 6, 10, 14-trimetil-2-pentadecanona,
acetato de cis-3-hexenil, entre otros) y compuestos pertenecien-
tes a ciclohexanona, lactona, compuestos que contienen Ny es-
piroacetales (escatol, diacetin, espiroacetales, entre otros) que se
sabe que atraen a las abejas.

Con base en los resultados obtenidos y la informacion de |a lite-
ratura descrita arriba, podemos plantear que la composicion qui-
mica de la fragancia floral de cada una de las especies estudiadas
atraerd a visitantes/polinizadores al Jardin Botanico de la Univer-
sidad de Talca. Se estd investigando para conocer mas acerca del
mutualismo entre estas especies nativas y los insectos visitantes/
polinizadores.

El conocimiento de las funciones de los VOCs de las plantas en el
ambiente aéreo ha llevado a la exploracion de funciones simila-
res en el suelo y la rizosfera. Asimismo, los patrones de VOCs han
sido reconocidos como marcadores sensibles y dependientes del
tiempo de estrés bidtico y abidtico (Tholl et al,, 2021). Los VOCs
son econdémicamente importantes para la calidad, el rendimien-
to de los cultivos, asf como para la calidad en las industrias de
perfumes, cosméticos, alimentos, bebidas y farmacéutica (Mos-
tafa, Wang, Zeng, y Jin, 2022).

Conclusiones

La amplia distribucion y rusticidad de las 4 especies en estudio
las hace aptas para su establecimiento exitoso en diferentes si-
tuaciones de paisaje.

Las flores de las 4 especies nativas presentaron perfiles de fra-
gancia Unicas con buena fuente de VOCs. A través del andlisis de
SMPE/GC/MS se identificaron un total de 67 compuestos volati-
les. Este es un estudio inédito sobre la identificacién de volatiles
en las flores seleccionadas. Los datos obtenidos son preliminares
y se pretende seguir en la investigacion para refinar la informa-

cion, cuantificar los VOCs propuestos, conocer mas acerca de la
relacion mutualista entre planta insecto, entre otros.

Las fragancias de las flores estudiadas contienen terpenoides vo-
l4tiles, por lo tanto, estas especies nativas podrian desempenar
un papel crucial en la quimica atmosférica y el clima del ecosis-
tema.
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