Xlé Premi PRBB al millor treball de recerca en
Ciencies de la Salut i de la Vida

2016

Treball guanyador del 4rt premi

Canvi climatic i interaccio planta-pol-linitzador:
Respostes d’Episyrphus balteatus a BVOCs actuals i
predits de Sonchus tenerrimus i Globularia alypum

Helena Nereida Calatrava Rodriguez
Tutor: Joan Perdigués

Col-legi Claret Barcelona (Barcelona)



Treball de Recerca

Canvi climatic i interaccio planta-pol-linitzador

Respostes d’Episyrphus balteatus a BVOCs actuals i predits de
Sonchus tenerrimus i Globularia alypum

Helena Nereida Calatrava Rodriguez
Tutor: Joan Perdigués
Col-legi Claret Barcelona

Curs 2015-2016



Agraiments

M’agradaria donar les gracies principalment al meu tutor de Treball de Recerca
Joan Perdigués per tota I'ajuda durant el procés de treball i per haver-me obert
els ulls al preciés mon de la quimica durant aquest curs i mig al Col-legi Claret.

També m’agradaria donar les gracies a la meva tutora de classe Anna
Clavaguera per haver-se preocupat de que tinguéssim al dia el projecte i per
animar-nos a treballar.

Gracies a I'Eva Jiménez Guri, investigadora del CRG (Centre de Regulacio
Gendmica de Barcelona) pel fet d’haver-me permés fer els experiments al
laboratori del CRG, dins el PRBB (Parc de Recerca Biomédica de Barcelona) i
per haver estat sempre amb un somriure present per ajudar-me. També gracies
al Karl R Wottom per les mosques, l'infraestructura experimental i la feromona
a-farnesene, aixi com per I'ajuda amb els problemes en el moment de fer els
experiments.

Gracies a la Mariana Lépez pel compost 1R-a-pinene del laboratori del Mathieu
Louis al CRG. Gracies també al Xavier Ariza, professor de la Universitat de
Barcelona, Departament de Quimica Organica, pels compostos 3-caré i D-
limoné.

Agraeixo plenament I'ajuda del Doctor en Biologia Gerard Farré, Departament
d’Ecologia de la UAB, qui em va ajudar a entendre el mon de les mosques i les
emissions florals i qui em va permetre assistir a la presentacio de la seva tesi
doctoral.

Gracies infinites al meu pare i a la meva mare, els quals estimaré
indefinidament. Gracies també al meu gat, qui ha estat al meu costat durant
totes les hores d’escriptura, (sempre adormit pero inspirador).



Index

. Objectius i justificacié del treball ...............cccooeieierernan, pag.
. Introduccio
2.1 ESQUEMA GENEIAL ....cceiiiiiiiiiiiiiieeeee e pag.
2.2. El procés de pol-linitzacCil ..........cccceeiieeeiiiiiiiiiei e pag.
2.3. EI NOSIIE INSECLE ...cvviiiii e e e e e eeanees pag.
2.4, Les NOSIreS Plantes .......ccovvviiiiiiiiiiiiii pag.
2.5, EStIMUIS 1 QENETICA ..vvvuni e pag.
2.6. EIsS NOStres BVOCS........ccoviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee pag.
2.7. El Canvi Climatic i com influeix en els BVOCs.........cccccceeeiieeeinnenn, pag.
2.8. Els volatils actuals i els volatils predits.............oeevviviiiiiiiiineeeccinn, pag.
. Materials i Métodes
3.1. Disseny experimental ..............viieiiieeiiiiiiiiiee e pag.
3.2. Esquema general de la metodologia experimental ........................ pag.
3.3. Rondes preliminars ... pag.
3.4. Rondes experimentalS...........coviiiii it pag.
3.4.1. Preferencia de COMPOSL .........ocuviiiiiiiieiiiiiiiiieeee e pag.
3.4.2. Distribucid de la resposta ........cccceeeeeevviiiiiiiiiieeeeceeiiinnn, pag.
3.4.3. Influéncia del dejuni ............cooiiiiiiiiiiiiiiii e, pag.
3.4.4. Influéncia del tipus d’estructura de compost ................... pag.
3.4.5. Preferéncies Cromatiques .......cccoeveeeevvveviiieiieeeeeeeeeeninnn, pag.
3.5. Enregistrament de resultats...........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiieee pag.
. Resultats i Discussio
4.1. Preferéncia de COMPOSL.........uuuuuummmmmmiiiiiiiiiiiniiiinnenniennnnnnneenennnnnnnnes pag.
4.2. DistribucCio de 12 reSPOSa ........uuvviiiiieeiiiiiiiiiiiece e pag.
4.3. Influéncia del dejuni .............uuuuemmmmmiiiiiiiiiie e pag.
4.4. Influéncia del tipus d’estructura de compost............ccoeeeeeeiieeeee. pag.
4.5. Preferéncies CromMatiqUeS ..........uueeeiieeiiiiiiiiiiieiee e e siieiieee e e e e pag.
B O 0] [ [ ] (o 1SR pag.

. Bibliografia..........ccooooiiiiii pag.

© 00 N O O O

12
16

18
21
22
24
24
24
25
25
26
26

29
30
32
33
34

35



1. Objectius i justificacio del
treball

La pol-linitzaci6 és la base tant de l'alimentacié dels insectes com de la
reproduccio de les plantes i per tant determina el progrés de gran part dels
nostres ecosistemes. Es essencial estudiar-la i fer una prediccié6 de com es
desenvolupara en els proxims anys ja que canviara consequientment a
'escalfament global. Aix0 és degut als efectes de la temperatura observats a
recerques previes, que demostren com aquest factor causa un augment i canvi
de les emissions volatils de les flors, les quals s6n essencials per establir la
relacio planta-pol-linitzador.

En alguns casos, es prediu que en un futur les plantes emetran alguns
compostos amb més intensitat i que fins i tot emetran compostos que la seva
espécie mai havia sintetitzat. Els compostos emesos actualment els
anomenarem compostos actuals. Els compostos que s’emetran amb més
intensitat en un futur (ara s’emeten lleument) o0 que apareixeran
consequentment a un canvi de temperatura els anomenarem compostos
predits.

El nostre objectiu és descobrir si els pol-linitzadors tenen preferéncies pel grup
de compostos actuals o pels predits. Ens basarem en la hipotesi de que
'espécie de mosca Episyrphus balteatus té una preferéncia per algun dels dos
grups de volatils. Suposem que aguesta preferéncia es podra veure reflectida
clarament als resultats dels nostres experiments.

També cal tenir en compte que no només l'estimul olfactiu influeix en els
insectes. Es per aixd que també hem estudiat la influéncia de I'estimul visual al
comportament de les nostres mosques, per tal d’entendre millor la psicologia de
les respostes dels pol-linitzadors.

L’objectiu d’aquest treball, per tant, és participar en una petita part de la recerca
gue vetlla per la nostra futura natura al planeta Terra. Estudiem la comunicacio
entre insectes i plantes i intentem preveure com es veura alterada per
I'escalfament global. Per tant, durant les seglients pagines ens hem llengat a
descobrir allo més gran i quilometric intentant entendre uns petits i mil-limetrics
éssers: les mosques.



2. Introduccio

1. Esquema general

A continuacié es presenta un esquema general que relaciona graficament tots
els conceptes de la teoria que apareixen al treball. Aquests sén essencials per
entendre el cos i I'objectiu dels experiments, aixi com la posterior discussié
final. Cada apartat de la introduccié esta inclos en aquest esquema, amb el
qual es pot establir una relacié des del redactat gracies a la numeracié dels
apartats, que també apareix a 'esquema.

POL-LINITZACIO

reproduccio de alimentacio de
plantes pol-linitzadors

(Globularia alypum &

Sonchus tenerrimus) |NTE RACCIé
planta-pol:linitzador

induida per

estimul [ 4 ] base genética

provocat per la planta del pol-linitzador
(1R-a-pine, D-
limone, 3-care)
_ @ especialista generalista
visual olfactiu
(morfologia i | (emissions de BVOCs)
color floral)
BVOCs BVOCs
‘% actuals predits
1 volatilitat 'g
1 difusivitat temperatura 2) .
. canvide
l solubilitat 1) + taxa d’emissié (# ©2*) proporcié

Catalisi enzimatica CANVI c LI M ‘AT' C

Major produccié de volatil + temperatura [Z]

Figura 1. Esquema general de la teoria en la qual es basa la recerca del treball.



2. El procés de pol-linitzacio

El procés de pol-linitzaci6 és essencial en la reproduccié de plantes amb
llavors, també anomenades espermatofits (Spermatophyta). Consisteix en el
transport de pol-len des del sac pol-linic d'una planta (pollenizer) fins el
receptacle estructural d’'una altra planta, on el gra de pol-len germinara. Hi ha
molts tipus de pol-linitzacié, els quals venen determinats pel seu mitja de
transport o vector. Els vectors possibles son el vent, l'aigua, els insectes i els
animals vertebrats.

Segons el tipus de pol-linitzacié que una espécie de planta posi en practica,
aquesta tindra un conjunt de caracteristiques destinades a atreure el seu tipus
de vector. Aquest conjunt de caracteristiques s’anomenen sindromes florals. En
el nostre cas de recerca ens centrarem en la pol-linitzacié facilitada per
insectes i, per tant, en les espécies de plantes que presenten el sindrome floral
de I'entomofilia.

Si es té en compte el tipus d’insecte pol-linitzador es pot ser més especific i
parlar de diferents tipus de sindrome entomofil. En el nostre cas de recerca ens
centrarem en la pol-linitzaci6 per part de l'espécie de mosca Episyrphus
balteatus. Les plantes pol-linitzades per mosques (insectes pertanyents a
'ordre dels dipters) s’anomenen miofiles i per tant presenten un conjunt de
caracteristiques que atreuen els insectes d’aquest ordre.

3. El nostre insecte

Els insectes corresponen la classe predominant del filum dels artropodes, els
quals es caracteritzen per ser invertebrats amb exosquelet, cos segmentat i
apendixs també segmentats (amb funcié d’extremitats). Es troben dins el
subfilum dels hexapodes degut a que tenen tres parells de potes al seu torax.
Se’n coneixen més espécies d’insectes (més d’'un milid) que de tota la resta de
grups d’animals en conjunt; tot i aixi s’estima que podria haver-ne de sis a deu
milions d’espécies i, per tant, encara en queden moltes per descobrir.

Les mosques son insectes que es troben dins de I'ordre dels dipters, els quals
nomeés tenen dues ales anteriors degut a que les seves ales posteriors es van
veure evolutivament modificades i van donar lloc als halteris. Els halteris sén
unes estructures contenidores d’'érgans posicionals que aporten informacio
espacial a I'insecte i dirigeixen el seu vol. Sén insectes neopters ja que pleguen
les seves ales quan estan en repos, a diferencia dels paleopters.

L’espécie de mosca en la qual centrarem la nostra recerca és Episyrphus
balteatus. Pertany a la familia Syrphidae, caracteritzada per imitar I'aspecte
d’espécies més perilloses com abelles, vespes o borinots. En el cas d’E.
balteatus, els individus imiten la familia Vespidae amb bandes de color taronja i
negre sobre el seu abdomen. Es diferenciable de les vespes per les linies
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longitudinals de color gris que té al torax i també per les linies negres
secundaries (Figura 2). La seva llargaria és d’aproximadament 2 cm. S’estén
principalment pel continent europeu i asiatic i s’adapta a ecosistemes tant
urbans com naturals. En la seva etapa adulta s’alimenta del nectar que rep de
les plantes. Quan es troba en estat de larva s’alimenta d'afids, que
constitueixen insectes parasits de les plantes. Cal tenir en compte que son
mosques dilrnes.

E. balteatus .......

e addicional

Bandes negres
addicionals

Vespidae *

Figura 2. Trets fisics mitjangant els quals podem diferenciar I'espécie de mosca Episyrphus
balteatus d’un insecte de la familia Vespidae. Wikipedia

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Syrphidae
Subfamilia: Syrphinae
Tribu: Syrphini
Género: Episyrphus
Especie: E. balteatus

Figura 3. Classificacioé taxonomica de I'espécie Episyrphus balteatus. Wikipedia.

4. Les nostres plantes

Les dues espécies de plantes de les quals parlarem durant el treball sén
Globularia alypum i Sonchus tenerrimus. Ambdues pertanyen al grup de
plantes angiospermes, és a dir: tenen flors i produeixen fruits amb llavors. Sén
natives de la regié mediterrania i solen trobar-se en terrenys secs i arids. Les
seves flors donen lloc a aquenis, uns fruits secs produits per moltes especies
de plantes. L’espécie Globularia alypum té flors de color lila-blavds. Es
considerada un arbust, ja que pot arribar a mesurar entre 30 i 60 cm. L'especie
Sonchus tenerrimus té flors de color groc. Es fragil i pot arribar a fer fins 80 cm
d'alt.



Regne: PFlantae
Divisio: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
QOrdre:  Lamiales
Familia: Flantaginaceae

Geénere: Globulari

Especie: G. alypum

Figura 4. A 'esquerra: fotografia de I'espécie de planta Globularia alypum. Wikipedia. A la
dreta: classificacié taxondmica de I'espécie Globularia alypum. Wikipedia.

Regne: Plantae
Clade: Angilospermae
Clade:  Asterids
Ordre:  Asferales
Familia: Asteraceae
Tribu: Cichorieae

Genere: Sonchus

ESpéCiEZ S. tenerrimus

Figura 5. A I'esquerra: fotografia de I'espécie de planta Sonchus tenerrimus. Wikipedia. A la
dreta: classificacié taxondmica de I'espécie Sonchus tenerrimus. Wikipedia.

5. Estimuls i genética

El conjunt de caracteristiques que tenen les plantes miofiles per atreure els
insectes sOn tant visuals com olfactives. Aquestes caracteristiques estimulen
els pol-linitzadors amb l'objectiu d’atreure’ls. El color de les flors €s un senyal
molt important utilitzat per cridar l'atencié. Les preferéncies innates dels
pol-linitzadors sén principalment pel color groc, pero també pels colors
blavosos i lilosos. Tot i aixi, degut a la capacitat d’aprenentatge dels insectes,
les seves preferéncies innates es poden veure alterades i poden arribar a
pol-linitzar flors d’altres colors. Fins i tot, aquests colors poden passar a formar
part de les seves preferéncies. Aixd succeeix quan s’obté néctar d’'una flor d’'un
color pel qual el pol-linitzador no té una preferéncia innata (generalment el
blanc). Aquest procés s’anomena colour-reward association.



Si parlem de l'estimul olfactiu provocat per les plantes, hem de conéixer els
BVOCs. Els compostos organics volatils biogénics, també anomenats COVBs
(per les sigles en catald) o BVOCs (per les sigles en anglés), fan possible el
desenvolupament de la comunicacioé planta-pol-linitzador, la qual és essencial
tant a la reproducci6 de les plantes com a [lalimentacid dels propis
pol-linitzadors. Es la barreja de BVOCs emesos la que constitueix 'aroma de
cada espécie de planta i que constitueix I'estimul olfactiu que aquesta emet.

Els pollenizers atreuen els pol-linitzadors emetent BVOCs, els quals aporten
informacio crucial, com per exemple I'espécie de la planta emissora o I'etapa de
desenvolupament en la qual es troben [1]. Les emissions de BVOCs no només
depenen de l'espécie de planta i de l'estaci6 de l'any, siné també d’altres
factors resultants de canvis en el clima com les sequeres o 'Us agrari de la
terra.

Tot i aixi, cal tenir en compte que el fet que un pol-linitzador es vegi
suficientment estimulat per un pollenizer depén no només de l'estimul en si
sin6 també de la base genética de I'insecte, que determina la seva memoria
olfactiva. Hi ha espécies d’insectes que son especialistes i, per tant, es basen
en les seves preferéncies olfactives innates. No tenen la capacitat d’establir
noves associacions aroma-premi. Es a dir, dificiiment pol-linitzaran un
pollenizer que per ells resulta desconegut i descobriran que els aporta el mateix
premi (el nectar, pol-len) que els pollenizers que d’alguna manera estan
integrats al seu DNA. Les altres espécies d’insectes sén generalistes, és a dir,
tenen facilitat per establir noves associacions aroma-premi i no tenen cap
d’aquestes dificultats.

6. Els nostres BVOCs

Els compostos organics volatils biogenics sOn substancies quimiques
alliberades per les plantes que contenen principalment carboni i també altres
elements com hidrogen, oxigen, fluor, clor, brom, sofre o nitrogen. Es
converteixen facilment en vapor o gas. Un gran grup de BVOCs son els
terpenoides, els quals es classifiquen com metabolits secundaris: compostos
organics que no estan involucrats en el desenvolupament de les funcions
primaries de les plantes (com la fotosintesi o la reproduccid). Estan constituits
per cadenes d’entre 5i 15 carbonis de llargaria, contenint un o més d’un enllag
doble entre ells; es classifiquen per tant com alquens.

Els terpenoides son lipids insaponificables i deriven biosintéticament d’unitats
d’isopré (2-metil-1,3-butadié), el qual t¢ com a férmula molecular C5H8. Per
tant, la formula molecular basica dels terpenoides és multiple de la férmula de
I'isopré: (C5H8)n, on n és el numero d’'unitats d’isopre lligades. Es per aixo que
es classifiguen com a isoprenoides. Aquestes unitats poden estar lligades
estructurant cadenes linears o ajuntant anells. La classificacio dels terpenoides



segons la seva estructura quimica es basa en el nombre d’'unitats d’isopré que
aquesta tingui.

Els anomenats terpens també sén hidrocarburs que resulten de la combinacio
d'unitats d’isopré. Es per aixd que alguns autors també utilitzen el terme de
terpe per referir-se als terpenoides, pero nosaltres seguirem la classificacio que
els separa en dos grups diferents. La diferenciacié entre terpens i terpenoides
es basa en qué els terpenoides constitueixen terpens modificats als quals se’ls
ha ressituat o eliminat els grups metil o se’ls ha afegit atoms d’oxigen.

Les unitats d’isopré que formen els terpenoides poden estar biosintetitzades
per mitja de dues vies metaboliques: la ruta de I'acid mevalonic (MVA) o la ruta
del 2-c-metil-D-eritritol 4-fosfat (DXP), la qual es va descobrir més tard al trobar
que existia una alternativa independent de I'acid mevaldnic per biosintetitzar
unitats d’isopré a bacteris i plantes.

Els BVOCs presenten isomeria. Alguns dels isomers dels quals parlarem son
estructurals: s’han format a partir de la reagrupacié d’enllagos. Veurem per
exemple el cas de l'a-piné i el B-pine, els quals es diferencien per la posicié
d’'un doble enlla¢ de carboni. En el cas dels enantiobmers la isomeria és Optica,
és a dir, cadascun és la imatge especular i no superposable de I'altre. Aquest
tipus d’isomeria s’anomena estereoisomeria. Es el cas de I'R-a-piné i I' S-a-
piné, per exemple.

Isomeria a la nostra

recerca
Estructural Estereoisomeria
Diferent distribucié dels Igual distribucié dels enllagosi
enllacos i atoms. atoms. Diferent distribucio
espaial.
= enantiomeria
= isomeria Optica
= isomeria espaial
il
\ H R |
>
NI

Figura 6. Esquema dels tipus d’isomeria a la nostra recerca.

Els terpenoides dels quals parlarem durant el nostre treball son 1R-a-pine, D-
limone i 3-care. El 1R-a-piné é€s un monoterpenoide ciclic que conté un

10



ciclobuta a la seva estructura. Es un dels isdmers estructurals del piné (Ialtre
és el beta-piné). Dins de l'isomer alfa-piné podem diferenciar dos enantiomers:
R-a-piné (del qual parlarem) i S-a-pine. A temperatura ambient constitueix un
liquid incolor que es volatilitza facilment. Es un compost molt present en els olis
essencials de les coniferes, especialment en els pins.

(+)-0-pinene  (—)-c-pinene
B-piné (esquerra) i a-piné (dreta)
(+)-a-piné (també R-a-pine)

(-)-a-piné (també S-a-pine)

Figura 7. A l'esquerra: els dos isomers del piné (B-pine i a-piné). Wikipedia. A la dreta: els dos
enantiomers de I'a-piné (R-a-piné i S-a-pine). Wikipedia.

El D-limoné és un monoterpenoide ciclic. Juntament amb el L-limone és un dels
enantiomers del limoné. El D-limoné fa l'olor caracteristica de la taronja i el L-
limoné fa l'olor caracteristica de la llimona. Constitueix un important dissolvent
biodegradable i també un component aromatic de caracter citric, ja que és la
substancia que aporta olor caracteristica a les llimones i taronges. Tant el piné
com el limoné son els terpens més ampliament distribuits a la natura i
representen un dels principals compostos organics volatils emesos a
I'atmosfera.

Figura 8. A l'esquerra: estructura quimica del D-limoné. Quiminet. A la dreta: estructura
guimica del L-limoné. Quiminet.
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El 3-care és un monoterpenoide biciclic. Presenta dos enantiomers degut a que
la seva estructura conté un carboni asimetric. Té una aroma afruitada i és
present als olis essencials (substancia quimica sintetitzada per una planta que
dona el seu aroma caracteristic) de molts arbres i plantes com les coniferes i el
gerd. Es un dels principals components de la trementina, utilitzada fins al segle
XIX com a preparat amb propietats curatives.

Figura 9. Estructura del 3-caré. Wikipedia.

7. El Canvi Climatic i com influeix en els BVOCs

El canvi climatic és una variacié del clima del nostre planeta produit per
I'activitat humana i que se suma a la seva variabilitat natural influint sobre els
parametres climatics de la temperatura, les precipitacions i la nuvolositat. Es
produit per 'augment de la quantitat de gasos amb efecte hivernacle presents a
I'atmosfera. Aquests gasos en augment poden ser gasos que ja es trobaven
(en menor quantitat) de forma natural o que s’han abocat de forma totalment
artificial.

L’'efecte hivernacle és un fenomen natural de I'atmosfera essencial per
mantenir el planeta Terra a una temperatura ideal. Els gasos absorbeixen i
emeten de nou els raigs infrarojos cap a l'interior de la terra, impedint que part
dels raigs escapi i d’aquesta manera mantenint una certa calor interior
necessaria. Tot i aixi, si la quantitat de gasos és massa elevada la temperatura
també ho sera, provocant un no desitjat i problematic escalfament global.

La temperatura és un dels factors abiotics que més afecta I'emissié de volatils.
Els factors abiotics son els que constitueixen les propietats fisico-quimiques del
medi (llum, temperatura, pH, quantitat d’oxigen, etc.). Per tant podem dir que el
canvi climatic influeix directament en els BVOCs emesos al ser el causant de
'augment de temperatura.

L’augment de calor causa un augment en la taxa total d’emissions florals ja que
augmenta l'actuacié dels enzims que participen en la biosintesi dels volatils i
redueix la resisténcia dels canals d’emissié modificant algunes de les propietats
dels BVOCs com la volatilitat (augmentant-la), la difusivitat (augmentant-la) i la
solubilitat (disminuint-la). La volatilitat és la tendencia que té una substancia a
passar a la fase de vapor; si augmenta, per tant, la taxa total de volatil sera
major. La difusivitat o coeficient de difusio presenta la facilitat amb la que un

12



solut es mou en un solvent; si augmenta, per tant, el transport del volatil sera
més rapid i la taxa també pujara. La solubilitat és la capacitat que té un solut de
dissoldre’s en un solvent, és a dir, el contrari de la difusivitat. Si la solubilitat
disminueix podem dir de nou que el transport del volatil sera més rapid i per
tant la taxa continuara augmentant.

Els factors abiodtics, pero, afecten de manera diferent cadascun dels BVOCs
degut a les seves propietats quimiques propies. Aixo vol dir que dins d’un
mateix augment de temperatura els diferents volatils augmentaran les taxes
d’emissidé amb proporcions distintes. D’aquesta manera, el nou aroma d’una
mateixa planta no sera només mes intens siné diferent.

Aquests fenomens d’augment i canvi de proporcié es poden veure reflectits a
I'article Changes in floral bouquets from compound-specific responses to
increasing temperatures. Explica un experiment on els BVOCs emesos per
diverses espécies de plantes als periodes de maxim floreixement s’analitzen
sota diferents temperatures. Les emissions de totes les espécies varien
notablement a mesura que la temperatura va augmentant.

D’aquesta manera, amb algunes espécies podem establir una diferéncia entre
els COBV emesos actualment (els quals anomenarem components actuals) i
els COBV que, degut a un augment de temperatura, apareixeran o s’emetran
en més quantitat (els quals anomenarem components predits). Observant la
Figura 10 veiem el patr6 d’augment en la taxa d’emissié de volatils, que es
produeix de forma diferent a cadascun d’ells. Observant la Figura 11 podem
entendre el fenomen esmentat préviament de que no només es produeix un
patré6 d’augment de la taxa d’emissid, sin6 també un patré6 de canvi en la
proporcio dels volatils emesos.

Cal tenir en compte que als resultats de la Figura 10 s’observa que la taxa total
d’emissid no augmenta infinitament si la temperatura continua augmentant.
Podem observar com algunes espécies presenten una disminucié de I'emissio
d’alguns dels seus volatils (com en el cas del terpé 1R-a-piné a Spartium
junceum). Observem que aixo0 esta relacionat amb el conjunt espécie i no amb
el volatil en si, ja que aquest mateix volatil 1R-a-piné continua augmentant a
major temperatura a altres espécies de planta com Sonchus tenerrimus o
Dittrichia viscosa.

Es important entendre que a la Figura 11 es presenta la proporcié de volatil.
Per tant, pot ser que un volatil que disminueixi la seva presencia al grafic
realment no hagi disminuit en quantitat, siné6 que la resta de volatils hagin
augmentat en gran mesura i hagin, per tant, reduit el percentatge dels altres
volatils.
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Altres components relacionats amb el canvi climatic també influeixen en
I'emissié de BVOCs, com les sequeres o els nutrients disponibles. A recerques
prévies s’ha demostrat que algunes espécies de plantes responen augmentant
les seves taxes d’emissidé davant les sequeres moderades i reduint-les davant
les sequeres severes. Tot i aixi, les respostes a la falta d’aigua depenen dels
BVOCs estudiats i aixd0 suposa una gran dificultat per preveure-les. L’augment
de disponibilitat de nutrients suposa un augment proporcional en les taxes
d’emissié. Aquest fenomen s’ha pogut estudiar degut a laugment en
I'eutrofitzacié (concentracié d’aliment o matéria organica) dels ecosistemes
durant les Ultimes decades.

8. Els volatils actuals i els volatils predits

Per tal de comparar les reaccions de la nostra mosca (Episyrphus balteatus)
davant els estimuls produits per volatils actuals i volatils predits primer hem de
classificar els nostres BVOCs. Ho farem de forma independent a cada planta.

En el cas de les emissions de Globularia alypum durant el seu periode de
floreixement (hivern) s’observa una substitucié parcial del monoterpenoide D-
limoné pel monoterpenoide 1R-alfa-pine. Per tant, el BVOC actual és el D-
limone i el BVOC predit és el 1R-alfa-pine, que augmenta.

A les emissions de Sonchus tenerrimus durant el seu periode de floreixement
(estiu) s’observa I'aparicié del monoterpenoide 3-caré. Per tant, el BVOC actual
és el 1R-alfa-piné i el predit el 3-care, que apareix.

. m: __Grqﬂaua_mmﬂ - WINTER Sanchus lenemimus - SUMMER
o I 3-carene
mm 1R-g-pinene
80 4
— | = D-limonene
40 4 =
o1
15 20 25 30 Temperatura («C) 20 25 35 40

[ mmm camphene ) Mo és rellevanta la nostrarecerca

Figura 12. Proporcié (eix y = percentatge dins I'emissio total; eix x = temperatura) dels volatils
emessos a les espécies Globularia alypum i Sonchus tenerrimus sota un gradient de
temperatura de 15-40°C. Farré-Armengol G. (2014) Changes in floral bouquets from
compound-specific responses to increasing temperatures. Global Change Biology
(2014), doi: 10.1111/gch.12628.

El fet que un mateix compost (1R-alfa-pine) correspongui al compost actual en
una espeécie de planta i al compost predit en una altra és degut a I'analisi de
I'emissié de BVOCs que es duu a terme al grafic (Figura 11, Figura 12) es fa de
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forma proporcional (tal i com s’ha explicat préviament). Aixo vol dir que potser a
ambdues espécies la quantitat de 1R-alfa-pine és la mateixa, perd que degut a
la quantitat tan diferent dels altres volatils fa que les proporcions siguin molt
baixes en un cas i molt altes en un altre. A més, com s’ha esmentat
anteriorment, I'emissio dels volatils esta relacionada amb el conjunt espeécie.
Per tant I'efecte que té la temperatura en el BVOC no és independent i no
podem establir facilment un patro.
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3. Materials i metodes

1. Disseny experimental

Per dur a terme la nostra recerca vam introduir els pol-linitzadors en un
cubiculum on rebien l'estimul olfactiu de dos compostos volatils diferents,
contrastant d’aquesta manera la reaccié cap a un compost actual i cap a un
compost predit. Vam determinar com a ronda el periode de 10 minuts en qué el
pol-linitzador es trobava en contacte amb els BVOCs, els quals s’emetien des
d’'una font de compost (de les quals en teniem dos tipus). En els casos en qué
I'activitat de les mosques era alta vam allargar el temps de les rondes.

Vam fer comparacions entre les reaccions de les mosques als compostos 3-
care i 1R-a-piné (en el cas de I'espécie de planta Sonchus tenerrimus) i entre
D-limone i 1R-a-piné (en el cas de I'especie de planta Globularia alypum). Vam
definir el terme de reacci6 com el temps transcorregut en una de les
anomenades estructures de compost, el qual vam enregistrar a cada ronda
amb l'ajuda de dos timers. En el cas de les rondes amb els compostos D-
limoné i 1R-a-piné també vam tenir en compte el nombre de visites a cada
compost.

També vam anotar observacions que vam considerar rellevants, com el temps
de grooming (temps en qué linsecte es neteja) i el desinterés cap a les
estructures d’emissio de compost. Aquesta informacio va ser essencial per la
determinacio de les variables i la metodologia de I'experiment.

Els insectes utilitzats per 'experiment van ser femelles adultes de I'espécie de
mosca Episyrphus balteatus, les quals havien nascut i crescut en un laboratori
amb previsions de beguda i menjar basades en aigua, pol-len i una dissolucio
mel-aigua de concentraciéo 1:1. Vam utilitzar tant mosques alimentades com
mosques amb un previ periode de dejuni (21 hores, 6.5 hores, 5 hores i 4
hores).

El cubiculum utilitzat era transparent (BugDorm-4030 Insect Rearing Cage
(32.5x32.5x32.5 cm)). Dins d’aquest vam distribuir dues fonts de compost (una
pel BVOC actual i I'altra pel BVOC predit) simétricament. Era des de les fonts
de compost des d’'on s’emetien els volatils. Els compostos utilitzats van ser 3-
caré (115576 de Sigma-Aldrich), 1R-alfa-piné (115576 de Sigma-Aldrich) i D-
limone (183164 de Sigma-Aldrich). Les estructures de les fonts de compost es
van preparar de dues maneres diferents. En una mateixa ronda eren les
mateixes ja que no voliem que constituissin una variable de I'experiment.
Independentment del tipus d’estructura utilitzat a totes les rondes vam col-locar
al centre del cubiculum una capsula de Petri que contenia coté amb aigua.
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La preparacio de l'estructura 1 consistia en posar 10yl d’'una dissolucié de
compost-parafina de concentracié 1:10 o 1:100 dins d’'una microcapsula per
compost. Cada microcapsula estava localitzada en una capsula de Petri, la qual
vam posar a sobre d’'un tros de paper groc amb l'objectiu d’atreure les
mosques. Tot i aixi finalment vam decidir no considerar-lo com a estimul visual
ja que en comparacio amb el de l'estructura 2 (la veurem a continuacié) no
influenciava els insectes.

1r-a-
pinene

carene

Figura 13. A I'esquerra: Fotografia del cubiculum transparent. A la dreta: disposicid simétrica
diagonal de les fonts de compost en el cas d’ambdues estructures (vam distribuir tant les
capsules de Petri com les flors falses d’aquesta manera). Al centre una capsula de Petri amb
aigua.

El disseny de I'estructura 2 va ser com a consequencia de la baixa resposta de
les mosques envers I'estructura de compost 1. Per preparar-la vam dissenyar
una estructura de flor groga falsa. Aquest disseny consistia d’una flor groga de
paper impresa enganxada a la part superior d’'un tub Falcon de 15 ml, localitzat
dins un matras Erlenmeyer de 50 ml com a suport. Vam posar 10ul de la
mateixa dissoluci®6 amb concentracié 1:10 (compost: oli de parafina) a la
superficie de la flor utilitzant anells de reforg amb I'objectiu que el compost no
es dispersés.

A la ronda de test cromatic vam canviar el color de la flor de paper de
I'estructura 2. En aquesta ronda vam utilitzar tres fonts de compost (tipus 2),
cadascuna d’elles amb una flor falsa d’'un color diferent (groc, lila i blanc).

Considerem molt important la manera com es presenta el volatil a I'estructura
de font de compost. A lestructura 1 el volatii es troba tancat dins la
microcapsula i a l'estructura 2 es troba lliure. Vam pensar que per tant aixo
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podria influir en els resultats i constituir una variable, tenint en compte que
I'alliberacio de I'aroma és en teoria més senzilla a I'estructura 2.

A algunes rondes vam sotmetre les mosques a estimuls addicionals, els quals
suposadament les atreuen fortament: pol-len, una dissoluci6 mel-aigua de
concentracio 1:1 i la feromona a-farnesene. Ho vam fer amb l'objectiu de
promoure la seva activitat i de comprovar que tenien un correcte sentit de
I'olfacte, del qual vam comencar a dubtar com a consequiéncia de la seva baixa
resposta. Vam col-locar aquestes substancies substituint els compostos a
I'estructura 2.

Episvrohus bal Microcapsula amb 10pl de
RLSYIRAS Daltegius dissolucié (1:100 / 1:10)

Capsula de
Petri 2

H,0

Tros de paper groc Capsula de Petri 1

(estimul visual)

Figura 14. Fotografia i analisi de I'estructura 1.

Flor de paper

Matras Erlenmeyer  Tub Falcon

Figura 15. Fotografia i analisi de I'estructura 2.
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2. Esguema general de la metodologia experimental

A continuacio es presenta un esquema general de la metodologia experimental
de la nostra recerca. Relaciona graficament els fets que van induir a determinar
les variables de l'experiment (presentades en color taronja) i els objectes
principals d’estudi i d’estadistica dins la recerca i discussié (presentats en color
lila). Els seguients apartats de Materials i Métodes estan dedicats a I'explicacio
de la motivacio de tots els experiments i estadistiques que vam realitzar. Es pot
establir una relaci6 amb I'esquema des del redactat gracies a la numeracio
(veiem que inclou I'apartat numero 3 i els subapartats de I'apartat 4).

La determinacié d’algunes variables (concentracio, estimuls addicionals i
estructura de compost) la vam dur a terme a partir dels resultats obtinguts al
nostre experiment preliminar, el qual ens va donar informaci6 sobre la
concentracio de dissolucié adequada, I'estructura de compost més atraient i la
possible utilitzacié d’estimuls addicionals, amb els quals vam estar
experimentant.

La variable del color, el dejuni, els compostos i la llum artificial van estar en
gran part determinades pels descobriments de recerca cientifica previa amb la
qual ens vam documentar. Tot i aixi, les variables del color i el dejuni van
resultar dinamiques dins el contacte amb els dipters, ja que van jugar un paper
molt important en el nostre dia a dia al laboratori.

Determinacio de les

Experiment preliminar

Recerca prévia

Baixa activitat Concentraci6
ens porta a 1:10
tnlizzar estudiar )
Estimul visual Color Dejuni BVOCs Llum artificial
jugant amb
Estimul Estructura de

olfactiu compost
addicional .

Preferencia m

Pol-len Estructura Estructura Preferencies de compost

mel 1 2 cromatiques
feromona Y
. Incﬂue.ncujx deI
dejuni

Llegenda

Influéncia de
l'estructura
de compost

Objecte d’estudi i

Distribucio de destadistica Variable
la resposta

Figura 16. Esquema general dels experiments de la nostra recerca. Veure redactat per ampliar.
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3. Rondes preliminars

Amb l'objectiu d’estudiar les millors condicions per fer I'experiment vam
dissenyar un experiment preliminar de sis rondes amb diferents variables, basat
en la comparaci6 de les reaccions de les mosques davant els compostos 3-
care (compost predit) i 1R-a-pine (compost actual). Aquestes rondes
preliminars van ser essencials en la determinacio dels métodes i variables
utilitzats durant la nostra recerca.

A les rondes 1 i 2 vam utilitzar mosques alimentades, abséncia de llum artificial
i una dissolucié de concentracio 1:100 (oli de parafina-compost). A les rondes 3
i 4 vam utilitzar mosques amb periode de dejuni i llum artificial, perd vam
continuar amb la mateixa concentracié. Finalment, a les rondes 5 i 6 vam pujar
la concentracié de compost a 1:10.

Degut a que els resultats d’aquestes rondes van servir per dirigir la metodologia
del nostre treball, els presentarem en aquest apartat (Figura 17, Taula 1). Els
percentatges d’activitat a les dues rondes finals van augmentar del 0% a I'1%
(1R-alfa-piné) i del 0% al 5% (3-caré). Sota la mateixa baixa concentracié
(1:100) el dejuni i la llum artificial no van influenciar I'activitat dels pol-linitzador,
sent 0% tots els percentatges a les primeres quatre rondes.

En aquestes rondes la dissolucié de concentracio alta (1:10) semblava atreure
amb més intensitat les mosques en comparaci6 amb la dissoluci6 de
concentracio baixa. Es per aixd que vam decidir adoptar-la com a dissolucio
estandard de I'experiment. Tot i que sota una mateixa baixa concentracié no
vam apreciar la influencia del dejuni o de la llum artificial, vam prendre una
decisid basant-nos en recerca prévia. D’aquesta manera, vam decidir que
utilitzariem un estimul luminic artificial (lampara) i que sotmetriem les mosques
a un periode de dejuni.

Aix0 ultim va ser degut a qué segons estudis anteriors la resposta olfactiva dels
dipters és modulada pel dejuni i decau al no haver-lo patit (Figura 18). Aixi
doncs vam adoptar el dejuni com a variable de I'experiment intentant induir una
major activitat de les mosques mitjancant quatre diferents periodes de dejuni
(21, 6.5, 5 4 hores) a les futures rondes experimentals.

També degut a les observacions de la baixa activitat de les mosques durant
'experiment preliminar i algunes rondes experimentals, vam decidir canviar
I'estructura de compost i crear la numero 2, amb un major estimul visual i una
diferent manera de presentar el volatil (explicada a I'apartat de disseny
expeirmental).
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Fly activity in preliminary experiment
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& 5% %—1R-a-pinene
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2% fo e

Percentage of time spent in
compound source

R R '
Rounds 1 & 2 Rounds 3 & 4 Rounds 5 & 6

Figura 17. Canvis a I'activitat de les mosques com a conseqiiencia de la variacié de llum,
periode de dejuni i concentracié de dissolucioé a les rondes preliminars. Eix x: Rondes. Eix y:
percentatge del temps total d’'observacié en qué les mosques es trobaven a la font de compost.

Rounds 1&2 3&4 5&6
Starvation No Yes ™ Yes W
Light No Yes Yes
Dilution 1:100 1:100 1:10
Observation time (s) 1200 1200 2100
1R-a-pinene time (s) 0 0 23
3-carene time (s) 0 0 105
% activity (1R-a-pinene) 0% 0% 1%
% activity (3-carene) 0% 0% 5%

W20 hours of base starvation period
In blue: changed variables

Taula 1. Variables i resultats de I'experiment preliminar.
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Figura 18. Grafic que demostra que les mosques que han patit un periode de dejuni (starved)
s6n més receptives que les mosques alimentades (fed). Farhan & Gulati, 2013.
http://www.nature.com/srep/2013/130926/srep02765/full/srep02765.html
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4. Rondes experimentals

A continuacié parlarem de la metodologia individual de cadascun dels
experiments o de les estadistiques que vam fer. Per tal d’estudiar diferents
aspectes de les mosques vam jugar amb les mateixes dades, les quals estan
presentades en una mateixa taula de forma global, mitjancant tractaments
estadistics diferents. En aquest apartat expliquem aquests tractaments de la
informacié amb detall per tal de justificar la motivacié dels calculs i dels grafics
fets, essent essencials per arribar a les conclusions de I'apartat de Resultats i
Discussio.

4.1. Preferéncia de compost

L’experiment principal de la nostra recerca es basa en la comparacio del
comportament de les mosques davant els compostos predits i els actuals. Amb
I'objectiu de veure si els nostres dipters tenien preferéncia per algun dels dos
tipus de volatils, vam fer comparacions entre les reaccions davant els
terpenoides 3-care i 1R-a-piné (compostos de les emissions de Sonchus
tenerrimus) i també davant els terpenoides D-limonée i 1R-a-piné (compostos de
les emissions de Globularia alypum). Per fer-ho vam mesurar el temps que les
mosques van estar a cada font de compost.

La variable independent en aquest experiment va ser el compost utilitzat,
sempre emes des de la mateixa estructura de compost (o la 1 o la 2), per tal de
no influir en el comportament de la mosca. Durant I'experiment vam canviar
algunes variables de control (com per exemple el periode de dejuni, la
preséncia de pol-len, I'estructura de compost, etc.), perd sempre afectant de
manera equanime les fonts de compost d’'una mateixa ronda amb I'objectiu de
no induir preferencies en els pol-linitzadors cap a un compost.

4.2. Distribucio de la resposta

Durant totes les rondes la resposta de les mosques als estimuls olfactius va ser
considerablement baixa. Per tant, vam decidir estudiar estadisticament si hi
havia alguna tendencia dins la seva indiferencia. Per fer-ho, vam utilitzar les
dades de totes les rondes per comparar el temps en qué les mosques havien
respost als estimuls olfactius dels compostos amb el temps en qué no havien
reaccionat a cap d’ells. Dins el temps de resposta, per tant, estem incloent
Gnica i exclusivament el temps de resposta als BVOCs.

Amb l'objectiu de mesurar el temps en qué les mosques van respondre a
estimuls olfactius en general (és a dir, no només tenint en compte el temps de
resposta als BVOCs) vam fer una altra estadistica incloent el temps en que
responien als estimuls addicionals (pol-len, mel, feromona, etc.). Per tant, dins
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el temps de resposta nul-la s’inclou unicament el temps en quée les mosques
estaven ignorant qualsevol dels estimuls olfactius als quals estaven sotmeses.
De la mateixa manera, podem dir que dins el temps de resposta s’inclou el
temps de reaccio a qualsevol estimul olfactiu.

A l'ultima estadistica explicada no podem veure realment la influéncia individual
dels estimuls olfactius addicionals (pol-len, mel, feromona) perqué les rondes
en que els vam utilitzar representen un percentatge molt petit. Sabent aixo vam
fer una altra estadistica estudiant només les dades de les rondes amb pol-len,
les quals eren comparacions care-pine.

4.3. Influéncia del dejuni

La documentacié sobre recerca prévia va ser essencial per saber que les
mosques amb periode de dejuni presenten respostes meés altes que les
mosques alimentades, perd també voliem saber si la quantitat d’hores de dejuni
influeix. Vam establir quatre periodes de dejuni diferents i vam comparar la
resposta de les mosques a cadascun d’ells. Per fer-ho vam utilitzar les dades
de totes les comparacions care-piné i limoné-piné. Les variables de control
varien entre les rondes tingudes en compte i per tant els resultats podrien estar
influenciats per variables no relacionades amb el dejuni. Tot i aixi, vam pensar
gue seria interessant veure la tendéncia als resultats obtinguts als diferents
periodes de dejuni.

4.4. Influéncia del tipus d’estructura de compost

Les estructures de compost 1 i 2 eren molt diferents. L’estimul visual a
I'estructura 1 semblava no atreure altament els pol-linitzadors degut a que era
anicament un tros groc de paper sota la capsula de Petri. A més, el compost
s’emetia des d’'una microcapsula i per tant feia més dificil la seva expansié pel
cubiculum. L’estructura 2 es basava en un estimul visual més atractiu i el
compost no es trobava dins cap capsula i per tant tenia més facil expandir-se
pel cubiculum. Degut a les notables diferéncies entre I'estructura 1 i 2 vam
decidir estudiar si hi havia cap tendéncia al comportament de les mosques
influenciada pel tipus d’estructura de compost utilitzada.

Per fer-ho vam utilitzar totes les dades de les comparacions caré-pine i limone-
pineé. Algunes variables de control varien entre les rondes tingudes en compte i
per tant els resultats podrien estar influenciats per variables no relacionades al
tipus d’estructura de compost. Tot i aixi, vam pensar que seria interessant
veure la tendencia als resultats obtinguts amb ambdues maneres de presentar
els volatils. No vam tenir en compte les rondes amb estimuls olfactoris
addicionals, ja que el pol-len atreu altament les mosques i només el vam
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utilitzar amb una de les estructures de compost (la 2). Aixo hauria fet que el
percentatge de resposta amb I'estructura 2 hagués estat falsament més alt.

4.5. Preferéncies cromatiques

Degut al fet que recerques prévies mostren que els colors atractius pels
pol-linitzadors sén el groc en primer lloc, el blau i el violeta en segon lloc i el
blanc en alguns casos minoritaris, vam decidir dur a terme un test cromatic amb
les nostres mosques. Vam col-locar tres flors falses (seguint el model de
I'estructura de compost 2) de tres colors diferents (groc, violeta i blanc) dins el
cubiculum. Sobre cada flor vam posar pol-len, promovent d’aquesta manera
'esmentada anteriorment colour-reward association (les mosques associen el
color amb el premi del nectar). Vam tenir en compte el temps que les mosques
passaven a cada flor.

&

Figura 19. Fotografia de I'estructura 2 al test cromatic.

5. Enreqgistrament de resultats

Totes les dades es van recollir en el software especialitzat en bases de dades
Microsoft Excel 2010, tenint en compte els temps enregistrats i totes les
variables de cadascuna de les rondes.

A continuacio presentem I'enregistrament de les dades de totes les rondes que
vam dur a terme. Conté la metodologia de cadascuna, indicant detalladament el
tractament de totes les variables.
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Round Type Starvation C. Dillution | Light | Visual stimulus | Pollen | Honey
Day 1 1 1:100 Mo Mo No MNo
2 1:100 Mo Mo No MNo
1 A 21h 1:100 Yes Mo No Mo
2 21h 1:100 Yes Mo No No
3 BEXp 21h 1:10 b= Mo No Mo
dq BXp 21h 1:10 Yes Mo No Mo
5 BXp 21h 1:10 fes Mo No Mo
Day 2 6 BXp 21h 1:10 Yes Mo No MNo
7 BXp 21h 1:10 Yes Mo No Mo
g exp 21h 1:10 Yes Mo No Mo
9 BXp 21h 1:10 Yes Mo No Mo
10 EXp 21h 1:10 s Mo Yes Yes
11 EXp 21h 1:10 ‘fes Mo Yes Mo
12 EXp 21h 1:10 h= Yes No Mo
1 BXp 20h30 1:10 Yes Yes No Mo
2 exp Mo 1:10 Yes Yes No Mo
3 BXp 2030 1:10 Yes Yes No Mo
q BXp 2030 1:10 fes Yes No Mo
5 BXp 20h30 1:10 Yes Yes Yes MNo
i 5 BXp 20h30 1:10 Yes Yes Yes Mo
5 BXp 20h30 1:10 hi= Yes Yes Mo
5 exp 2030 1:10 hi= Yes Yes Mo
5 EXp 2030 1:10 s Yes Yes Mo
5 BXp 2030 1:10 fes Yes Yes Mo
12 BXp Sh 1:10 Yes Yes Mo Mo
Day 4 345 exp Sh 1:10 Yes Yes No Yes
6 exp Sh 1:10 Yes Yes Yes Yes
1 BXp 3h43' 1:10 Yes Yes No Mo
2 BXp 3ha3' 1:10 fes Yes No Mo
Day 5 3 EXp Ah2¥ 1:10 ‘fes Yes No Mo
4 EXp Ah2¥ 1:10 h= Yes No Mo
5 BXp Ah2¥ 1:10 hi= Yes No Mo
6 exp Sh13' 1:10 Yes Yes Yes Yes
1 BXp 3h30min 1:10 Yes Yes No Mo
2 BXp Fh30min 1:10 fes Yes No Mo
Day & 3 exp Gh30mimn 1:10 Yes Yes Mo Mo
4 BXp Bh30min 1:10 Yes Yes No MNo
5 BXp Bh30min 1:10 Yes Yes No Mo

Figura 20. D’esquerra a dreta: dia de I'experiment, nimero de la ronda, tipus de ronda
(preliminar o experimental), hores del periode de dejuni, concentracié de la dissoluci6 del
compost, Us de llum addicional, us d’estimul visual (variable relacionada amb el tipus
d’estructura de font de compost), addicié de pol-len i addicié de mel. Les cel-les de I'experiment
preliminar son de color gris. Les cel-les que indiquen addicié d’altre estimul sén de color blau.
El text vermell indica un canvi de variable no planejat. Les cel-les liles indiquen els periodes de
dejuni nuls a les rondes experimentals.
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Pheromone | Comp. Capsule Time [minutes) Current C (10pl) | Predicted C (10w}
Na Yes 10 1R-c-pinens 3-carene
Mo Yoz 10 1R-a-pinens 3-carene
No Yes 10 1R-c-pinens 3-carene
Na Yes 10 1R-c-pinens 3-carene
Mo Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Ma Yes 15 1R-a-pinens J-carene
Mo Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Mo Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Mo Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Mo Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Yes Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Mo Yes 10 None None
fes Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
Mo Yes 10 1R-a-pinene 3-carene
MNa No (sticker) 20 1R-c-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 20 1R-a-pinens 3-carene
MNa No (sticker) 10 1R-c-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 5 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 5 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 5 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 5 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 5 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 20 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 30 1R-a-pinens 3-carene
MNa No [sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 10 D-limonene 1R-a-pinens
MNa No [sticker) 10 D-limonene 1R-a-pinens
Na No (sticker) 10 D-limonene 1R-a-pinens
Na No (sticker) 12 D-limonene 1R-a-pinens
Na No (sticker) 15 D-limonene 1R-a-pinens
Na No (sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene
Na No (sticker) 10 1R-a-pinens 3-carene

Figura 21. D’esquerra a dreta: addicié de feromona, Us de capsula per alliberar el component,

duraci6 de cada ronda, compost actual utilitzats i compost predit utilitzat. Les cel-les de

'experiment preliminar sén de color gris. Les cel-les que indiquen addicié d’un altre estimul son

de color blau.

28



4. Resultats i Discussio

1. Preferencia de compost

A les comparacions entre les reaccions als compostos 3-caré i 1R-alfa-pine
vam observar que del temps en qué les mosques es trobaven visitant una
estructura de compost, el 64% era responent a I'estimul del 3-care i el 36% al
del 1R-a-pine (Figura 22). Com s’explica al seglient apartat dels resultats, s’ha
de tenir en compte que aproximadament només el 10% del temps total
d’observacié les mosques es trobaven visitant una estructura de compost.

Paral-lelament, a les comparacions entre les reaccions al D-limone i al 1R-alfa-
pine, el 100% de les respostes als compostos van ser al D-limoné, d’aquesta
manera tenint el piné un 0% de les respostes. Tot i aixi, s’ha de tenir en compte
que durant les cinc rondes on el limone va ser utilitzats només va haver una
visita als compostos, la qual va suposar el 100% de les visites al D-limone.
Aquest és el motiu pel qual hem considerat innecessari fer un grafic per la
comparacié limone-piné.

Fly preference
1R-a-pinene vs 3-carene

36%
1R-a-pinene
3-carene
64%

a

Figura 22. Percentatge de resposta als compostos dins el temps en qué les mosques estaven
visitant un compost. Hem inclos la comparativa piné-caré. No hem inclos la comparativa limoné-
piné perqué només va haver una visita en totes les rondes (cinc).

Els nostres resultats mostren una preferéncia pel compost 3-caré (compost
futur) a les comparacions pine-caré (compostos de [l'especie Sonchus
tenerrimus), com es pot veure a la Figura 22. A les comparacions piné-limone
no podem concloure cap preferencia perqué només una mosca va respondre a
I'estimul olfactori dels compostos, anant a la flor falsa de limoné i quedant-se
alla durant 334 segons. A més, aquesta mosca no semblava interessada pel
compost, ja que va romandre tota I'estona practicant el grooming (netejant-se).
D’aquesta manera, podem afirmar que no es presenten resultats suficientment
contrastables com per arribar a una conclusioé ferma de la preferéncia per un
dels dos compostos utilitzats de I'espécie de planta Globularia alypum.
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2. Distribucio de la resposta

A les comparacions pine-caré el percentatge d’indiferéncia envers els
compostos va ser del 89% mentre que a les comparacions pine-limoné del
90%. Els grafics 23a i 23b mostren el percentatge de temps de resposta als
compostos en relacio al temps total d’'observacio.

Cal tenir en compte que als grafics 23a i 23b I'area de “Sense resposta als
compostos” inclou tant el temps en qué les mosques estaven inactives com el
temps en qué van respondre als estimuls addicionals (pol-len, mel o feromona).
Aquests grafics es van fer amb l'objectiu de mesurar el temps de resposta als
compostos, els quals son I'objecte principal d’aquesta recerca.

Tenint en compte totes les rondes les mosques van respondre a estimuls
olfactius (de forma general, és a dir, incloent els addicionals) durant el 16% del
temps total d’observacié. D’aquesta manera podem concloure que durant el
84% del temps les mosques no es trobaven receptives a cap estimul. Al grafic
23c I'area de “Sense resposta” inclou unicament el temps en qué les mosques
es mostraven indiferents.

Al grafic 23d (estadistica feta només mitjancant dades de les rondes amb
pol-len) es mostra com les mosques van respondre a estimuls olfactoris (de
nou, incloent els addicionals) el 32% del temps total d’observacié, per tant
ignorant-los durant el 68% del temps. Si estudiem la distribucié de la
preferéncia de l'insecte dins d’aquest 32%, podem veure que durant el 20% del
temps total d’observacio les mosques responen al pol-len. Els percentatges de
resposta als compostos romanen quasi bé iguals entre ells (pine un 5% i care
un 7%).

El temps de resposta als estimuls olfactius (incloent tant els BVOCs com els
estimuls addicionals) és del 16% dins el temps total. Aquest percentatge és un
5-6% més del que es mostra a les Figures 23a i 23b, on es mostren els temps
de resposta als compostos sense incloure el temps de resposta als estimuls
addicionals.

Quan vam tenir en compte nomeés les rondes amb pol-len, el percentatge total
de resposta va variar del 16% a la Figura 23c al 32% a la figura 23d. La
distribuci6 de la preferéncia dels dipters dins els temps de resposta afirma que
el pol-len és un factor de gran importancia per atreure les mosques.

Els percentatges de resposta als compostos s6n gairebé iguals (només el piné
varia d’'un 4% a un 5%), d’aquesta manera suggerint que les respostes als
compostos no varien amb la preséncia de pol-len col-locat en una altra
estructura de compost. Si el pol-len s’hagués afegit a les estructures de
compost els pol-linitzadors possiblement haurien establert la compound-reward
association, d’aquesta manera augmentant la seva resposta als compostos.
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Fly response Fly response
1R-a-pinene vs 3-carene 1R-a-pinene vs D-limonene
0%
% 10%

 1R-a-pinene W 1R-a-pinene

W 3-carene D-limonene
No response to No response to
compound compound

89% 90%
a b

Response to olfactory stimulus
Responses to olfactory stimulus

(rounds with pollen)

m Pollen
W Response  Carene

m No response Pinene

® No response

Figura 23. Estudi de la resposta de les mosques sota diversos tractaments estadistics. Veure
el text pels detalls.

Els nostres resultats suggereixen que el temps de resposta a estimuls olfactoris
representa una considerable minoria en relacié al temps d’observacié total
(Figura 23a, 23b). Considerem que la concentracio de la dissolucié podria ser
encara massa baixa com per atreure altament els pol-linitzadors, essent 1:10
una concentracio insuficient per produir les senyals necessaries per atraure les
mosques. A recerca previa s’ha confirmat que la resposta de pol-linitzadors a
I'emissio de compostos varia segons els canvis a la concentracié de dissolucié.
Aix0 suggereix que la que vam utilitzar no era la optima per atraure els nostres
dipters.

Una causa de la baixa resposta podria ser que els compostos escollits per fer
'experiment no siguin els emesos per les flors que usualment pol-linitzen les
mosques Episyrphus balteatus. Aixo voldria dir que tant en els cas especialista
com en el generalista el reconeixement d’aquests volatils no estaria inclds en la
base genética de les mosques. Si aixo fos cert, la interaccié amb els compostos
dependria de factors geneétics. Per una banda, si aquests pol-linitzadors fossin
especialistes (es guien per les seves preferéncies innates), no serien
suficientment flexibles com per experimentar amb compostos desconeguts.
D’aquesta manera no interactuarien altament amb els compostos que hem
utilitzat. Per una altra banda, si fossin pol-linitzadors generalistes (tenen
capacitat d’aprenentatge), serien suficientment flexibles com per experimentar
amb nous compostos.
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Tot i aixi, esta confirmat en recerca previa que els pol-linitzadors aprenen nous
aromes quan visiten repetidament una flor i com a conseqiéncia associen el
color i 'aroma de la flor visitada amb el nectar, el qual constitueix el seu premi.
Per tant les nostres mosques, tot i ser generalistes, podrien no arribar a establir
la scent-reward o la colour-reward association perqué el pol-len i la mel van ser
utilitzats en poques rondes i sempre dins una font de compost on no hi havia
compost volatil, siné unicament I'estimul olfactiu addicional. A més, fins i tot si
les mosques haguessin rebut sempre pol-len de les estructures falses, el temps
de les rondes no hauria sigut suficientment llarg com per permetre que
duguessin a terme 'associacio.

La baixa activitat envers I'estimul dels compostos podria ser també degut a que
els pol-linitzadors se senten més atrets pel conjunt de I'aroma floral que pels
compostos de forma individual. Tot i aixi, a recerca previa s’ha confirmat que
els compostos poden funcionar com a atraients florals de pol-linitzadors,
suggerint d’aquesta manera que lindividualisme de compost no és un
problema. A Electroantennogram responses of Hyles lineata (Sphingidae:
Lepidoptera) to volatile compounds from Clarkia breweri (Onagraceae) and
other moth-pollinated flowers (Raguso R., Light D., & Pickersky E. (1996)),
podem observar com dins les respostes de l'espécie Hyles lineata envers
diferents compostos i aromes, les més baixes corresponen a les reaccions
envers monoterpenoides individuals. Aquests resultats coincideixen amb els
nostres, ja que els compostos escollits pels nostres experiments (3-care, D-
limone i 1R-a-piné) sbn monoterpenoides i les respostes que van general van
ser considerablement baixes. Per tant, podem afirmar que lindividualisme de
compost no és un problema per generar la resposta dels pol-linitzadors sempre
i quan el compost els atregui.

3. Influencia del dejuni

La Figura 24 mostra els percentatges de les respostes olfactories sota els
periodes de dejuni A (21 hores), B (6,5 hores), C (5 hores) i D (4 hores), els
quals son 16%, 17%, 11% i 27%, respectivament. No hi ha una notable
tendéncia de canvi dins la resposta produida per aquesta variable.

Aix0 podria ser degut a qué les mosques no se senten altament atretes als
compostos escollits per fer I'experiment. Tot i la impossibilitat d’establir una
tendéncia dins la influencia duta a terme pels diferents periodes de dejuni, la
comparacié entre rondes amb mosques alimentades i rondes amb mosques
amb dejuni ens permet confirmar que les mosques sota un periode de dejuni se
senten més atretes pels estimuls olfactoris que les mosques alimentades, ja
gue aquestes es mostraven indiferents.
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Influence of starvation period in fly behaviour
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0% |
A (21h) B (6.5H) C (5h) D (4h)
Starvation period hours

source

Percentage of time spentin compound

Figura 24. Influéncia de la quantitat d’hores del periode de dejuni al comportament de les
mosques.

4. Influéncia del tipus d’estructura de compost

Els percentatges de resposta a I'estructura de compost 1 va ser del 6%, mentre
que a l'estructura de compost 2 va ser del 14%. Els resultats confirmen que
I'estructura 2 atreu més els pol-linitzadors que I'estructura 1. Considerem que
aixd és degut a la flor de paper groga, la qual va rebre l'atencié dels
pol-linitzadors amb facilitat des del primer moment que la vam utilitzar,
d’aquesta manera fent que decidissim continuar amb ella. Aquest hipotesi
coincideix amb recerca previa, la qual confirma que els pol-linitzadors se senten
geneticament atrets pel color groc.

Tot i que vam considerar que potser I'estructura 2 seria més efica¢ degut a
'abséncia de microcapsula, ja que vam pensar que aix0 faria més facil
'expansié de [lolor, les microcapsules utilitzades estaven expressament
dissenyades per fer colour testing, fet que suggereix que la difusié del compost
no s’hauria de veure gens afectada per la seva preséncia.

Fly behaviour with structure 1 Fly behaviour with structure 2

6%

W Response to
compound

Response to
compound

B No response B No response

Figura 25. Influéncia del tipus d’estructura de compost al comportament de les mosques.
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5. Preferencies cromatiques

Els percentatges de resposta als estimuls visuals en relacié al temps total
d’observacié van ser del 10.2% a la flor groga falsa, del 9.7% a la flor violeta
falsa i del 6.8% a la flor blanca falsa. Els resultats coincideixen amb recerca
préevia. Les flors grogues i violetes van generar més resposta que les flors
blanques. Tot i que els percentatges de resposta a les flors grogues i violetes
son bastant similars, el percentatge de les flors grogues és més alt, d’'aquesta
manera confirmant que el grog és el color que atreu meés els pol-linitzadors.

Fly response (chromatic test)

10,2%

Yellow

M Purple

White
73,3%

No response to any
colour

Figura 26. Respostes a les diferents flors falses de color.
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5. Conclusio

Les mosques Episyrphus balteatus van mostrar una preferencia pel compost
predit (3-caré) dins la comparaciéo dels dos BVOCs (1R-a-pine i 3-caré) de
'espécie Sonchus tenerrimus. A les comparacions piné-limoné de l'espécie
Globularia alypum no podem concretar una preferéncia ja que nomeés una
mosca va respondre a I'estimul dels compostos.

Dins del temps total d’'observacié el temps de resposta als BVOCs representa
una minoria (aproximadament un 10%). El temps de resposta a estimuls
olfactius generics (és a dir, incloent els addicionals) és un 5-6% major, suggerint
que les substancies addicionals, com el pol-len, indueixen les respostes dels
dipters. Comprovem que aixo és cert fent estadistiques només amb les rondes
on vam utilitzar pol-len, ja que el percentatge de resposta als estimuls olfactius
varia del 16% al 23%.

Aquests resultats estan directament relacionats amb una clara baixa resposta
als estimuls als quals vam sotmetre les mosques. Valorem la possibilitat que
sigui degut a que els volatils escollits no siguin els emesos per les flors que
usualment pol-linitzen les mosques Episyrphus balteatus. En cas de ser una
espécie especialista no podria establir 'associacié scent-reward degut a la seva
poca flexibilitat. Si fos generalista, tot i ser flexible, el curt temps de les rondes i
'abséncia de premi (néctar, pol-len) a les fonts de compost amb volatil no li
haurien permés establir 'associacid. Per tant, no podem determinar si I'espécie
és generalista 0 especialista. Per fer-ho hauriem de realitzar experiments amb
I'objectiu que les mosques establissin una associacio per color, aroma o premi
(néctar).

Valorem també la possibilitat que sigui degut a que no haguem utilitzat la
concentracid de dissoluci6 de compost optima. També vam pensar que els
compostos presentats de forma individual podien atreure en menor magnitud les
mosques, perd a recerca prévia es demostra que poden funcionar com a
atraients de la mateixa manera que els aromes (conjunt de volatils). Considerem
molt valida la opcié que els monoterpenoides siguin les substancies volatils que
menys atreuen els nostres insectes, fet també constatat a recerca prévia.

Comprovem que no hi ha una tendéncia notable de canvi dins la resposta de les
mosques produida per la quantitat d’hores dins el periode de dejuni. Tot i aixi,
les comparacions entre les rondes amb mosques alimentades i mosques sota
periode de dejuni permeten reafirmar allo demostrat per recerca previa: les
mosques alimentades tenen menys activitat. L’estructura de compost 2 atreu
més els pol-linitzadors que I'estructura 1. Pensem que és degut al seu eficag
estimul visual. A I'experiment cromatic coincidim amb la recerca prévia, ja que
els colors que resulten més atraients per les mosques son el groc i el violeta.
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Veiem que en el moment en qué les mosques no se senten atretes pels BVOCs
i per tant no poden establir 'associacié scent-reward, la comunicacié entre
pollenizer i pol-linitzador es veu afectada negativament. Aquesta dificultat
d’associaci6 altera greument el procés de pol-linitzacié i per tant, si es dona en
un futur, ens trobarem davant un problema que afectara massivament els
nostres ecosistemes.

Allo que afecta la nostra natura i el nostre planeta, limita la nostra vida i societat.
Es per aixd que l'alteracié del procés de pol-linitzaci que es preveu conseqiient
al canvi climatic s’ha d’estudiar per intentar preveure com evolucionaran els
aromes emesos per les flors i quins impactes podria tenir pel planeta aquesta
variacio.

Amb aquest treball m’intento unir a la lluita contra el massiu canvi climatic a
partir de I'observacio d’uns petits pero interessantissims éssers: les mosques.
Tal i com va dir el gran Nikola Tesla: “El present és dells, pero el futur, pel qual
he treballat tant, €s meu”. Treballem pel futur i aixi sera nostre i podrem escollir
que sigui un futur felic.
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